Contents available at PubMed
www.anmm.org.mx PERMANYER Gac Med Mex. 2015;151:6-13

GACETA MEDICA DE MEXICO ARTICULO ORIGINAL

Identificacion de componentes inmunodominantes de
un aislado de Trypanosoma cruzi por inmunoblot y su
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Resumen

Introduccion: La serologia convencional se utiliza para la deteccion de la infeccion por T. cruzi, con una sensibilidad y
especificidad variables, pues gran cantidad de muestras presentan resultados dudosos o discordantes; para su confirmacion
diagndstica es necesario desarrollar pruebas complementarias, como el inmunoblot. Objetivo: Identificar las principales
proteinas inmunogénicas de un aislado de T. cruzi y establecer el criterio de positividad para el sistema de inmunoblot. Material
y métodos: Se realizd la extraccion y caracterizacion antigénica, y se estandarizé el inmunoblot. Se utilizé un panel de 35 sueros
reactivos y 30 no reactivos (NR) a T. cruzi. Se aplicaron tres metodologias estadisticas para determinar los criterios de
positividad. Resultados: Los sueros positivos compartieron un patrén con pesos moleculares (PM) de entre 10 y 250 kDa. Doce
componentes presentaron una frecuencia de reconocimiento superior al 50%, de los cuales los de 27,32, 34 y 38 kDa mostraron
frecuencias cercanas al 100%. Entre los criterios de positividad evaluados, los componentes de 27 y 32 kDa mostraron una
sensibilidad y especificidad del 100%. Discusion: El inmunoblot es adecuado para la confirmacion de la infeccion por
T. cruzi, por lo que se propone como un criterio de positividad altamente especifico, especialmente en los casos discordantes.

PALABRAS CLAVE: Trypanosoma cruzi. Inmunoblot. Enfermedad de Chagas. Inmunodiagndstico. Western blot.

Abstract

Introduction: Conventional serology was used for the detection of Trypanosoma cruzi infection, with diverse sensitivity and
specificity results. Due to the number of samples with doubtful results, it is necessary to develop additional confirmation tests
such as the immunoblot. Objective: The aim of this study was identify major inmunogenic proteins of T. cruzi iSolate and
establish criteria for immunoblot positivity with diagnostic purposes. Methods: Immunoblot initial standardization was performed,
determining optimal concentrations of antigen, serum, and second antibody. Thirty-five positive and thirty negative sera were
assayed to evaluate different criteria of positivity and determine which provides greater sensitivity and specificity. Results:
Immunoblot of T cruzi positive sera shared a rich pattern of components with molecular weights between 10-250 kDa. Twelve
components had a recognition rate higher than 50%, of which the polypeptides of 27 32, 34, and 38 kDa were close to
100%. Of the positivity criteria evaluated, the recognition of the components of 27 and 32 kDa provided sensitivity and
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specificity of 100%. Discussion: The Immunoblot is suitable for confirmation of infection by T. cruzi, so it is strongly
recommended for confirmation and discrimination of discordant cases. (Gac Med Mex. 2015;151:6-13)
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|ntroducci6n

Debido a la importancia para la salud publica que
representa la enfermedad de Chagas en México, Amé-
rica Latina y actualmente en paises no endémicos, la
confiabilidad en el serodiagnostico es de gran valor.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomien-
da la técnica del inmunoensayo enzimatico (Enzyme
Linked Inmunoabsorvent Assay [ELISA]) indirecto por
su alta sensibilidad, asi como la inmunofluorescencia
indirecta (IFl) y la hemaglutinacién indirecta (HAI), para
la confirmacion del diagndstico. El criterio establecido
por la OMS sefiala que para confirmar la seropositividad
se debe demostrar reactividad en dos pruebas conven-
cionales. La serologfa convencional ha sido ampliamen-
te utilizada para el tamizaje, con resultados de sensibi-
lidad y especificidad variables; sin embargo, debido a
gue gran cantidad de muestras, especialmente de ban-
cos de sangre, presentan resultados dudosos o discor-
dantes y quedan sin confirmacion, la OMS sugiere pro-
mover el desarrollo de pruebas complementarias para
su confirmacion, como el inmunoblot (western blot)'-2.

En México se han reportado trabajos en los que se
realiza western blot con extractos de aislados nacio-
nales y sueros de pacientes mexicanos*®. Nuestro
grupo de trabajo caracterizé un extracto semipurifica-
do de un aislado procedente del estado de Morelos
(ITRI/MX/1991/TQ) que mostré alta sensibilidad y es-
pecificidad en la prueba de ELISA y en western blot
reveld cinco componentes especificos para T. cruzi de
74,44, 31, 25y 18 kDa, todos ellos sin cruce inmuno-
l6gico con Leishmania mexicana®.

El objetivo del presente trabajo fue identificar las
principales proteinas inmunogénicas de un aislado de
T. cruzi procedente del estado de Morelos y establecer
el criterio de positividad para el sistema de inmunoblot
con fines diagnosticos.

Material y métodos
Obtencion del extracto proteico

El extracto proteico se obtuvo de la fase de epimasti-
gote a partir del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi,

obtenido de Meccus pallidipennis del estado de Morelos
y que formaba parte del cepario de nuestro laboratorio.
La expansion parasitaria se realizé en medio de cultivo
liver infusion tryptose (LIT) con un 5% de suero fetal de
bovino. La cosecha se hizo al final de la fase de creci-
miento exponencial. La obtencidn del extracto antigénico
se realiz6 siguiendo, en términos generales, la metodo-
logia descrita por Bucio, et al. en 19996, Después de la
cosecha parasitaria, se realizaron cinco lavados con
amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2 a 2,500 g/20
min/4 °C; se cuantificd la masa parasitaria, se suspendié
en una solucion de Tris &cido clorhidrico (HCL) 50 mM
pH 7.4 en dilucion 1:4 y se agregaron inhibidores de
proteasas (Complete mini Roche®). La lisis parasitaria se
realizd por sonicacion con un procesador ultrasénico
Vibra Cell VC 50 (Sonics); se aplicaron pulsos de 60 s a
40 W en bafio frio y se centrifugd a 43,000 g/60 min/4 °C;
finalmente se separd el sobrenadante y se conservo en
tubos con tapén de rosca de 1.5 ml a -40 °C hasta su
empleo posterior. Se cuantificaron las proteinas por el
método del &cido bicinconinico con un reactivo comer-
cial (Pierce® BCA ProteinAssay Kit, Thermo Scientific).

Electroforesis en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion por PM de los componentes del extrac-
to antigénico se realizd en condiciones reductoras por
electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida
con gel concentrador al 5% y gel separador al 12.5%.
Se siguio, en términos generales, la metodologia descri-
ta por Laemmli en 19707, en un equipo Mini Protean Il
Cell (Bio Rad®) a una diferencia de potencial constante
de 150 V, con una fuente de poder modelo 200/2.0
(Bio Rad®). Las muestras fueron preparadas con un
amortiguador comercial (Laemmli Sample Buffer, Bio
Rad®) y p-mercaptoethanol, y se sometieron a ebullicion
durante 5 min. Se emplearon marcadores de PM comer-
ciales con un rango de 10 a 250 kDa (Bio-Rad). Los
geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (Bio Rad®).

Sueros humanos

Para realizar la titulacion inicial del sistema se utili-
zaron tres sueros testigo con reactividades previamente
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Tabla 1. Tabla de contingencia basica y determinacion de
sensibilidad y especificidad

Inmunoblot Paneles de sueros
Positivo Negativo
Positivo VP FP
Negativo FN VN
Sensibilidad Especificidad
" (100) E = L (100)
VP + FN VN + FP

VP: verdadero positivo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; VN: verdadero
negativo.

determinadas como reactivo alto (R++), reactivo bajo
(R+) y NR. La evaluacion estadistica del procedimien-
to se determin6 con 35 sueros positivos a T. cruzi (+)
y 30 sueros negativos (-) pertenecientes a la seroteca
del laboratorio y procedentes de diferentes areas geo-
gréficas del pals, con una reactividad determinada
inicialmente con las técnicas de ELISA, HAI, IFI em-
pleando «antigenos caseros» y el reactivo comercial
CHAGATEK ELISA (Biomérieux, Argentina), con una
reactividad concordante al ser evaluados en el Institu-
to Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben
de Argentina.

Inmunoblot (western blot)

En términos generales, se siguid el procedimiento
descrito por Towbin, et al.8. Después del corrimiento
electroforético, se realizo la transferencia a membra-
nas de nitrocelulosa con poro de 0.45 pm en un equi-
po Trans-Blot Semy-Dry Transfer cell (Bio-Rad®) a una
diferencia de potencial de 15 V/30 min. La titulacion
antigénica se habia realizado en la electroforesis con
las siguientes cantidades de proteina por pozo: 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 pg. La membrana de
nitrocelulosa fue bloqueada con PBS pH 7.2/Tween 20 al
0.3% en leche semidescremada al 5% durante 2 h a
temperatura ambiente en agitacion ligera. Se realizaron

Tabla 2. Rendimiento parasitario y proteico

Cultivo (ml) Masa parasitaria (g) Antigeno (ml)

tres lavados con PBS pH 7.2/Tween 20 0.3% vy se in-
cubd el suero humano control (+) en diluciones 1:100,
1:200, 1:300 y 1:500, y el suero humano control (=) en
dilucion 1:100 PBS/Tween 20 0.3%/leche 5%/4 °C en
agitacion ligera durante la noche. Se realizaron tres
lavados y posteriormente se incubd con el anticuerpo
anti-lgG humana conjugado a peroxidasa (Invitrogen)
en dilucién 1:20,000 con PBS/Tween 20 0.3% durante
2 h en agitacion ligera a temperatura ambiente. Se
realizaron cinco lavados y la reaccion se reveld con
una solucién de peroxido de hidrégeno y 3,3" diami-
nobenzidina (DAB) (Bio-Rad®) en PBS pH 7.2 mante-
niéndola en la oscuridad durante 15 min. La reaccion
se fren6 con agua destilada. Posteriormente se analizd
la reactividad de los paneles con 20 ug de proteina
por pozo y sueros en dilucion 1:100.

Analisis estadistico

Con los resultados del western blot, se cuantifica-
ron los componentes detectados por suero, separan-
do positivos y negativos, con lo que se calcularon los
valores de media, moda y desviacion estandar (DE);
por otro lado, se determin6 el PM de los componentes
y se calcul6 el porcentaje de presencia de cada uno
en el inmunoblot. Con base en lo anterior, se estable-
cieron tres criterios de positividad: el primero fue
determinar la cantidad de componentes, la presen-
cia de un componente inmunogénico especifico v,
en tercer lugar, la presencia de las combinaciones
de componentes especificos®4%9. La evaluacion de
la validez de los criterios se determind con tablas
de contingencia para el célculo de valores de sensi-
bilidad, especificidad y valores predictivos (Tabla 1).
Finalmente, por medio de curvas de caracteristicas
operador-receptor (ROC), se determinaron los criterios
de positividad, que proporcionaron mas poder de dis-
criminacion.

Resultados

Se determind el rendimiento parasitario y proteico
(Tabla 2).

Concentracion (mg/ml) Rendimiento proteico (mg)

2,000 3.76 18.8

115 216.2
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Figura 1. Componentes del extracto proteico del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. Separacidn de los componentes mediante SDS-PA-
GE (tincion con azul de Coomassie).

Figura 2. Western blot de 35 sueros reactivos a T. cruzi. CN: control negativo.

Patron electroforético Inmunoblot con sueros humanos

En el patron electroforético del extracto se observa- Al observar la reactividad de los sueros positivos a
ron 33 componentes; los de mayor relevancia fueron T. cruzi, se observa un patrén rico en componentes
los de 38, 48, 50, 89 y 96 kDa (Fig. 1). con un amplio rango de PM (Fig. 2), cuyo patrén de
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Figura 3. Western blot de 30 sueros NR a T. cruzi. CP: control positivo.

bandeo se resume en la tabla 3. El inmunoblot de los
sueros negativos se muestra en la figura 3.

Al analizar estas reactividades, se aprecia que los
sueros positivos a T. cruzi presentan un patrén de
reactividad muy diverso, que abarca un amplio rango
de PM, que oscilan entre los 10 kDa y mas de 250 kDa,
y reconocen en promedio 13.7 componentes; sin em-
bargo, se observa un patrén de bandeo compartido
en todos los sueros positivos (Tabla 4).

Analisis estadistico

El primer criterio de positividad, respecto al nimero
de componentes reconocidos, fue evaluado mediante
el andlisis de verdaderos y falsos positivos y negativos
(Tabla 5); con base en este criterio, se calcularon los
parametros de sensibilidad y especificidad (Fig. 4), y
se observd que a partir de 10 componentes se pre-
sentaba una elevada especificidad, en detrimento de
la sensibilidad.

Para la evaluacion del segundo criterio mediante la
presencia de un componente inmunogénico relevante
en los sueros positivos , los componentes de 250, 140,
75, 64, 38, 34, 32, 27, 22, 21 y 18 kDa presentaron
una frecuencia de reconocimiento superior al 50%
(Tabla 3). Cuando se determino la positividad en el
inmunoblot por la presencia de estos componentes
especificamente, se obtuvieron valores de sensibilidad
y especificidad superiores al 70%, y se consiguié un
punto de méaxima certeza con el componente de 32
kDa (Tabla 6).

Finalmente, con el objetivo de determinar el punto
de corte que permite obtener mayor sensibilidad y
especificidad, se consideraron como criterio las com-
binaciones de los componentes con mayor porcentaje
de reconocimiento, analisis que determina que para la

muestra empleada se obtienen porcentajes mayores
de sensibilidad y especificidad con la presencia con-
junta de los componentes de 27 y 32 kDa (Tabla 7).

Discusion

En el andlisis proteico en SDS-PAGE (Fig. 2), se
observaron 33 bandas proteicas en un rango de 10 a
mas de 250 kDa, destacando las de 38, 48, 50, 89 y
96 kDa, aunque también se observaron bandas de
bajo PM. Este patron concuerda con los observados
en trabajos previos® 101",

Al evaluar mediante inmunoblot la reactividad del pa-
nel de sueros positivos a T. cruzi se encontro reactivi-
dad con 37 componentes, de los cuales 12 presentaron
una frecuencia de reconocimiento superior al 50%. En
este analisis resalta la presencia de tres componentes
con un reconocimiento del 100% y uno con el 97%, con
pesos de 27, 32, 34 y 38 kDa, respectivamente. Algunos
de los componentes encontrados coinciden con protei-
nas inmunogénicas referidas en la literatura, como los
antigenos de 25, 27, 34, 38, 40, 68, 75 y 84 kDa*610-14,

Respecto a los estudios previos realizados con wes-
tern blot con fines diagnosticos, se ha observado que
sélo se presentan algunos componentes en comun en 10s
diferentes trabajos; estas diferencias en los perfiles anti-
génicos probablemente se deban, no sélo al aislado de
T. cruzi utilizado, sino también a otros factores relaciona-
dos con las metodologias de extraccion y de estanda-
rizacion de los procedimientos y técnicas utilizados?.

Con el aislado de T. cruziy la metodologia emplea-
da en el presente trabajo se obtuvo una gran cantidad
de componentes inmunodominantes, de los cuales
12 fueron reconocidos por mas del 50% de los sueros
positivos, a diferencia de otros trabajos en que soélo se
reconocieron 5-8 bandas inmunodominantes®#1°,
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Tabla 3. Componentes que mostraron un reconocimiento

superior al 50%

Componente (kDa) % de sueros que reconocen
el componente (n = 35)
> 250 82.4*
250 71.4*
166 2.9
140 65.7*
128 34.3
100 2.9
95 5.7
90 2.9
75 80"
68 28.6
65 2.9
64 74.3*
56 2.9
52 1.4
50 5.7
46 5.7
42 229
38 94.3*
34 94.3"
32 97.1*
30 5.7
29 1.4
28 457
27 100*
23 8.6
22 62.9*
21 74.3*
20 11.43
19 48.6
18 51.4*
17 8.6
16 40
15 2.9
14 371
13.5 20
13 171
12 229

*Componentes con reconocimiento > 50%

et al.. Componentes inmunodominantes de T. cruzi

Tabla 4. Estadisticos basicos

Sueros positivos Sueros negativos
(n = 35) (n = 30)
Media 13.7 £ 47 45+ 241
Moda 13 3

Para determinar el criterio de positividad, se realiz6
el analisis estadistico de resultados mediante tres cri-
terios: presencia de componentes, presencia de un
componente inmunogénico especifico y presencia de
una combinacién de componentes especificos.

Con el primer criterio, se obtuvo una especificidad del
100% con la presencia de 10 0 mas componentes; sin
embargo, la sensibilidad fue disminuyendo conforme au-
mentaba la cantidad de componentes, como se puede
observar en la curva ROC (Fig. 4). Previamente se ha
reportado la cantidad de componentes como un criterio
de positividad, incluso considerando como reactivo la
presencia de un solo componente®; en este estudio, se
establecié que el nimero de componentes en este caso
no podia ser un criterio suficiente para determinar sero-
positividad, debido a que la sensibilidad era muy baja.

En cuanto al criterio de la presencia de un compo-
nente especifico, se observd que el andlisis de los
componentes de 32 y 38 kDa, aun cuando mostraron
parametros de sensibilidad y especificidad de entre el
93 y el 97%, de forma independiente, tampoco podia
ser Util para determinar seropositividad.

El ultimo criterio analizado fue la existencia de com-
binaciones de componentes con una sensibilidad y una
especificidad superiores al 90% Yy que, al combinarse,
presentaron una sensibilidad y especificidad del 100%;
en este trabajo los polipéptidos de 27 y 32 kDa cum-
plieron con este criterio. Existen estudios que plantean
como criterios de positividad la presencia de un com-
ponente dentro de un grupo de 12 especificos (25, 28,
30, 32, 40, 42, 65, 70, 83, 90, 100 y > 100 kDa)*, tres
bandas de un grupo de siete especificas (14, 19, 27,
30, 34, 37 y 75 kDa)® o de al menos cinco de un grupo
de 10 (25, 30, 33, 37, 39, 45, 52, 70, 75 y 92 kDa)?.

Con base en el andlisis de los resultados de este
trabajo, se propone establecer como criterio de posi-
tividad altamente especifico para el diagnéstico de
infeccién por T. cruzi el mostrar reactividad ante los
componentes de 27 y 32 kDa. Por otro lado, el inmu-
noblot, cuando ha sido estandarizado para su empleo
con sueros humanos, es una herramienta Util para la
confirmacion diagnostica. Sin embargo, es bien sabido

1
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Tabla 5. Sensibilidad y especificidad basadas en el nuimero de componentes reactivos

Ndmero de VP FN FP VN Sensibilidad Especificidad
componentes

1 35 0 30 0 100 0

2 35 0 28 2 100 6.7
3 35 0 26 4 100 13.3
4 35 0 18 12 100 40

5 33 2 14 16 94.3 53.3
6 33 2 9 21 94.3 70

7 32 3 5 25 914 83.3
8 32 3 3 27 914 90

9 31 4 1 29 88.6 96.7
10 31 4 0 30 88.6 100*
11 27 8 0 30 771 100
12 25 10 0 30 714 100
13 20 15 0 30 57.1 100
14 15 20 0 30 429 100
15 14 21 0 30 40 100
16 11 24 0 35 314 100
17 9 26 0 35 25.7 100
18 8 27 0 35 22.9 100
19 6 29 0 35 171 100
20 6 29 0 35 171 100
21 3 32 0 35 8.6 100
22 2 33 0 35 5.7 100
23 1 34 0 35 2.9 100

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadero negativo.
*Valores maximos.

Tabla 6. Sensibilidad y especificidad basadas en la reactividad a un componente especifico

Componente (kDa) VP FN FP VN Sensibilidad Especificidad
> 250 29 6 2 28 82.9 93.3
250 25 10 5 25 71.4 83.3
140 23 12 3 27 65.7 90
75 28 7 9 21 80 70
64 26 9 2 28 74.3 93.3
38 33 2 2 28 94.3 93.3
34 33 2 8 22 94.3 73.3
32 34 1 2 28 97.1* 93.3*
27 35 0 6 24 100 80
22 22 13 6 24 62.9 80

21 26 9 1 29 74.3 96.7
18 18 17 1 29 514 96.7

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadero negativo.
*Valores maximos.
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Tabla 7. Sensibilidad y especificidad basadas en la reactividad de componentes especificos combinados

Componentes (kDa) VP FN FP VN Sensibilidad Especificidad
27y 32 35 0 0 30 100" 100*
27y 34 33 2 2 28 94.3 93.3
27y 38 33 2 1 29 94.3 96.7
32y 34 33 2 0 30 94.3 100
32y38 33 2 0 30 94.3 100
34y 38 31 4 1 29 88.6 96.7
27,32,34 33 2 0 30 94.3 100*
27,32, 38 33 2 0 30 94.3 100*
32, 34,38 31 4 0 30 88.6 100
27,32, 34, 38 31 4 0 30 88.6 100

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadero negativo.
*Valores maximos.

Especificidad
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Figura 4. Caracteristicas de la curva ROC con sueros reactivos y
NR a T. cruzi a diferente nimero de componentes.

que estos procedimientos tienen un alto costo, ademas
de ser muy laboriosos y requerir personal y equipos
especializados, lo cual dificulta su empleo con fines
masivos. Por esta razon, estos antigenos se proponen
como candidatos para ser utilizados en otros sistemas
diagnésticos del tipo Dot-ELISA o inmunocromatogra-
ficos para tiras de diagnostico rapido.
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