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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacidén preliminar de la prueba comercial Chagas
(Trypanosoma cruzi) IgG-ELISA® en individuos colombianos

Monica Llano', Paula Pavia', Astrid Carolina Florez?, Adriana Cuéllar?,
John M. Gonzélez*, Concepcién Puerta'

' Laboratorio de Parasitologia Molecular, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Pontificia
Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia
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3 Grupo de Inmunobiologia y Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota,
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Javeriana, Bogotd, D.C., Colombia.

Introduccion. El diagnéstico de la enfermedad de Chagas es fundamental para brindar un
tratamiento oportuno y mejorar el pronéstico del paciente. La capacidad discriminatoria de las
pruebas seroldgicas para el diagnéstico varia de acuerdo con la prevalencia de la enfermedad y el
antigeno utilizado en la prueba.

Objetivo. Evaluar la capacidad discriminatoria de la prueba comercial Chagas (Trypanosoma cruzi)
IgG-ELISA® (NovaTec Immunodiagnostica GmbH) en un grupo de individuos colombianos utilizando
la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA)
como referencia.

Materiales y métodos. Se incluyeron 78 muestras de pacientes crénicos (36 asintomaticos y 42
sintomaticos) y 21 de controles sanos. También se analizaron 17 individuos no infectados con riesgo
epidemioldgico para la enfermedad de Chagas, siete con leishmaniasis y nueve con enfermedad cardiaca.
Se evaluaron por PCR en tiempo real cuatro individuos cuyos resultados variaron entre pruebas.
Resultados. Se encontraron diferencias significativas a una densidad 6ptica de 450 nm (p<0,0001) al
comparar la mediana de la absorbancia entre los controles sanos (0,143) y los asintomaticos (2,401)
o sintomaticos (2,776), entre los asintomaticos y sintomaticos (p=0,0408), entre los seronegativos
con riesgo (0,232), individuos con enfermedades cardiacas (0,367) o con leishmaniasis (0,337) y
los pacientes con enfermedad de Chagas (p<0,0001), y entre los controles sanos y los pacientes
seronegativos con riesgo (p=0,0264), con enfermedades cardiacas (p=0,0015) o con leishmaniasis
(p=0,002). La PCR en tiempo real fue positiva en tres de los cuatro casos.

Conclusiones. Esta prueba comercial de ELISA permiti6 discriminar a los pacientes con Chagas de los
controles. Se requieren estudios de fase Il para determinar las caracteristicas operativas de la prueba.

Palabras clave: enfermedad de Chagas/diagnéstico, Trypanosoma cruzi, anticuerpos, ensayo de
inmunoabsorcidn enzimatica, reaccion en cadena de la polimerasa.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.1580

Preliminary evaluation of the commercial kit Chagas (Trypanosoma cruzi) 1gG-ELISA® in
Colombian individuals

Introduction: The diagnosis of Chagas’ disease is essential to provide early treatment and improve
patients’ prognosis. The discriminatory efficiency of the serological tests varies according to the disease
prevalence and the test-antigen used.

Objective: To evaluate the discriminatory efficiency of the commercial kit Chagas ( Trypanosoma cruzi)
IgG-ELISA® (Nova Tec Immunodiagnostica GmbBH) in a group of Colombian individuals, using indirect
immunofluorescence antibody testing (IFAT) and enzyme immunoassay (ELISA) tests as references.
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Materials and methods: Seventy-eight samples from chronic chagasic patients (36 asymptomatic
and 42 symptomatic) and 21 healthy controls were included. Seventeen samples from non-infected
people with Chagas’ disease epidemiological risk, seven with leishmaniasis and nine with non-chagasic
cardiomyopathy were also analyzed. Real time PCR was performed on four individuals whose results
differed among tests.

Results: Significant differences at 450 nm optical absorbance were found (p<0.0001) when the median
absorbance values of healthy controls (0.143), asymptomatic (2.401) and symptomatic (2.776) chagasic
patients were compared, as well as when asymptomatic and symptomatic patients (p=0.0408) and
seronegative people with epidemiological risk (0.232), cardiomyopathy (0.367) or leishmaniasis (0.337)
were compared with chagasic patients (p<0.0001). Finally, there were differences among healthy
controls and non-infected people with epidemiological risk (p=0.0264), patients with non-chagasic
cardiomyopathy (p=0.0015) and patients with leishmaniasis (p=0.002). Real-time PCR was positive in
three out of four analyzed cases.

Conclusions: The commercial ELISA test allowed us to discriminate the chagasic patients from the
controls. A phase Il study of diagnostic tests for determining field reliability of this test is required.

Keywords: Chagas disease/diagnosis, Trypanosoma cruzi, antibodies, enzyme-linked immunosorbent
assay, polymerase chain reaction.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.1580

Evaluacién preliminar de prueba comercial para Chagas

La enfermedad de Chagas es causada por el
flagelado Trypanosoma cruzi, parasito que exhibe
una gran variabilidad genética representada en las
seis unidades discretas de tipificacion (Discrete
Typing Units, DTU) establecidas (I a VI) y el nuevo
genotipo Tcbat identificado en murciélagos en
Brasil (1,2).

La enfermedad de Chagas es endémica en
Centroamérica y Suramérica, donde se calcula que
9,8 millones de personas se encuentran infectadas
con el parasito (3,4). Debido a la migracién de la
poblaciéninfectada, la enfermedad se ha extendido
a paises no endémicos, principalmente Estados
Unidos, Canada, Espafna, Jap6n y Australia (5).
En Colombia se estima que 437.000 personas
tienen la infeccion (6) y el 11 % de la poblacion se
encuentra en riesgo de adquirir la enfermedad (7).
Un estudio reciente en Casanare, departamento
endémico para esta enfermedad, revel6 una sero-
prevalencia de 16,91 % en la poblacion de 15 a 89
anos de edad (8).

La enfermedad de Chagas se inicia con una
fase aguda que en la mayoria de los casos es
inaparente o cursa con sintomas constitutivos y
cuyo diagnostico se realiza por medio de pruebas
parasitolégicas directas (3,9). Esta fase progresa
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a una fase cronica asintomatica o indeterminada,
en la cual el paciente desconoce su estado de
infeccién en la mayoria de los casos (3,10). Cerca
de 30 a 40 % de los pacientes infectados desarrolla
sintomatologia (3,9), siendo la miocardiopatia
chagéasica la afeccibn méas prevalente en
Colombia (10). El diagnéstico con pruebas de
laboratorio de la enfermedad de Chagas en su
fase cronica (asintomatica y sintomatica) se realiza
principalmente mediante técnicas seroldgicas que
detectan anticuerpos de tipo inmunoglobulina G
especificos de antigenos parasitarios (11). De
hecho, la Organizacion Mundial de la Salud acepta
como parametro de diagnéstico de laboratorio
los resultados positivos en dos pruebas basadas
en principios inmunolégicos diferentes (3,11).
Asi, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el
inmunoensayo enzimatico (ELISA) constituyen
dos de las técnicas mas utilizadas (3,10,11). De
estas, la prueba ELISA se destaca por su potencial
de automatizacion y la posibilidad de examinar
numerosas muestras de forma simultanea y en
corto tiempo, asi como la objetividad en la lectura
de los datos y en su interpretacion.

Entre las pruebas ELISA disponibles, la prueba
comercial Chagas (Trypanosoma cruzi) IgG-ELISA®
(NovaTec Immunodiagnostica GmbH) utiliza como
antigeno una proteina de fusion denominada TcF
que codifica para cinco epitopos procedentes
de antigenos distintos del parasito: TcD, PEP-2,
TcLo1.2, TcE, y una variante polimorfica de este
ultimo denominada TcHi29 (12). Varios estudios
han demostrado la capacidad de estos epitopos
de inducir respuesta inmune humoral en el curso
de la enfermedad en pacientes con enfermedad
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de Chagas procedentes de Argentina, Chile,
Brasil, Bolivia y Ecuador (13-20). Ademas, la
evaluacion de la ELISA basada en el antigeno
TcF en pacientes de Brasil y Argentina mostro
porcentajes de sensibilidad y especificidad de 100
y 98,94 %, respectivamente (12).

Teniendo en cuenta que la capacidad discrimi-
natoria de las pruebas serolégicas puede variar
dependiendo del tipo de antigeno utilizado, asi
como de la incidencia y la prevalencia de la
enfermedad en la region, el objetivo de este estudio
fue determinar la capacidad discriminatoria de la
prueba comercial Chagas ( Trypanosoma cruzi) IgG-
ELISA® (NovaTec Immunodiagnostica GmbH) en
un grupo de individuos colombianos seleccionados
en un muestreo por conveniencia.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio de fase | o de discri-
minacion general con muestreo seudorretrospectivo
por conveniencia de acuerdo a la disponibilidad
de las muestras y de los datos asociados, cuyas
conclusiones se restringieron al nimero de sujetos
con resultados positivos y negativos en cada
prueba (21,22).

Pacientes y grupos de estudio

En este estudio participaron 99 individuos entre
los 21 y 83 afios procedentes de distintas
areas geograficas del pais (cuadro 1). Dichos
individuos fueron clasificados en tres grupos de
acuerdo con el cuadro clinico y el resultado de
las pruebas serolégicas de IFl y ELISA realizadas
por el Instituto Nacional de Salud, institucion de
referencia para el diagnéstico y confirmacién de
la enfermedad de Chagas en Colombia (23): un
grupo de controles sanos conformado por 21
individuos procedentes de areas no endémicas
para la enfermedad de Chagas con un promedio
de edad de 29,4+10,4 anos, examen fisico y

Cuadro 1. Caracteristicas de los grupos incluidos en el estudio
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electrocardiograma normales y resultados de IFI
y ELISA negativos; un grupo de pacientes infec-
tados asintomaticos, conformado por 36 individuos
con un promedio de edad de 41,3+11,5 afos,
examen fisico y electrocardiograma normales
y pruebas seroldgicas positivas, y un grupo de
pacientes infectados con enfermedad cardiaca,
compuesto por 42 individuos sintomaticos con un
promedio de edad de 53,6%x11,6 afos, examen
fisico y electrocardiograma anormales, con
sintomas cardiovasculares clinicamente signi-
ficativos y pruebas seroldgicas positivas. Como
control adicional se examinaron 17 individuos
no infectados por el parasito que presentaban
riesgo epidemiologico (haber nacido o haber
vivido en areas endémicas para la enfermedad,
haber estado en contacto con el vector, tener
familiares con la enfermedad o haber recibido
transfusiones), asi como siete con leishmaniasis
y nueve con enfermedad cardiaca de origen no
chagasico (no infectados).

Pruebas de ELISA e IFI de referencia

El antigeno utilizado para la técnica de ELISA fue
un extracto total preparado a partir de epimastigotes
de cultivo de la cepa colombiana NV (MHOM/
CO/07/NV) previamente caracterizada como DTU-I
(24). Para la técnica de IFI se utilizd un antigeno
total de la misma cepa de T. cruzi obtenida a partir
de epimastigotes completos de cultivo fijados en
formol al 1 %. Las pruebas se realizaron segun
lo descrito por Beltran, et al. (23). Los puntos de
corte para estas técnicas fueron valores mayores o
iguales a una dilucién de 1:32 para la prueba de IFI
y valores mayores o iguales a una densidad éptica
de 0,300 para ELISA.

Prueba comercial Chagas (Trypanosoma cruzi)
IgG-ELISA®

Esta prueba de ELISA se realiz6 de acuerdo con
las instrucciones y recomendaciones de la casa
fabricante (NovaTec Immunodiagnostica GmbH,

Grupo Sexo n (%) Region geografica de procedencia o residencia n (%)

Sanos Femenino 16 (76,2) Bogota 13 (61,9) Pasto 3(14,3)
Masculino 5(23,8) Otros departamentos 5 (28,8%)*

Asintomaticos Femenino 27 (75) Casanare 18 (50) Meta 10 (27,8)
Masculino 9 (25) Boyaca 5(13,9) Santander y Norte de Santander 3 (8,3)**

Sintomaticos Femenino 28 (66,6) Boyaca 23 (56,1) Santander 7(7,1)
Masculino 14 (33,4) Otros departamentos 11 (26,8)***

* Incluye Huila: un individuo; Valle: un individuo; Sincelejo (Sucre): un individuo; Caqueta: un individuo; Antioquia: un individuo.

** Incluye Santander y Norte de Santander

*** Incluye Tolima y Cundinamarca: tres pacientes (por region), Casanare: dos individuos, Huila, Meta y Arauca: un individuo (por region)
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Dietzenbach, Alemania). La lectura se realiz6 en
un espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan
FC® a una densidad optica de 450 nm.

PCR en tiempo real

A partir de muestras de sangre anticoaguladas
con EDTA vy preservadas en una solucion
amortiguadora de clorhidrato de guanidina-
EDTA a 4 °C, se obtuvo el ADN utilizando el
estuche comercial High Pure PCR Template
Preparation Kit® (Roche, Mannheim, Alemania).
Posteriormente, las muestras se amplificaron
mediante PCR convencional con los iniciadores
de la betaglobina F-R (25) con el fin de comprobar
la integridad del ADN y descartar la presencia de
inhibidores que pudieran afectar los resultados en
la prueba de PCR en tiempo real. Las muestras
positivas se amplificaron luego por PCR en
tiempo real utilizando los iniciadores especificos
cruzi 1 (ASTCGGCTGATCGTTTTCGA), cruzi 2
(AATTCCTCCAAGCAGCGGATA) y lasonda cruzi
3 (6FAM-CACACACTGGACACCAA-BBQ), que
tienen como blanco de amplificacion e hibridacion
una region de 166 pb del ADN satelital del parasito
(26). Cada muestra se monté por duplicado.

Se incluyeron los siguientes controles: de reaccién
(adicién de agua en un cuarto de la preparacion de
la mezcla de reaccién); un control gris (adicién de
agua en un cuarto de la adicién de las muestras
a la reaccion); un control negativo (ADN de
un individuo sano), y controles positivos (ADN
genoémico de T. cruzi |, correspondiente a 1.000,
y un parasito/ml). La carga parasitaria se estimo
con base en una curva estandar establecida con
diferentes concentraciones de ADN gendmico del

Cuadro 2. Andlisis estadistico de los diferentes grupos estudiados

Evaluacién preliminar de prueba comercial para Chagas

parasito mezcladas con sangre libre de infeccidon
entre un rango de 10%a 10° parasitos/ml (27).

Analisis estadistico

Los datos se consignaron en una base de datos
en Excel™ (Microsoft). El analisis estadistico de las
pruebas se realiz6 a través del paquete estadistico
Stata®, version 10.0 (STATA Corporation, Texas,
USA). Es de anotar que las muestras que se situaron
en la zona gris para estos andlisis se consideraron
como negativas después de repetirlas, tal como
lo recomienda el fabricante (Novalisa, Chagas -
Trypanosoma cruzi- 1gG-ELISA®, producto nimero
CHAGAO0560, NovaTec Immunodiagnostica GmbH,
Dietzenbach, Alemania). Las diferencias entre las
medianas de las densidades épticas de los grupos
analizados se determinaron mediante la prueba
para multiples comparaciones de Kruskal-Wallis
seguida del test de Dunn en el programa GraphPad
PrismP, version 6.04 (cuadro 2). Las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05.

Aspectos éticos

Este estudio correspondié a una investigacion con
riesgo minimo de acuerdo con la resoluciéon No.
08430 del Ministerio de Salud de Colombia y fue
aprobado por el Comité de Investigacion y Etica de
la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad
Javeriana. Se obtuvo consentimiento informado de
todos los individuos participantes.

Resultados

Comparacion de los resultados de la prueba
comercial Chagas (Trypanosoma cruzi) IgG-
ELISA® con los de las pruebas serologicas de
IFl y ELISA de referencia

Grupos Diferencia Valor de p (nivel de
significativa significacion)

Sanos Vs. asintomaticos Si i
Sanos Vs. sintomaticos Si e
Asintomaticos Vs. sintomaticos No -
Seronegativos con riesgo Vs. asintomaticos Si *
Seronegativos con riesgo Vs. sintomaticos Si i

No infectados, con enfermedad cardiaca Vs. asintomaticos No -

No infectados, con enfermedad cardiaca Vs. sintomaticos Si >
Pacientes con leishmaniasis Vs. asintomaticos No -
Pacientes con leishmaniasis Vs. sintomaticos Si *
Sanos Vs. seronegativos con riesgo No -
Sanos Vs. no infectados con enfermedad cardiaca No -
Sanos Vs. pacientes con leishmaniasis No -
Seronegativos con riesgo Vs. no infectados, con enfermedad cardiaca No -
Seronegativos con riesgo Vs. pacientes con leishmaniasis No -

No infectados, con enfermedad cardiaca Vs. pacientes con leishmaniasis No -

Nivel de significacion: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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De las 78 muestras con resultado positivo en las
pruebas de IFl y ELISA de referencia, 75 (96,1 %)
tuvieron el mismo resultado en la prueba comercial
y correspondieron a 35/36 (97,2 %) muestras de
pacientes asintomaticos y 40/42 (95,2 %) muestras
de pacientes sintomaticos (figura 1). Ademas,
una de las muestras del grupo de asintomaticos
se situé en la zona gris de la prueba comercial.
Se encontraron diferencias significativas entre las
medianas de las absorbancias de los controles
sanos y las de los pacientes chagasicos asinto-
méticos (p<0,0001) y sintomaticos (p<0,0001)
(cuadro 2, figura 1).

Por otra parte, de las 21 muestras con resultado
negativo en las pruebas de IFI y ELISA de
referencia, 100 % también dio resultado negativo
en la prueba comercial (figura 1). El resultado de
una de las muestras de los individuos del grupo
de control se situd en la zona gris y al repetir
la prueba se obtuvo el mismo resultado, por lo
que se consideré negativo de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

De forma exploratoria también se aplicaron tanto
la prueba comercial como las pruebas de ELISA
e IFl a las muestras de suero de 17 individuos no
infectados pero con riesgo epidemioldgico, siete
con leishmaniasis y nueve no infectados pero con
enfermedad cardiaca. La prueba comercial detectd
como positivas a dos (BH y KT095) de las 17

5
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SN con riesgo: individuos seronegativos con factores de riesgo; CD
no infectados: pacientes con enfermedad cardiaca no infectados;
Leishmania: pacientes con leishmaniasis

Figura 1. Comparaciéon de las medianas de las densidades
opticas (DO) entre los diferentes grupos estudiados. Las
lineas horizontales en la grafica representan la mediana de las
densidades Opticas de los grupos.
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muestras de individuos seronegativos en riesgo,
con densidades opticas a 450 nm (DO, ) de 4,226
y 0,839, respectivamente, a uno (1L) de los siete
pacientes con leishmaniasis (DO,,,=0,638) y a uno
(KT009) de los nueve con enfermedad cardiaca no
infectados y en riesgo (DO,,,=4,311). Una de las
muestras de los individuos con leishmaniasis (4L)
y una de los no infectados pero con enfermedad
cardiaca (39H) se situaron en la zona gris
(DO,,,=0,548 y 0,597, respectivamente). Pese a lo
anterior, la prueba comercial presenté diferencias
significativas al comparar los resultados de cada
uno de estos grupos de control adicionales con
los de los pacientes con enfermedad de Chagas
sintomaticos (cuadro 2). En el caso de los pacientes
asintomaticos, solo se encontraron diferencias
significativas al comparar la mediana de los
valores de absorbancia con la de los individuos
seronegativos con riesgo epidemioldgico, pero no
con la de los individuos con leishmaniasis o con la
de aquellos con enfermedad cardiaca no infectados
(cuadro 2). Sin embargo, al comparar la mediana
de las absorbancias de todos los grupos de control
con la de los controles sanos, no se encontraron
diferencias significativas (cuadro 2). En cuanto a
las pruebas de referencia, estas fueron negativas
en todos los casos con excepcion de tres de las
muestras de los individuos con leishmaniasis (1L,
3Ly 4L), de las cuales una también dio resultado
positivo en el ELISA comercial (1L), otra se situé
en la zona gris (4L) y la otra fue negativa (3L).

Determinacion por PCR en tiempo real

de la presencia del parasito en muestras
serolégicamente discordantes o situadas en
la zona gris

Con el fin de tener evidencias para definir el estado
de infeccion de los individuos con resultados
discordantes en las pruebas seroldgicas de
referencia y en la prueba de NovaTec (n=7) y de
quienes se situaron en la zona gris (n=3) en la
ELISA comercial, se realiz6 PCR en tiempo real
en las muestras de sangre de cuatro de estos
individuos. Como se observa en el cuadro 3, tres
de las cuatro muestras analizadas fueron positivas,
con cargas parasitarias bajas. Estas tres muestras
positivas por PCR en tiempo real correspondieron
a dos de las tres muestras con resultados positivos
(011Y y KT072) en las pruebas de referencia y a
la muestra con resultado positivo (KT095) en la
prueba comercial (cuadro 3). La muestra negativa
por PCR en tiempo real (008Y) correspondié a un
paciente con resultado positivo en las pruebas de
referencia (cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultados de PCR en tiempo real de cuatro de las muestras cuyos resultados difirieron en la prueba serolégica

Codigo de Grupo Residencia en IFI/ELISA INS ELISA PCR en tiempo real
la muestra zona endémica comercial (parasitos equivalentes/ml)
008Y Asintomatico Si Positivo Negativo Negativo

011y Asintomatico Si Positivo Zona gris 9

KT072 Sintomatico Si Positivo Negativo PNC

71H Sintomatico Si Positivo Negativo ND

KT 095 Seronegativo con riesgo Si Negativo Positivo 48

3H Seronegativo con riesgo Si Negativo Positivo ND

39H Con enfermedad cardiaca no chagasica Si Negativo Zona gris ND

KT 009 Con enfermedad cardiaca no chagasica No Negativo Positivo ND

3L Paciente con leishmaniasis SD Positivo Negativo ND

4L Paciente con leishmaniasis SD Positivo Zona gris ND

PNC: positivo no cuantificable; SD: sin dato; ND: no determinado

Discusion

Actualmente, existen numerosas pruebas serol6-
gicasde ELISAparaladeteccion de anticuerpos IgG
contra el parasito T. cruzi (28), las cuales difieren
en el antigeno empleado segln su naturaleza
(proteinas de lisados totales del parésito, fracciones
o proteinas purificadas, proteinas recombinantes,
péptidos sintéticos o proteinas de fusion que
contienen epitopos de distintas proteinas del
parasito), segun su expresiéon en algun estadio de
diferenciacion particular del parasito (epimastigote,
amastigote o tripomastigote), o segun la unidad
discreta de tipificacion de la cepa del parasito de
donde se originé el antigeno (DTU-1 a VI). Esta
diversidad en la oferta de pruebas de ELISA, unida
a las diferencias en los aislamientos circulantes
en cada region, la prevalencia de la enfermedad
en cada poblacién y en los protocolos utilizados,
resulta en una considerable fuente de variacion en
una misma prueba y entre pruebas (10-20).

Si bien en Colombia se han empleado distintas
pruebas de ELISA (29-35), estas, por lo general,
incluyen lisados proteicos de cepas pertenecientes
alaDTU |, pues es la DTU de mayor circulacién en
el pais (35). Sin embargo, en nuestro medio existen
reportes del hallazgo en pacientes chagasicos de
las DTU II, Ill, IV y VI (35-41). Por ello, en este
estudio con muestreo por conveniencia, se evalué
en un grupo de individuos colombianos la capacidad
discriminatoria de la prueba comercial Chagas
(Trypanosoma cruzi) 1gG-ELISA® (NovaTec
Immuno-diagnostica GmbH), la cual emplea como
antigeno la proteina de fusion TcF que incluye
epitopos expresados por las DTU |, Il, V y VI del
parasito. Para ello se determinaron los valores
de absorbancia de dicha prueba comercial y se
compararon los resultados positivos y negativos
con los de las pruebas serolégicas de IFl y ELISA

(DTU-I) utilizadas por el Instituto Nacional de Salud
en su laboratorio de referencia para el diagnéstico
y la confirmacion de la enfermedad de Chagas
en Colombia.

En la mayoria de los casos la prueba comercial
de ELISA permiti6 diferenciar a los pacientes
infectados de los individuos sanos de control
con una clara y amplia diferencia en los valores
de absorbancia entre los distintos grupos
estudiados. Los valores de absorbancia de los
pacientes sintomaticos fueron significativamente
mas altos que los de los asintomaticos, hecho
reportado para otros antigenos del parasito como
la proteina KMP-11 (42) y que podria explicarse
por un tiempo mayor de exposicion al antigeno en
los pacientes sintomaticos.

En lo relacionado con los pacientes seropositivos
en las pruebas convencionales, y negativos (008Y,
KT072, 71H y 3L) o en la zona gris (011Y y 4L)
en la prueba comercial (cuadro 3), la diferencia
en los resultados podria deberse a la presencia
de anticuerpos dirigidos contra antigenos del
parasito diferentes de los contenidos en la
proteina de fusién TcF, pero presentes en las
formas epimastigotas de las cepas del parasito
utilizadas en las pruebas de IFl y ELISA utilizadas
por el laboratorio de referencia. Por el contrario,
la muestra del grupo de individuos seronegativos
con riesgo epidemiolégico (KT095, cuadro 3) con
resultado positivo en la ELISA comercial puede
explicarse por el hecho de que tres (TcD, Pep-2
y TcLo1.2) de los cinco epitopos de las proteina
TcF provienen de proteinas de superficie de
formas tripomastigotas (14,16). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que este estuche comercial
podria contener antigenos especificos del estadio
tripomastigote del parasito que no son detectados
por las pruebas de referencia.
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Los resultados de la prueba de PCR en tiempo
real sustentan los anteriores supuestos, ya que
se pudo detectar el ADN del parasito tanto en las
muestras con resultado positivo en las pruebas de
referencia (011Y y KT072, cuadro 3), como en la
prueba comercial (KT095, cuadro 3). En relacion
con el resultado negativo de la PCR en tiempo real
del paciente con resultado positivo en las pruebas
de referencia (008Y, cuadro 3), esta discrepancia
puede obedecer a la ausencia del parasito en el
volumen de muestra analizada o a que la cantidad
de parasitos en esta muestra fue inferior a la
sensibilidad analitica de la PCR en tiempo real.

Una de las aplicaciones mas importantes de las
pruebas diagndsticas seroldgicas es su uso en zonas
endémicas, en donde la prueba debe discriminar a
los individuos infectados de aquellos que sin estarlo
pueden tener otras condiciones que generen falsos
positivos. Por esta razén, ademas del grupo de
controles sanos, en el presente estudio se incluyeron
de forma exploratoria otros grupos de control: a)
individuos con factores de riesgo, quienes por vivir
o haber vivido en areas endémicas pueden desa-
rrollar respuesta inmune especifica tanto humoral
como celular contra el parasito (43); b) individuos
infectados con Leishmania, parasito que al igual que
T. cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae,
y comparte con este algunos de sus epitopos
(44,45), y c) individuos con enfermedad cardiaca
no infectados, quienes por presentar inflamacioén
o por residir en areas endémicas pueden tener un
ruido de fondo mayor que el de los controles sanos
sin estas caracteristicas (46,47). Los resultados
obtenidos indican que si bien estos individuos
de control presentaron valores de absorbancia
similares a los del grupo de individuos sanos, en
la mayoria de los casos se pudo discriminar entre
individuos infectados y no infectados.

En conclusién, la prueba comercial evaluada
permitié discriminar a los pacientes con Chagas
de los controles sanos (100 %), de aquellos con
enfermedades cardiacas no infectados (77,8 %),
de los pacientes con leishmaniasis (71,4 %) y de
los individuos con riesgo epidemioldgico (88,2 %).
Se requieren estudios de fase Il para la evaluacion
de pruebas diagndsticas con el fin de determinar
las caracteristicas operativas de la prueba.
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