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La enfermedad de Chagas es consi-
derada la zoonosis parasitaria masimportan-
te en América Latina. Es un problema de
salud publica en la mayoria de los paises
latinoamericanos, segun la Organizacidn
Mundial de la Salud, de 16 a 18 millones de
personas estdn infectadas y alrededor de 90
a 100 millones en riesgo de adquirir la
enfermedad, mientras que el 40% presenta
signos y sintomas. En el siguiente estudio
evaltan la eficacia del Western Blot para el
diagnéstico especifico de la enfermedad de
Chagas utilizando antigenos de epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con el objetivo
de ser utilizada como prueba confirmatoria.
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Resumen

Objetivos. Evaluar la eficacia del Western
Blot para el diagndstico especifico de la
enfermedad de Chagas utilizando antigenos
de excrecidn-secrecion de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi.

Materiales y métodos. Los antigenos fueron
obtenidos luego de veinte horas de
incubacion en medio Minimum Essential
Medium-Eagle, los cuales fueron preparados
alaconcentracion proteicade 0,2 ug/ul para
ser enfrentados a 10 mLde un pool de sueros
de pacientes con la enfermedad de Chagasy
un conjugado anti-lgG marcado con
peroxidasa, se evidencid la presencia de los
antigenos de 10, 12, 14,15, 19, 20, 23, 26, 30,
33, 36, 40, 42, 46, 58, 63, 69 91,100 y 112
KDa, de los cuales, los antigenos de 10, 12,
14, 15, 19, 20, 23 y 26 KDa, han sido
considerados como especificos usando
pools de sueros de pacientes con otras
parasitosis y sueros de personas no
parasitadas. La sensibilidad de la técnica se
evaluo empleando sueros individuales de 65
pacientes con la enfermedad de Chagas y la
especificidad con sueros de 40 pacientes con
otras parasitosis y cinco sueros de personas
no parasitadas.

Resultados. La técnica tiene una sensibilidad
de 95,4% en la deteccién de una a ocho
bandas especificas, una especificidad de
100%, un valor predictivo positivo de 100% y
un valor predictivo negativo de 93,7%.
Conclusiones. La técnica de Western Blot
con antigenos de excrecion-secrecion de
epimastigotes de T. cruzi es eficaz en el
diagnostico de la enfermedad de Chagas en
el Peru, pudiendo ser utilizada como prueba

confirmatoria.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; Enfer-
medad de Chagas; Western Blot; Pruebas de
sensibilidad parasitaria; Sensibilidad y
especificidad (fuente: DeCS BIREME).

Introduccion

La enfermedad de Chagas es un
problema de salud publica en la mayoria de
los paises latinoamericanos, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de
16 a 18 millones de personas estan
infectadas y alrededor de 90 a 100 millones
en riesgo de adquirir la enfermedad,
mientras que el 40% presenta signos y
sintomas (1). Por ello, es considerada la
zoonosis parasitaria mas importante en
América Latina, pues ocupa el cuarto lugar
enimportancia como causa de discapacidad,
después de las afecciones respiratorias, las
diarreasyel VIH/sida (2).

El diagndstico depende de la fase en
que se encuentra la enfermedad; en la
aguda, las pruebas estdn orientadas a
detectar la presencia del pardsito en la
sangre ya que en esta fase la cantidad de
parasitos circulantes es alta, mientras que
durante la fase crdnica, los ensayos
serolégicos son los mds importantes para
demostrar la presencia de anticuerpos
circulantes, debido a que la cantidad de
parasitos sanguineos es muy baja e, incluso,
ausente, con capacidad de evidenciarlos a
partir de la tercera semana de ocurrida la
infeccion (3). Se han utilizado diversas
técnicas inmunoldgicas, las mas
importantes: la hemaglutinacién indirecta,
la prueba inmunoenzimatica (ELISA) y la



inmunofluorescencia indirecta (IFl), las
cuales estdn orientadas a detectar
anticuerpos séricos de tipo IgG o IgM (4,5).

Las pruebas de deteccion de anti-
cuerpos son muy sensibles, pero su
especificidad estd limitada por su
reactividad cruzada con anticuerpos de
pacientes con otras parasitosis, entre ellas, la
leishmaniosis, una enfermedad con la
misma distribucién geogrdafica que la
enfermedad de Chagas (6,7). Por ello, se
busca mejorar este problema a través de
técnicas mas eficiente como el Western Blot,
considerada como la técnica confirmatoria
en el diagndstico de diversas enfermedades
y que puede ser utilizada para confirmar la
enfermedad de Chagas. Reiche encontré que
la técnica tenia una sensibilidad del 86,6% y
una especificidad del 100%, mientras que
Umezawa y Nakazawa reportaron una
sensibilidad y especificidad del 100%, Otani
una sensibilidad del 99% y especificidad de
100% y Sanchez una especificidad del 100%
(8-12).

Enla actualidad, no se cuenta con un
estdndar de oro para el diagndstico de la
enfermedad de Chagas, por lo que la
Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), considera necesaria la deteccion de
anticuerpos anti T. cruzi con por lo menos
dos técnicas de principio diferentes (13,14).
En el Perl se emplea ELISA e IFI, la primera
altamente sensible para el tamizaje de la
infeccion y la segunda de elevada
especificidad, que Diagndstico de Chagas
complementa y ratifica el resultado reactivo
obtenido en el tamizaje. En conjunto, ambas
pruebas alcanzan el 95 a 98% de sensibilidad
y especificidad; sin embargo, cuando existe

un conflicto de diagndstico, la OMS sugiere
el uso de una tercera prueba confirmatoria
(4,15).

Dado que no existe ninguna prueba
comercial basada en la técnica de Western
Blot que esté disponible hasta la fecha, el
objetivo del presente estudio fue desarrollar
y estandarizar esta técnica utilizando
antigenos de excrecidn-secrecién de
epimastigotes de T. cruzi para el diagnostico
especifico y confirmatorio de la enfermedad
de Chagas, identificando aquellas fracciones
antigénicas especificas que son inmunold-
gicamente relevantes y asi evaluar el valor
diagndstico de la técnica.

Materiales y métodos

Antigenos de excrecion-secrecion de
Trypanosoma cruzi

Para obtener el mejor antigeno se
evaluaron ocho cepas de T. cruzi proce-
dentes de diferentes ciudades del sur del
Peru (Arequipa, Nazca, Moquegua y
Uctubamba). Se obtuvieron antigenos de
excrecion-secrecién de epimastigotes de T.
cruzi cepa C1 Arequipa mediante el cultivo in
vitro de 1,6 x 10° parasitos en el medio
Minimum Essential Eagle (MEM)

La cepa C1 fue cultivada en 20 tubos
de ensayo con el medio bifdsico, incubados a
temperatura ambiente (aproximadamente
22 °C) por 15 dias, se recolectd la fase liquida
que contenian los parasitos para ser
centrifugados a 4000 rpm por 5 min, los
sedimentos se resuspendieron y lavaron con
buffer fosfato sédico (PBS) pH 7,2, y el Gltimo
lavado fue con el medio MEM; al final, los

sedimentos se recolectaron en un solo tubo
para ser incubado en tres mililitros de medio
MEM a 37 2Cdurante veinte horas (16,17).

Transcurrido el tiempo, el tubo con
los parasitos fue centrifugado 10000 rpm a 4
°C por 10 min para separar el sobrenadante
que contenia los productos de excrecién-
secrecién E/S y el sedimento con los
parasitos, el sobrenadante se conservo a -20
oC. La concentracién de proteinas presentes
en el sobrenadante fue determinada por el
método colorimétrico de Bradford (18).

Sueros Humanos

Para la evaluacién de la técnica se
usaron 65 sueros positivos a la enfermedad
de Chagas, estas muestras se obtuvieron
bajo procedimientos apropiados de consen-
timiento informado y fueron propor-
cionados en condiciones andnimas; de estos
sueros, 30 procedian de pobladores de
Arequipa, proporcionados por el Laboratorio
de Parasitologia de la Universidad de San
Agustin, y 35 sueros fueron obtenidos de
pobladores de Bolivia, proporcionados porel
Laboratorio Diana de Cochabamba. Todos
los sueros recibidos fueron alicuotas, los
cuales fueron procesados en forma
andénima. Los sueros pertenecieron a
pacientes en fase cronica de la enfermedad
por los signos y sintomas, cuyas muestras
fueron procesadas por las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, ELISA y/o
hemaglutinacionindirecta.

Los 40 sueros de pacientes con otras
parasitosis se obtuvieron de las siguientes
instituciones: cinco con hidatidosis
confirmados por radiografia, cinco con
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cisticercosis confirmado por observacion del
parasito durante la cirugia o por resonancia
nuclear magnética proporcionados por el
Instituto Neuroldgico Oscar Trelles; cinco
con fasciolosis proporcionado por la
Universidad Nacional de Cajamarca, 15
pertenecieron a pacientes con leshmaniosis,
uno con malaria confirmado por la
observacion del parasito y nueve con
toxoplasmosis; ademas de los cinco sueros
de personas no parasitadas que procedieron
de la ciudad de Trujillo, zona no endémica de
la enfermedad de Chagas y que dieron
reaccion negativa con la prueba de ELISA y
fueron obtenidos de la seroteca del
Laboratorio clinico ESCALABS. Estos sueros
también fueron obtenidos bajo procedi-
mientos apropiados de consentimiento
informado y procesados en condiciones de
completa anonimizacién. Los sueros se
conservaron a -20 °C en la Seroteca del
Laboratorio de Investigacion y Desarrollo del
Laboratorio Clinico Escalabs en La Libertad,
Perd, durante el desarrollo de la
investigacion.

Técnica de Western Blot

El desarrollo de la técnica de
Western Blot se realizé de acuerdo con lo
descrito en el manual de V. Tsang (19). Los
antigenos obtenidos fueron tratados con
0,01 M de Tris-HCl pH 8,0; 1% de dodecil
sulfato de sodio; 6% de glicerol y 1% de azul
de bromofenol y 2,5 M dithithreitol, para
luego ser calentado a 65 2C por 20 min con lo
que se logré una unién mas estable entre el
SDSy la proteina. La concentracion final del
antigenofuede0,2 g/ L.

En la electroforesis, los diferentes
antigenos fueron colocados en los pocillos
en una cantidad equivalente a 1 uL por mm
de ancho de gel. Los corridos fueron hechos
en minigeles de poliacrilamida de 8,3 x 7,0 x
0,075 cm a la concentracion de 15% en el gel
resolucién y 3% en el gel concentrador
utilizando marcador de peso molecular
(rango de bajo peso, Bio Rad) en el Mini
Proten tetra cell (Bio Rad) y corridos a 200 V
por 60 min de 2 a8 C. La transferencia de las
proteinas del gel a la membrana de
nitrocelulosa de 0,2 um se hizo usando un
buffer de transferencia (0,2 M de Tris-HCl,
20% de metanoly agua ultra pura) en el Trans
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Blot Cellyserealiz6a 100V, 2 A por 90 min. El
mejor antigeno fue seleccionado para ser
corrido en toda la superficie del minigel y
luego cortado en tiras de 3 mm de ancho
para ser evaluadas en placas de incubacién
de ocho canales.

Cada uno de los sueros fue prepa-
rado a la dilucién de 1/50 en PBS-tween 20y
leche descremada en polvo a la dilucion de
1/20, como bloqueador de las zonas del
papel no ocupadas por antigenos; se
incubaron en agitacion constante a
temperatura ambiente por una hora.
Después de ser lavadas con PBS-tween 20 se
colocaron en soluciéon de conjugado
enzimatico (anti-lgG humana marcada con
peroxidasa — BIORAD, USA) a la dilucién de
1/1000 por una hora, luego de cinco lavados,
el revelado de los antigenos se realizé con un
sustrato (H202 al 0,01% y la diamino-
benzidina a 0,5 mg/mL) por espacio de 10
min, deteniendo la reacciéon con agua
ultrapura por 5 min.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron procesados
con el programa Epidat v3.1 se tomaron
como parametros para validar la técnica la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo y razén de verosimilitud
positiva y negativa. La sensibilidad de la
técnica se determiné utilizando los sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas y la
especificidad de la técnica utilizando sueros
de pacientes con otras parasitosis y sueros
de personas no parasitadas.La interpre-
tacién de los resultados se realizé tomando
como criterios de reactividad para una
muestra positiva: si se observa coloracion en
una o mas de las ocho bandas especificas, y
un resultado negativo si no aparece
coloracion en ninguna de las bandas.

Consideraciones Eticas

La presente investigacion se basa en
el andlisis de la técnica confirmatoria de
Western Blot, realizada utilizando sueros
proporcionados por instituciones del Peru y
Bolivia, quienes obtuvieron las muestras
previo consentimiento informado. En esta
investigacion las muestras fueron evaluadas
asignandoles un numero correlativo, por lo

que no se conoce la identidad y antece-
dentes de los participantes.

Resultados

De las ocho cepas de T. cruzi se
selecciond la cepa C1l Arequipa por
presentar mejor reactividad y respuesta
inmunoldgica. El pool de sueros positivos ala
enfermedad agndstico de Chagas AKDa
KDaB

Figura 1 Bandas antigénicas de los productos
de excrecion-secrecion de epimastigotes de
T. cruzi con un pool de sueros de pacientes
con la enfermedad de Chagasde Chagas
permitié reconocer por Western Blot que los
antigenos de excrecion-secrecién de los
epimastigotes de T. cruzi contaban con 20
bandas antigénicas de 10, 12, 14,15, 19, 20,
23, 26, 30, 33, 36, 40, 42, 46, 58, 63, 69 91,
100 y 112 KDa, al enfrentarlos a pools de
sueros de pacientes con otras parasitosis y
sueros de personas no parasitadas se
identificaron como bandas especificas las de
10,12,14,15,19,20,23y26 KDa (Figura 1).

De los 65 sueros positivos a la
enfermedad de Chagas que fueron utilizados
en forma individual para evaluar la sensi-
bilidad de la técnica, tres no reconocieron
ninguno de los antigenos (numeros 6, 25y
53); los 62 sueros restantes reconocieron
uno o mas antigenos especificos (Figura 2),
32 reconocieron las ocho bandas y 30
reconocieron indistintamente una o mas
bandas: tres sueros reconocieron solo una
banda, cinco sueros dos bandas, tres sueros
tres bandas, cinco sueros cuatro bandas,
siete sueros cinco bandas, cuatro sueros seis
bandas y cinco sueros siete bandas; los
componentes antigénicos de 26 y 10 KDa
fueronlosinmunodominantes.

De los 45 sueros de pacientes
confirmados con otras parasitosis y cinco de
personas no parasitadas que fueron
utilizados para evaluar la especificidad de la
técnica, ninguno reconocid las bandas de 10,
12, 14,15, 19, 20, 23 y 26 KDa que son
especificas consideradas diagnésticas.

S

Figura 1 Bandas antigénicas de los productos
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El calculo de la sensibilidad y la
especificidad de la técnica se basé en las
ocho bandas antigénicas especificas de 10,
12,14,15,19, 20,23y 26 KDa, por lo tanto, la
deteccion de anticuerpos por la técnica de
Western Blot en 62 de los 65 sueros de
pacientes con la enfermedad de Chagas le
danalapruebaunasensibilidad de 95,4% (IC
95%: 89,5-100), en la deteccion de una o las
ocho bandasylanorespuesta a estas bandas
una especificidad de 100% (IC 95%: 98,9-
100). El valor predictivo positivo encontrado
fue de 100% (IC 95%: 99,2-100), valor
predictivo negativo 93,8% (IC 95%: 85,9-
100), sin razén de verosimilitud positiva
(RVP) y razén de verosimilitud negativa
(RVN) de 0,05 (IC 95%: 0,02-0,14) y una
robustez del 100%.

Discusion

El uso de antigenos de excrecion-
secrecion permitié aumentar la sensibilidad
en relacién a otras investigaciones con la
misma u otras técnicas. La utilizacion de anti-
genos totales de epimastigotes o fracciones
de epimastigotes en el diagndstico sero-
légico, pueden dar lugar a falsos positivos,
principalmente debido a la reactividad
cruzada con los anticuerpos desarrollados
frente a otras enfermedades parasitarias
(20). Estos problemas pueden ser superados
mediante el uso de muestras que contengan
antigenos especificos de T. cruzi, los que
deben ser reconocidos por todos o la
mayoria de los pacientes con enfermedad de
Chagas. A pesar de las diferencias en las
condiciones de vida del pardsito, que circula
en la naturaleza como una mezcla de
subpoblaciones, el cultivo del parasito actta
como un filtro biolégico, permitiendo el
enriguecimiento de una determinada
poblacion que expresa un determinado
fenotipo (21). En este trabajo no se ha
observado cambios en los perfiles
glicopeptidicos que no afectan la expresion
génica del pardsito, evidenciandose en la
altasensibilidad encontrada enlatécnica.

En este estudio se emplearon anti-
genos de excrecion-secrecion de epimas-
tigotes, aun cuando se ha demostrado que
las proteinas procedentes de tripomas-
tigotas son mejores antigenos para la
deteccion de anticuerpos contra el parasito,

Bioanalisis | Nov - Dic 15

sin embargo, los antigenos mas empleados
para las pruebas inmunolégicas son
extractos proteicos totales de epimas-
tigotes, debido a la facilidad de obtencidon en
el laboratorio, a un menor costo y a la
presencia de antigenos comunes con los
tripomastigotas (21). Aunque su uso en las
técnicas seroldgicas resultdé con muchas
variaciones en la sensibilidad y
especificidad; se decidié utilizar antigenos
de excrecidn-secrecion de epimastigotes
mejorando la especificidad de la prueba y
porque la metaciclogénesis in vitro no se
lograal 100%, por tanto, se tendria un cultivo
de tripomastigotas metaciclicos con
epimastigotes.

La diferencia entre estos resultadosy
los obtenidos por otros investigadores radica
en el modo de preparacién del antigeno y la
seleccion antigénica. En este estudio, los
productos metabdlicos del parasito fueron
colectados a las 20 h de mantenimiento in
vitro a 37 2C en medio Eagles, a diferencia de
otros trabajos que colectaron los antigenos
luego de cuatro o mas dias de mante-
nimiento y con otros medios de cultivos, con
ello demostraron que los antigenos
mantenidos por largo tiempo en cultivo
tienen mayor posibilidad de reacciones
cruzadas con otras enfermedades (22). Las
formas epimastigotes secretaron y excre-
taron una amplia variedad de polipéptidos al
medio de cultivo, debido a la alta
complejidad de la constitucién molecular de
T. cruzi, en un total de 20 de las que se
seleccionaron solo ocho glicoproteinas que
resultaron ser especificas.

Se determind que los antigenos de
excrecién-secrecion son utiles para su
aplicacion en kit de diagndstico por cumplir
con los siguientes criterios: estan presentes
en T. cruzi aislados de diferentes zonas de
endémicas y ausente en otros agentes de
enfermedades infecciosas; son altamente
inmunogénicos en poblaciones con inmu-
nidad genética de origenes diferentes,
independientemente de la fase clinica de la
enfermedad de Chagas, y son estables y
facilmente susceptibles de pruebas de
control de calidad, para garantizar la
reproducibilidad (23) . Estos criterios se ha
logrado con las cepas analizadas (Arequipa,
Mogquegua, Nazca y Uctubamba) encon-

trando las mismas bandas antigénicas
especificas al enfrentarlas con sueros de
Arequipa, y Bolivia con elevada respuesta
inmunoldgica relacionada con la elevada
parasitemiareportada (24).

Se encontraron algunas diferencias
en pesos moleculares de las bandas
antigénicas de excrecién-secrecion de
nuestra técnica al compararlo con otros
estudios que comparten la misma fuente de
antigenos (antigenos epimastigotes) y
condiciones electroforéticas similares (25),
nuestros resultados confirman un patrén
similar de reactividad en sueros chagasicos.
Se ha reportado que los antigenos de T. cruzi
presentan bandas que van desde 50 a 220
KDa (5),30a83KDa(12),28a48KDa(6)25a
130 KDa (26) similar a lo encontrado en este
trabajo desde 10 a 112 KDa.; sin embargo,
estas diferencias puede deberse a las
variaciones en la medicion de la banda de la
migracion en el gel, encontrando que la
banda 30 KDa reportada como de alta
reactividad por diferentes trabajos (6,25,27),
considerada en este trabajo como la banda
de 26 KDa es reconocida por 95% de los
sueros positivos.

La eficiencia demostrada por la
Técnica de Western Blot, con una sensi-
bilidad del 95,4% es buenay comparable con
los valores obtenidos por diversas
investigaciones con esta Técnica en la
Enfermedad de Chagas en la que encontrd
una sensibilidad del 86,6% (7,8), 100%
(9,10,28), 99% (11), en cambio la
especificidad del 100% es la misma en todos
los trabajos resultando mas especifico que
los kits basados en las técnicas de ELISA,
Hemaglutinacion Directa e Inmuno-
fluorescencia Indirecta que son las mas
empleadas.

El criterio de positividad utilizado
para detectar pacientes con la Enfermedad
de Chagas mediante esta técnica de Western
Blot se basé en el reconocimiento de los
sueros de una o mas de las ocho bandas
especificas, determinadas durante la
estandarizacion al no reaccionar con
ninguno de los sueros positivos a otras
parasitosis y de personas no parasitadas y
que dieron reaccién positiva indistintamente
al niumero de bandas, con sueros que



presentaron reactividad también a la técnica
de Inmunofluorescencia indirecta utilizada
en este caso como estandar de oro (29), El
criterio asumido difiere de los reportado por
otros investigadores que reconocieron al
menos 3 bandas de un grupo de 7 bandas
(14,19, 27,30, 34,37,y 75 kDa) o al menos 5
bandas de un conjunto de 10 (25, 30, 33, 37,
39, 45,52,70,75y 92 kDa) y al menos cinco
de las seis bandas de 28, 32, 38, 39, 40y 48
kDa correlacionado con la enfermedad de
Chagas (6).

Los sueros positivos a la Enfermedad
de Chagas de cddigo 6,25,53 determinado
con anterioridad mediante historia clinica y
pruebas seroldgicas como Hemaglutinacién
Indirecta y ELISA dieron un resultado
negativo en Western Blot, fueron evaluados
también por la Técnica de Inmuno-
fluorescencia Indirecta resultando negativos
los sueros 6, 25 y positivo el 53; lo que
confirma la negatividad en dos sueros vy el
tercero presento un titulo de anticuerpos
muy bajo por lo que no pudo ser detectado

en el Western Blot.

En este trabajo también se corrobora
que sueros de pacientes con otras parasi-
tosis presentaron mayor reconocimiento de
antigenos, presentando 12 bandas comunes
a sueros de pacientes chagasicos, estos
resultados coinciden con evidencias previas
demostrando la existencia de antigenos
comunes (124, 107, 92, 65-60, 59 y 32 kDa)
entre Leishmaniasp.y T. cruzi(29), asi mismo
las bandas de cruce fueron desde 30, 33, 36,
40, 42, 46, 58, 63, 69 91,100 a 112 KDa. La
reactividad cruzada con sueros de
Leishmania es una desventaja importante de
las técnicas seroldgicas convencionales para
el diagndstico de Chagas, debido a la
existencia de epitopes comunes entre ellos,
glicoproteinas que contienen galactosil (Gal)
terminal y proteinas derivadas del
citoesqueleto, como la tubulina, que son
semejantes en muchos trypanosomatides, y
al reconocimiento de que las proteinas
capaces de ligar acidos grasos “FABP” (fatty
acid binding proteins) son especificas de los
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diferentes tejidos. Se identificaron FABP de T.
cruzi distribuida a nivel mitocondrial,
nuclear y flagelar. En la interaccion de las
FABP con el acido oleico, supone que el acido
oleico provoca un cambio en la FABP
convirtiéndola en un ligando especifico para
la unién nuclear y facilita de esta manera la
interaccion con el nucleo, y de ahi su
presencia en dicho organulo. Estas proteinas
también se encuentran en Leishmania lo que
explicaria reacciones cruzadas entre las dos
enfermedades (28); por ello, se eliminé las
bandas de cruce, ventaja que proporciona la
técnica de Western Blot. La especificidad se
determind en base a las ocho bandas
especificas.

La principal ventaja que presenta la
técnica es que se basa en la deteccion de
antigenos de excrecidén-secreciéon del
parasito vivo y, por lo tanto, es capaz de
diagnosticar la infeccion activa. Ademas de
su capacidad de identificar las bandas
inespecificas o de cruce y poder eliminarlas
del antigeno para usar solo las especificas.

NO LO PIENSE MAS, TENEMOS EL EQUIPO IDEAL PARA SU LABORATORIO
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Esto garantiza la eficiencia de la técnica
estandarizada, con una alta especificidad
dada, como ya se menciond, por la seleccién
y utilizacién solo de los antigenos especificos
gue son reconocidos por los anticuerpos en
la circulacién sanguinea, donde estos
antigenos constituyen un importante
estimulo al sistema inmune del huésped,
que rapidamente genera la produccion de
anticuerpos especificos contra estos
antigenos. Las limitaciones de esta técnica es
que resulta dificil de realizar comparaciones
entre laboratorios, principalmente debido a
la heterogeneidad de las cepas y las
preparaciones antigénicas utilizadas.
Ademas, el tamafio de los geles, la
concentracion de poliacrilamida utilizados,
asi como los diferentes marcadores de peso
molecular proporcionan variaciones en la
separacion de las bandas y el estable-
cimiento de los respectivospesos mole-
culares. Asi mismo, se requiere hacer
mantenimiento de los cultivos cada 15 dias
por personal con experiencia en cultivo
celulary microscopia, para no perderla cepa.

Los métodos tradicionales de
deteccion de la enfermedad de Chagas,
denominados seroldgicos, detectan la
respuesta inmune que el organismo
presenta cuando advierte la presencia del
parasito T. cruzi, causante de la enfermedad.
Estas técnicas son econdmicas y faciles de
usar, pero tienen una desventaja: no sirven
para personas cuyo sistema de defensa esta
alterado por algin motivo (por enferme-
dades autoinmunes o tratamientos inmu-
nodepresores) ni para bebés recién nacidos.
La técnica de ELISA es muy sensible, pero
inespecificay requiere de equiposy personal
capacitado; la técnica de hemaglutinacion
para el diagndstico de Chagas no resulta
especifico, es decir, que presenta resultados
positivos ante la presencia de otros
parasitos, como en la leishmaniosis; en
cuanto a la IFl su uso se ha restringido a
laboratorios debidamente equipados con
microscopios de fluorescencia, requirién-
dose para su ejecucién de técnicos
capacitados, ya que la interpretacion de los
resultados por personal inexperto puede
llegar a ser cuestionable (30). Estas técnicas
emplean mezclas de complejos antigénicos
citoplasmaticos, o al parasito propiamente,
que en algunos casos incrementa la sensi-
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bilidad, pero disminuyen la especificidad.

Es reconocida la complejidad del
Western Blot, porque se requiere de
personal con amplia experiencia, equipos y
reactivos de alta calidad de produccion
extranjera, con proceso largo y costoso para
lograr una técnica altamente eficiente; sin
embargo, es posible transferir la técnica a un
producto comercial demostrado con los
otros kits producidos (Cistiblot, Hidatiblot y
Fascioblot), donde el usuario desarrollaria la
etapa final del Western blot simplificada a
cuatro horas de realizacién, de forma
sencilla y sin requerir equipamientos
complejos ni especialistas altamente
calificados para manejarlo, pudiendo ser
usados por médicos, quimicos, técnicos,
tecndlogos, bidlogos y cualquier profesional
de la salud que no tenga una preparacion
especificaen cuantoalaenfermedad.

En conclusidon, se logré la estan-
darizacion de la técnica de Western Blot para
el diagndstico especifico de la enfermedad
de Chagas con una sensibilidad del 95,4% y
especificidad del 100% con ocho bandas
especificas de 10, 12, 14, 15, 19, 20, 23y 26
KDa; por ello, puede ser usado como una
técnica confirmatoria de la enfermedad,
siendo relevante cuando otras técnicas
seroldgicas son discordantes por presentar
reactividad cruzada especialmente con
Leishmania. Los buenos resultados de Ila
estandarizacién de la técnica de Western
Blot usando antigenos de excrecién-
secrecion de T. cruzi permitira continuar con
las investigaciones para llegar a disefiar y
desarrollar un kit de diagndstico especifico,
donde toda la técnica este simplificada al
ultimo paso que consistirda en el revelado
enzimatico en base a la técnica de ELISA
indirecto cualitativo.
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