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RESUMEN

Existen numerosos test inmunocromatograficos A nivel comercial utilizados para el
tamizaje para la enfermedad de Chagas, sin embargo, la sensibilidad y especificidad de
estos test varian segun la region en la que se utilizan, esta observacion plantea la
necesidad de desarrollar un test inmunocromatografico adaptado a las caracteristicas de
cada region. El presente estudio fue disefiado con el objetivo principal de desarrollar un
prototipo de prueba inmunocromatografica para la deteccion cualitativa de 1gG anti T.
cruzi en suero humano. Este estudio experimental se realizé en dos etapas, en la primera
etapa se desarrollaron las tiras inmunocromatogréaficas utilizando como antigeno el
extracto soluble de epimastigotes de T. cruzi de la cepa Epsilon y en la segunda se
evalud la reactividad de las tiras inmunocromatograficas en relacién a otras técnicas
convencionales (ELISA) y no convencionales (test rapido comercial) utilizando sueros
positivos y negativos para la enfermedad de Chagas provenientes de zonas endémicas.
En relacion a los resultados obtenidos, se determind las condiciones Optimas para el
montaje y funcionamiento de la tira inmunocromatografica. A continuacion se
analizaron 202 sueros (positivos y negativos) y se observd una sensibilidad vy
especificidad del 97% y 95% respectivamente, asi como un indice Kappa de 0,92 en
relacién al método de ELISA. Asi mismo se constatd que la sensibilidad y especificidad
de nuestra prueba son comparables a otras tiras inmunocromatograficas existentes en el
mercado. Por otra parte se evalud el potencial diagndstico del prototipo desarrollado

para la deteccion simultanea de infecciones multiples.

Es necesario seguir optimizando la fase de desarrollo a fin de obtener un test
inmunocromatografico de manufactura propia y a menor costo que se adecue a las

necesidades especificas del pais.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, test de diagnostico rapido, Trypanosoma cruzi
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ABSTRACT

At commercial level, there are numerous immunochromatographic tests of desease for
Chagas used for screening. However, the sensitivity and specificity of these tests
changes according to the region in which they are used, this observation confirms the
need to develop an immunochromatographic test adapted to the characteristics of each
region. This study was designed with the primary goal of developing a prototype of
immunochromatographic test for qualitative detection of IgG anti T cruzi in human
serum. This experimental study was conducted in two stages, the first stage is the
development of immunochromatographic strips using total antigen (soluble extract) of
epimastigotes of T. cruzi from Epsilon strain. In the second stage
immunochromatographic strips was evaluated in relation to other techniques (ELISA
and a commercial rapid test) using positive and negative sera from Chagas endemic.
Regarding to results obteined, we determined the optimal conditions for constructions
an function of our immunochromatographic strips. We analyze 202 sera (positive and
negative) and observed of our a sensitivity and specificity of 97% and 95% respectively,
Kappa index of 0.92. We observed that the sensitivity and specificity of our strip is
comparable to the other tests inmunochromatographic those prevailing in the market.
On the other hand, we evaluate the diagnostic potencial of our prototype to
simultaneously detect multiple infections.

Further optimization of the develapnest stage testing is necessary to obtain a cheaper
immunochromatographic test own manufacturing and that suits the specific needs of the
country.

Keywords: Chagas disease, rapid diagnostic tests, Trypanosoma cruzi
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1-INTRODUCCION



1.1 Historia

En 1909 el cientifico brasilefio Carlos Chagas encontrd enfermos que padecian
una sintomatologia con caracteristicas Unicas, Chagas acababa de descubrir una
nueva enfermedad que mas tarde llevaria su nombre (1).Tiempo después,
descubrid que el agente causal es el Trypanosoma cruzi (T.cruzi); estudio su
ciclo evolutivo y descubrio el papel que desempefia la vinchuca como agente
vector. Chagas realizd un triple descubrimiento: una enfermedad, su agente
causal y su transmisor. Mas tarde, en la Argentina, el médico Salvador Mazza
estudio la dolencia en un gran niumero de pacientes. Sus observaciones fueron de
tanta trascendencia que a esta enfermedad se la denomina también Chagas-
Mazza (1).

El mal de Chagas-Mazza es una de las principales enfermedades parasitarias del
mundo y afecta a toda América. La enfermedad no tratada a tiempo ataca a los
organos vitales del cuerpo infectado y provoca lesiones invalidantes y un lento

deterioro que conduce a la muerte (1).

1.2 Epidemiologia de la infeccion de Chagas
La enfermedad de Chagas es la patologia parasitaria de mayor importancia en
América Latina, tanto por su morbimortalidad como por su importancia
econdmica. Se ubica como la tercera enfermedad infecciosa de importancia en la

region después del SIDA vy la tuberculosis (2-4).

Actualmente, la enfermedad de Chagas afecta de nueve a dieciséis millones de
personas y se estima en cuarenta millones el nimero de personas bajo riesgo de

contraer la infeccion (4-7).



La transmision a los humanos por vectores se produce principalmente en las
zonas endémicas de México, América Central (Belice, Costa Rica, El Salvador,
Honduras, Guatemala, Nicaragua, Panama), y Ameérica del Sur (Argentina,
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Surinam, Guyana Francesa, Paraguay, Peru,

Venezuela) (8).

Los triatominos funcionan como vectores de esta enfermedad; sin embargo, en
algunas zonas endémicas se han aplicado planes para reducir el contagio por esta
via de transmision. Uruguay, Chile, y partes de Brasil han sido certificados como
libres de transmision vectorial. A pesar de estos éxitos, la enfermedad de Chagas
aun constituye un grave problema de salud en 17 paises de América Latina,

donde un 20% de la poblacion vive en areas endémicas (8).

La enfermedad crénica de Chagas es un problema en muchos paises de América
Latina, a pesar de la aplicacion de medidas preventivas e higiénicas. El creciente
aumento del flujo migratorio ha incremetado significativamente la posibilidad de
transmision por transfusion sanguinea. La enfermedad cronica se manifiesta de
forma evidente en aproximadamente el 20-30% de los individuos infectados.
Estas estimaciones varian ampliamente dependiendo de la regién geogréfica, y la
virulencia de la cepa de T. cruzi. En muchos paises desarrollados el riesgo de
transmision a nivel transfusional se ha convertido en un problema de salud
publica importante en muchos paises, se calcula que en Estados Unidos y Espafia

viven aproximadamente 500 000 personas infectadas (8,9).

En Brasil se considera a la enfermedad de Chagas como un problema prioritario,
siendo las zonas del centro, sur, este y noroeste del pais las méas afectadas. En

ciertas zonas los pacientes presentan dafio cardiaco severo o muerte subita en



jévenes (llamada muerte del lefiador). En los estados de Minas Gerais, Sao Paulo
y Goias suele observarse, con una frecuencia significativa, megacolon y

megaesdfago (10).

En Argentina se han realizado estudios sobre la incidencia de la infeccion y se
han detectado 2.5 millones de personas infectadas y 10 millones de personas
expuestas (10-11). En Chile y Perd, el nimero de infectados rebasa a los 350 mil
y 80 mil, respectivamente. En Venezuela se estima que 4 millones de personas
estan expuestas a la infeccion (10). En Bolivia la enfermedad de Chagas afecta
principalmente a Chuquisaca (78,1%), Tarija (60,5%) y Cochabamba (46%) y
Santa Cruz tomando en cuenta que el area endémica esta entre 300-3000 metros

sobre el nivel del mar (8).

En Paraguay se ha logrado interrumpir la transmisién vectorial por Triatoma
infestans en la Regién Oriental, que es la mas poblada del pais. Aungue se han
encontrado especies nativas sin participacion demostrada en la transmision
domiciliaria actualmente se esta notificando colonizacion intradomiciliaria por
T. sordida en algunas localidades. Las dificultades operativas para erradicar la
transmision por Triatoma infesta en la region Occidental (Chaco) se han debido
por la extension del territorio, el dificil acceso y problemas relacionados con
habitos culturales propios de la poblacion indigena (11).

En nuestro pais la enfermedad de Chagas se diagnostica en forma sistematica
durante el control prenatal s6lo en zonas endémicas de los departamentos de
Cordillera y Paraguari. Se estima que se ha evaluado seroldgicamente al 70% de
las mujeres en edad fértil entre 12 y 49 afios de ambos departamentos lo cual
corresponde a 12.346 seropositivas segin datos basados en el censo de 2002

(12). Ademas, se ha disefiado al mismo tiempo una estrategia para areas rurales
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endemicas de diagndstico, tratamiento, y seguimiento control pos tratamiento de
nifios infectados congénitamente con T. cruzi. Este sistema ha permitido analizar
pasivamente 6.937 infantes de madres seropositivas desde 1998 hasta la fecha y
354 nifios infectados congénitamente han sido tratados con la droga

benznidazole (12).

1.3 El parasito

1.3.1 Morfologia y ciclo vital del T.cruzi
T.cruzi es un flagelado que se caracteriza por la presencia de un flagelo y una
Unica mitocondria en el que esta situado el cinetoplasto, unidad especializada
que contiene ADN. Pertenece a la familia Tryponosomatidae y al subgénero
Schizotrypanum. El ciclo de vida de T. cruzi es relativamente complejo, con
diferentes formas evolutivas del parésito (Figura 1), tanto en el insecto vector
(reduvidos) como en mamiferos (incluidos los seres humanos y muchas otras
especies). En todos los casos parecen estar bien adaptados a sus respectivos
entornos, lo que maximiza el potencial de transmision y de la evasion inmune,

por tanto, la supervivencia del parasito a largo plazo (8).

El T. cruzi tiene dos ciclos bioldgicos y distintas etapas morfologicas en los
mamiferos. Los tripomastigotes circulan en sangre, donde no se dividen, pero se
pueden introducir en diversos tipos de células del huésped. Una vez dentro de
una célula huésped, los tripomastigotes de T.cruzi se localizan en el citoplasma y
se transforman en una forma mas redondeada sin flagelo conocida como
amastigote. Los amastigotes son la forma de division de T.cruzi en los
mamiferos. Después de varias divisiones, dentro del citoplasma de las células

huésped, los amastigotes se convierten de nuevo en tripomastigotes y salen de la



célula huésped (4-5 dias). Estos tripomastigotes liberados, pueden infectar a
otras células a nivel local o entrar a la circulacion sanguinea e invadir las células
de otros tejidos o ser transmitidos a los insectos durante el curso de su
alimentacion. En el insecto, estos tripomastigotes se convierten rapidamente en
epimastigotes que permanecen en el intestino del insecto. En ultima instancia,
después de semanas de replicacion en el intestino, los epimastigotes se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos, una etapa similar a la forma

tripomastigotes de sangre, y son capaces de iniciar la infeccién en mamiferos

(8,13).
Anteriar Flagellum /Anterior
\ Basal
Body
Kineloplast
Pastarior Huctear f__ —— Posterior
Amastigote Promastigote
Antariar = Anteriaor
Posterior / Posteriar
Epimastigote Trypomastigote

Figura 1. Formas del T.cruzi (Wheeler R, 2006)



1.3.2. Variabilidad genética de T.cruzi

La poblacion de T. cruzi no es homogénea y estd compuesta mas bien por un
grupo de cepas que circulan tanto en el ciclo doméstico como selvatico. Dichos
ciclos involucran a seres humanos, vectores y reservorios animales del parasito.
El aislamiento y estudio de poblaciones de T. cruzi de diferentes origenes
confirmé la presencia de una amplia gama de cepas con distintas caracteristicas.
Esta variacion intraespecifica ha sido ampliamente caracterizada a nivel
biologico, teniendo en cuenta la morfologia de las formas, las curvas de
parasitemia, la virulencia, la patogenicidad y la sensibilidad a las drogas. La
composicion antigénica de la poblacion ha sido estudiada por analisis de los
componentes de la membrana celular y la distribucion de las bandas en
electroforesis (SDS-PAGE), asi como mediante la utilizacion de anticuerpos

monoclonales (14).

Las isoenzimas (diferentes formas moleculares de una misma enzima detectada
por electroforesis) estan siendo ampliamente utilizadas para clasificar a

diferentes zimodemos de T cruzi (14).

Los trabajos de epidemiologia molecular han permitido desarrollar nuevos
sistemas para agrupar cepas, en base a caracteristicas comunes de genotipos
multilocus, en unidades discretas de tipificacion (UTD). Este método ha
demostrado en forma consistente que existen seis UDTs diferentes: Tcl, Tclla,
Tcllc, Tclld y Tclle, cada uno con aspectos epidemioldgicos y evolutivos

diferentes (15).



En Paraguay se han llevado a cabo estudios sobre los genotipos circulantes en
marsupiales y triatominos silvestres, destacandose el genotipo Tcl en la
transmision (16). En cuanto a los genotipos circulantes en humanos y ejemplares
de T. infestans de regiones endémicas, se ha encontrando el sub-linaje Tclld en

ambas poblaciones (17).

1.3.3 Mecanismo de transmision
El mecanismo de transmision vectorial se produce por contacto de las heces
infectadas del Triatominos en la piel abierta 0 mucosas. Generalmente esto ocurre
en forma mecénica al rascarse después de la picadura del insecto. El periodo de
incubacion es de 4 a 15 dias. La transmision no vectorial implica otras formas de
infeccion como transfusion sanguinea, transmision transplacentaria, trasplante de

organos, etc (8,13).

1.3.4 Aspectos clinicos

Las formas clinicas mas conocidas de la enfermedad de Chagas o
trypanosomiasis americana son la forma aguda, crénica, portador y congénita.

La fase aguda se hace evidente después de las primeras semanas de la infeccién
con el parésito y se caracteriza por la aparicion de un cuadro febril y la presencia
0 no del chagoma de inoculacion como nédulo o Ulcera, generalmente en cara o
miembros superiores. Ocasionalmente se observan el signo de Romaiia, que
consiste en edema bipalpebral unilateral y ganglio preauricular aumentado en
volumen, sintomas cardiacos, alteraciones electrocardiograficas e insuficiencia
cardiaca secundaria. Menos frecuentes son las manifestaciones en otros 6rganos.
En esta fase son abundantes los trypomastigotes en sangre y los amastigotes en

tejido (18).



La fase cronica se evidencia después de meses o afios de ocurrido el ingreso del
parasito, las manifestaciones mas frecuentes son de naturaleza cardiaca
(insuficiencia cardiaca), nerviosa y digestiva (megaesofago, megacolon). En esta
fase son escasos los trypomastigotes en sangre y amastigotes en tejidos (18).

La forma indeterminada o de portador se trata de personas, aparentemente sanas,
en las que la inoculacion del parasito y los sintomas de las formas agudas o
cronicas no son manifestadas por el portador del parésito. La situacion del
portador se evidencia, generalmente, cuando la persona desea donar sangre y el
tamizaje demuestra serologia positiva para T. cruzi. Un portador puede ser
asintomatico toda la vida o presentar manifestaciones clinicas ain después de
muchos afios de haberse infectado. En esta forma, son muy escasos los
trypomastigotes en sangre y amastigotes en tejidos (18).

La reactivacion durante la etapa crénica de la enfermedad resulta infrecuente,
pero puede ocurrir en pacientes inmunocomprometidos. En sujetos con
enfermedad producida por el virus de la inmunodeficiencia humana VIH/SIDA
avanzada puede presentarse como una meningoencefalitis difusa o como una
lesion de la masa cerebral ocupante, que resulta indistinguible, clinicamente o a
través de las neuroimagenes de otros procesos infecciosos o neoplasicos que
pueden comprometer el sistema nervioso central (SNC) de estos pacientes
(19,20).

La forma congénita corresponde a nifios que nacen infectados por pasaje del
parasito a través de la placenta materna. Se trata de nifios prematuros que
presentan generalmente hepatoesplenomegalia con gran cantidad de

trypomastigotes en sangre y amastigotes en tejidos (18).



1.3.5 Diagnostico de la enfermedad de Chagas

El diagndstico serologico de la enfermedad de Chagas se realiza generalmente a
través de diferentes métodos comerciales que incorporan proteinas
recombinantes, al parasito entero o incluso mezclas de complejos antigénicos
citoplasmaticos. Debido a la ausencia de una estandar de oro para el diagnostico
de la enfermedad es preciso realizar mas de un método de diagnostico de
principios diferentes. Todos los paises que estan afectados por la
trypanosomiasis americana necesitan  efectuar tamizajes  serologicos
poblacionales con el objeto de seleccionar donantes seronegativos e identificar
embarazadas y nifios menores de 15 para tratamiento médico. Sin embargo estos
métodos no siempre ofrecen las facilidades técnicas ni de infraestructura como
para aplicarlas en el campo (21)

Esto ha puesto en evidencia la necesidad de cambio en la estrategia de
diagnostico serologico de la infeccion por T. cruzi, lo cual puede llevar a cabo
mediante la  implementacion de pruebas de diagnostico rapido
(Inmunocromatografia), asegurando un diagndstico efectivo y simple en el
campo. Los resultados obtenidos en estudios previos demostraron que la
Inmunocromatografia resulta ideal como método de tamizaje para la vigilancia y

los programas de intervencion de la enfermedad de Chagas (7,9, 21,22).

Por la razones arribas expuestas, queda demostrada la necesidad de desarrollar
métodos que de alta sensibilidad realizando un primer tamizaje seroldgico en los
puestos de salud, disminuyendo asi la perdida de pacientes por falta de

diagnostico.
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1.4 Diagnostico seroldgico, generalidades

Es esencial comprender conceptos basicos sobre métodos seroldgicos como
antecedente al desarrollo de la técnica objeto del presente trabajo, tanto los
fundamentos como ventajas y desventajas de estos métodos se describen a

continuacion.

1.4.1. Serologia
La serologia es una disciplina basada en la deteccién de anticuerpos especificos
contra un determinado microorganismo. Los anticuerpos pueden ser detectados y
cuantificados de muchas maneras. No todos los métodos detectan los mismos
tipos de anticuerpos, ni con la misma sensibilidad, de modo que a veces es
necesario aplicar mas de un método para cubrir el conjunto de posibilidades.
Una prueba seroldgica ideal seria la que fuera rapida, barata, y facil de realizar
en una sola fase, no requiriera equipamiento especial ni refrigeracion de los
reactivos y tuviera una elevada sensibilidad y especificidad. Para que las
probabilidades de éxito en el diagnostico seroldgico se acerquen a la certeza es
imprescindible seleccionar adecuadamente el método a emplear, el momento de

la toma de muestra y, asimismo, interpretar adecuadamente los resultados (21).

1.4.2 Pruebas de diagndstico seroldgico convencionales y no convencionales
Las pruebas de diagndstico serologico en general se clasifican en pruebas
convencionales y no convencionales. Entre las convencionales se encuentran la
hemaglutinacion indirecta (HAI), la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el

ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Esta ultima cuenta con muchas ventajas
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operativas de automatizacion y de registro e interpretacion de los resultados,

ademas de ofrecer una alta sensibilidad y especificidad (21).

Las pruebas no convencionales son conocidas también como "pruebas rapidas"
de muy fécil ejecucidén e interpretacion, presenta la ventaja de poder realizarse
en el campo debido a que no requieren equipamiento especial. La mas conocida
y evaluada es la Inmunocromatografia, que se caracteriza por su bajo costo y
facil ejecucion, por lo que esta especialmente indicada como prueba de tamizaje,
siempre y cuando presente valores de especificidad y sensibilidad aceptables

(21,23).

Los sistemas inmunocromatograficos son sistemas rapidos, basados en la captura
inmunoldgica de un coloide coloreado durante su paso a través de una
membrana sobre la cual ha sido inmovilizado un anticuerpo (o un antigeno). Las
principales caracteristicas de estos sistemas son (23):

e Rapido: basta afadir la muestra al sistema y esperar entre 5y 20

minutos.

e Sencillo: no requiere ningun instrumental de laboratorio complicado.

e Facil de interpretar: aparece una linea indicando si el sistema es

positivo 0 no.

e Fiable: lleva incorporada una linea de control cuya aparicion verifica el

correcto funcionamiento del ensayo

De facil ejecucidon: puede ser realizado por personal no especializado.
La Inmunocromatografia es una técnica que permite visualizar la reaccion

antigeno-anticuerpo por la acumulacion de oro coloidal o latex en zonas
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especificas de la membrana de nitrocelulosa donde previamente se han fijado
anticuerpos o antigenos de captura (24).

Teniendo en cuenta las potencialidades del uso de oro coloidal para marcaje de
proteinas, este ha tenido un gran desarrollo en los Gltimos afios. Las particulas se
pueden fabricar en diferentes tamarios, desde 2-3 nm hasta 150 nm y se adsorben
a todo tipo de proteinas formando complejos muy estables que permitan que
conserven sus propiedades y su actividad biologica (25-26).

Los componentes principales de una tira inmunocromatogréafica se muestra en el
esquema de la Figura 2. Cada determinacion esta compuesta por una tira de
nitrocelulosa (NC), con una porosidad que permite el flujo lateral de sustancias,
la cual se encuentra adherida a una superficie de plastico que le confiere rigidez,
la tira puede estar contenida o no dentro de un casete de plastico. La NC puede
ser sensibilizada en una primera linea (zona de captura) con anticuerpo, en el
caso de que se pretenda detectar un antigeno en la muestra o con un antigeno, si
se pretende detectar anticuerpos. La segunda linea (zona de control) se
sensibiliza con un reactivo de control capaz de unir al exceso de conjugado de
oro coloidal. La membrana de NC se pone en contacto por el extremo mas
cercano a la linea de captura con la almohadilla de muestra 0 una membrana
capturadora de eritrocitos si se utiliza como muestra sangre total. A continuacion
se encuentra una membrana de fibra de vidrio donde se deposita el conjugado de
oro coloidal, que puede estar compuesto por anticuerpos-oro coloidal para la
deteccién de antigenos o conjugado de antigeno-oro coloidal si es para la
deteccion de anticuerpos. En el extremo superior de la NC se localiza un

material absorbente o mecha, que facilita la migracion de la muestra (27).
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Cuando se adiciona una muestra de sangre o suero en la almohadilla de muestra,
esta se pone en contacto con la membrana. En el caso de utilizar sangre total, los
eritrocitos son capturados por un filtro y la parte liquida de la sangre continda su
migracion produciendo la solubilizacion del conjugado. Si la muestra de sangre
tiene anticuerpos o antigenos, segun sea el caso, estos reaccionan con las
inmunoglobulinas  conjugadas con las particulas de oro formando
inmunocomplejos que migran a través de la NC originandose asi la fase mavil
del sistema. En presencia del analito en la muestra de sangre, el reactivo fijado
en la zona de captura reacciona con el conjugado unido al analito, formando una
linea coloreada. Al mismo tiempo el exceso de conjugado, no atrapado en la
zona de captura, continla migrando y es atrapado por un reactivo fijado en la
zona control capaz de reaccionar con el conjugado de oro coloidal, formandose
una segunda linea horizontal coloreada como demostracion de que los reactivos
han funcionado correctamente. La linea de control se forma tanto con las
muestras positivas, como con las muestras negativas. El ensayo no se considera

valido si esta linea no aparece (27).
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Figura 2 Esquema general de los principales componentes de wuna tira
inmunocromatografica para la deteccion de antigeno o anticuerpo en la muestra
estudiada.

En la mayoria de las pruebas de diagndstico rapido se utilizan antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos. De hecho, la mayoria de las pruebas
inmunocromatogréficas disponibles en el mercado estan preparadas con
antigenos recombinantes. Sin embargo, utilizar un antigeno recombinante o un
péptido para aumentar la especificidad no siempre proporciona los resultados
esperados (21,23). Actualmente se recomienda la utilizacion de mezclas de
recombinantes con el objeto de incrementar la sensibilidad sin resentir la
especificidad (23). Recientemente, se ha preconizado la estrategia el empleo de
antigenos totales en las pruebas de tamizaje y metodologia recombinante para la
confirmacion, aunque esta estrategia todavia no esta protocolizada (21,23)

Los test inmunocromatogréaficos pueden ser clasificados de acuerdo al sistema
de migracion o el tipo de reaccion. En cuanto a la forma de migracion pueden

ser vertical u horizontal (Figura-3).
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Figura 3 Esquema general de la clasificacion test inmunocromatogréaficos segun tipo de
migracion: A) Vertical, la tira es sumergida en la muestra para la reaccion. B)
Horizontal, la muestra es adicionada directamente a la almohadilla de muestra por
medio de una pipeta

Segun el tipo de reaccion, los dos enfoques predominantes para las pruebas son
el no competitivo (o directa) y el competitivo (o inhibicion competitiva) (Figura
4). El esquema de reaccion competitiva se usa con mas frecuencia cuando se
prueba moléculas pequefias con determinantes antigénicos Unicos, que no
pueden unirse a dos anticuerpos simultaneamente. ES importante prestar
atencion a la cantidad de anticuerpo unido a las microesferas, en relacién con la
cantidad de antigeno libre en la muestra. Si la muestra no contiene un exceso de

antigeno libre, solo algunas de las microesferas se uniran a la zona de captura,

('sefial débil ) y daran un resultado ambiguo (24-31).

El formato de doble sandwich de anticuerpos se utiliza en las pruebas para
analitos de mayor tamafio con sitios antigénicos multiples. Algunos ejemplos
mas conocidos son para la deteccion de LH, BhCG, y VIH. Algunas de las
microesferas no se unirdn a la linea de captura y continuaran migrando hacia la
linea del segundo anticuerpo inmovilizado, la linea de control (25-31)
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Figura 4 Clasificacion de los test inmunocromatograficos segun el tipo de reaccion A)
No competitivo: el antigeno o anticuerpo a ser detectado es capturado en la zona del test
B) Competitivo: el metabolito detectado en la muestra es capturado por el conjugado, no
en la zona de captura.

Existes nuevas tendencias para detectar mas de una patologia a la vez utilizando
el esquema tradicional de los test rapidos o realizando algunas modificaciones
para aumentar la sefial de reaccion. Inicialmente se han desarrollado diversos
test maltiples para detectar drogas, metabolitos en alimentos y enfermedades
como el HIV. Para esta enfermedad se ha desarrollado pruebas rapidas con
variaciones en el disefio tradicional para la deteccion simultanea de agentes
patdgenos asociados a otras enfermedades infecciosas tales como
Mycobacterium tuberculosis (TB) y el virus de la hepatitis C (VHC), que estan
consideradas como enfermedades oportunistas en pacientes HIV/SIDA (32). En

la figura 5 se observa el esquema utilizado para este test rapido (33).
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Figura 5. Test rapido para pacientes con HIV/SIDA. Se observa la deteccién simultanea
de tres enfermedades como TB, HCV y HIV. Este esquema esta disefiado para el
tamizaje en la poblacién especialmente en zonas rurales (Corstjens et al 2007)

1.4.3 Utilidad del test inmunocromatografico

Las pruebas no convencionales tienen gran relevancia en su utilizacion siempre
que los reactivos comerciales presenten calidad validada y acreditada. Por lo
tanto, es importante contar con programas de control de calidad y
procedimientos estandarizados (32).

En el &rea de la salud se han llevado a cabo numerosos estudios con el fin de
validar la utilidad de las pruebas inmunocromatograficas para el diagnostico de
diferentes infecciones, los resultados obtenidos han reportado variabilidad en
cuanto a la sensibilidad y especificidad de un mismo test aplicado en diferentes
regiones, especialmente para la enfermedad de Chagas, debido a la alta
variabilidad genética de este parasito (9,21, 33,34).

En la actualidad, la técnica de la inmunocromatografia es ampliamente utilizada
en el diagnostico rapido, a travées de la deteccion de antigenos o anticuerpos en
diversos liquidos biologicos, de varias enfermedades, como es el caso de las
infecciones por Streptococcus B-hemolitico, Chlamydia spp, virus de la hepatitis,

Plasmodium spp, parasitosis por T.cruzi, T.gondii, G.lamblia entre otras (35-42).
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Esta prueba se utiliza no sélo para diagnosticar enfermedades sino también para
la deteccion de metabolitos como hormonas, enterotoxinas (alimentos),
medicamentos, sustancias téxicas y drogas de abuso demostrando &ptimos
resultados (35,43-46).

En cuanto al diagndstico prenatal, toda mujer en edad fértil y sobre todo las
embarazadas deben conocer su estado de salud en relacion a las enfermedades de
transmision congénita y recibir informacion sobre tratamientos para disminuir la
tasa de transmision durante el embarazo. En el caso de enfermedades como la
hepatitis B y rubéola es importante su deteccidén en mujeres de edad fertil con el
fin de vacunar a aquellas mujeres que no hayan tenido la infeccion. De igual
manera es importante saber si la paciente ha adquirido toxoplasmosis antes del
embarazo y en caso contrario instruirla para en la prevencion de la infeccion
para evitar los efectos de la transmisidn congénita. Asi mismo se debe investigar
la presencia de enfermedades de transmision sexual (sifilis, gonorrea, etc),
enfermedad de Chagas, infeccion por citomegalovirus, asi como infecciones
odontoldgicas que deban ser tratadas (35)

Para todas estas enfermedades existen de manera independiente test de
diagnosticos convencionales, cuya aplicacion en zonas rurales se ve dificultada
por la escasa accesibilidad al diagnostico prenatal en todas estas enfermedades.
Actualmente los tests inmunocromatograficos resultan Utiles en dichas aéreas en
el tamizaje seroldgico de la poblacion rural, pero se presentan dificultades en la
obtencion de la bateria completa para todas las enfermedades mencionadas. Por
este motivo actualmente existe una fuerte tendencia hacia el desarrollo de
pruebas inmunocromatogréaficas para la deteccion de varias enfermedades a la

vez (36).
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1.5 Desarrollo de una prueba inmunocromatografica
Para el desarrollo de un producto como es el caso de un test de diagnostico, se
debe cumplir ciertos pasos antes de proceder a su fabricacion vy
comercializacion.
Fases para el desarrollo de un producto comercial
Fase 0: propuesta del producto
Fase 1: factibilidad
Fase 2: disefio y verificacion
Fase 3: validacion
Fase 4: fabricacion y comercializacion del producto (22).
Teniendo en cuenta las fases para el desarrollo de un producto, en el presente
trabajo se propuso como fase 0, estimular la innovacion tecnoldgica en el pais
mediante el desarrollo de un método rapido, aplicable y accesible para la salud
publica y de produccion nacional. En la fase 1 el desarrollo del prototipo esta
justificado por el conocimiento y experiencia del laboratorio en el desarrollo de
pruebas diagnosticas.
El presente trabajo centra en la fase 2, es decir en el disefio y verificacion de un
prototipo de prueba inmunocromatogréfica para la deteccion cualitativa de 1gG
anti-T.cruzi que en el futuro pueda emplearse para producir test multiples para la
deteccion simultanea de dos o mas enfermedades. En el presente trabajo se
disefio y evalud un test para la deteccion simultanea de 1gG anti T.cruzi y

Toxoplasma gondii (T.gondii) en suero humano.
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La seleccion de esta parasitosis se debid a la importancia de ambas
enfermedades para la mujer embarazada y a la disponibilidad de ambos
antigenos.

A diferencia de la mayoria de las pruebas rapidas para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas y Toxoplasmosis existentes en el mercado, en el
prototipo desarrollado se utilizo extracto soluble del antigeno total en lugar de
antigeno recombinante para la deteccion de anticuerpos (6). Pensamos que la
utilizacion de antigeno total permitird incrementar la sensibilidad del test, tal
como comprobamos en el método ELISA y esto podria ser de gran utilidad para
el tamizaje seroldgico de estas enfermedades (7, 45,46).

En una segunda fase, el prototipo desarrollado podria ser validado en el campo
en servicios rurales de zonas endémicas. En caso de éxito, se procedera a la fase
3 y 4 en la fabricacion de pruebas inmunocromatograficas para ser

comercializadas a nivel nacional (45-49).

1.6 Justificacion
Importancia de elaboracion de un test no convencional de mayor

sensibilidad y especificidad

El objetivo principal de este proyecto de innovacion tecnologica es el
desarrollo de un producto robusto, de elevada sensibilidad y especificidad,
capaz de competir en calidad y precio con productos similares que se ofrecen
actualmente en el mercado.

En nuestro pais no existen precedentes en el desarrollo de pruebas
inmunocromatograficas por lo que este trabajo pretende contribuir a la

innovacion tecnologica. El desarrollo de esta tecnologia nos permitiria aplicar
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la técnica de la Inmunocromatografia para el diagnostico de diversas
enfermedades infecciosas de importancia en salud puablica, tales como sifilis,
toxoplasmaosis, citomegalovirus, hepatitis, rotavirus, parasitosis intestinales y
otras enfermedades de interés nacional, pudiendo incluso utilizarse para el
diagnostico simultaneo de varias enfermedades.

La implementacion de la prueba inmunocromatogréafica para la deteccion de la
infeccion con T. cruzi Yy otras enfermedades de transmision congénita, seria de
radical importancia para la prevencion en nuestro pais. Esta propuesta de
diagnostico rapido y con resultados en menos de 30 minutos, permitiria que las
mujeres embarazadas puedan ser detectadas y reciban consejeria acerca de la
implicancia de la infeccion para el recién nacido y la necesidad de retornar para

controles posteriores.
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2-OBJETIVOS
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2.1 Objetivo General
Desarrollar y evaluar un prototipo de prueba inmunocromatografica para la deteccion

cualitativa de IgG anti Trypanosoma cruzi en suero humano.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Disefiar una prueba de inmunocromatografia para el diagnostico de la enfermedad

de Chagas.

2.2.2 Determinar la sensibilidad y especificidad del prototipo desarrollado para la

deteccion de 1gG anti T. cruzi en suero humano

2.2.3 Determinar la estabilidad del prototipo desarrollado

2.2.4 Comparar la utilidad diagndstica del prototipo desarrollado con relacion a otras

pruebas convencionales y no convencionales.

2.2.5 Evaluar la utilidad diagndstica del prototipo desarrollado para la deteccion

simultanea de IgG anti Tripanosoma cruzi y Toxoplasma gondii en suero humano.
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3-MATERIALES Y METODOS
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3.1 Disefio del estudio

El trabajo fue experimental, en cada etapa se realizaron pruebas preliminares para la

construccidn, estandarizacion y evaluacion del prototipo.

3.2. Flujograma de trabajo disefiado

El desarrollo y puesta a punto del trabajo se llevd a cabo en dos etapas, la primera se

centr6 en la preparacion de los componentes de la tira y el montaje del prototipo

inmunocromatogréfico. En la segunda etapa se comparo el prototipo desarrollado con

otros métodos seroldgicos para la deteccion de la enfermedad de Chagas y se comprobd

la efectividad del prototipo para el diagnostico simultaneo de infecciones mdaltiples. En

la figura 6 se detalla el el flujograma de reaccion.

Primera Etapa
Disefio del Prototipo

Evaluacion del prototipo

Segunda Etapa

Preparacion del oro
coloidal

Preparacion del
conjugado

Preparacion del
antigeno

Comparacion con el método de
ELISA.Determinacion de la sensibilidad y
especificidad

Comparacion con un test inmunocromato

-grafico comercial. Determincacion del indice
kappa

Estabilidad del prototipo por degradacion
térmica

Montaje de las tiras
- inmunocromato

-graficas

Disefio y comprobacion del prototipo para
infecciones multiples

Figura 6 Etapas para el desarrollo y evaluacion del prototipo
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3.3 Primera Etapa: Disefio del prototipo

3.3.1. Seleccion de muestras:
En la primera etapa se utilizaron para las pruebas dos sueros controles, uno positivos y
otro negativo para Chagas, ambos fueron analizados por dos métodos serologicos

ELISA e IFI

3.3.1. Disefio y construccion del prototipo para una prueba de
inmunocromatografia

Se disefid un prototipo de tira inmunocromatografica de flujo vertical no competitivo
para deteccion de IgG humana anti T.cruzi. Se utiliz6 una membrana de nitrocelulosa en
la cual se sembré en la zona de captura antigeno crudo de T.cruzi y en la zona control

IgG humana. En la Figura 7 se observa los componentes del prototipo desarrollado.

Membrana ¢'

absorbente

Zona control
0] =>
0 IgG humana

IO =" Zona de captura

Membrana Agaudode
nitrocehulosa Toud

e

Almohadilla de
muestra

Figura 7 Esquema del prototipo no competitivo y de migracion vertical disefiado en el
laboratorio.

A continuacion se describe los pasos seguidos en la preparacion de los reactivos

necesarios para el montaje de las tiras inmunocromatograficas.
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3.3.2. Preparacion del oro coloidal

El tamafio de las particulas de oro coloidal se prepard de acuerdo al método descrito por
Grabar et al en 1995(49). Para obtener particulas de oro coloidal con un diametro de 20
nm se pesd 0,02 g (0.01%) del acido cloro adrico (Sigma-Aldrich-USA) y se disolvid en
200 mL de agua del Milli-Q. La mezcla se mantuvo en agitacion constante y se calentd
a ebullicion. A continuacién se agrego6 3,6 ml de citrato de sodio 1% (Sigma-Aldrich-
USA) disuelto en agua de Milli-Q y se verifico el cambio de color pasando por amarillo,
negro ,violeta y finalmente rojo vino a partir de los 2 min. La mezcla se calentd durante
5 min mas para completar el proceso de reduccion y se enfrio gradualmente durante 25-
30 min en agitacion constante. Se midi6 el pH final y se almacen6 a 4°C hasta la
conjugacion con la IgG de cabra anti humana (50,51).

Control de calidad del oro coloidal

La calidad del oro coloidal preparado se verific6 mediante microscopia electrénica y

espectrofotometria (38,39 ,50).

3.3.3. Caracterizacion por microscopia electrénica

Se enviaron muestras del oro coloidal preparado al departamento de Microscopia
Electrénica de la Escuela Superior de Agricultura Luis de Quiroz (Esalg) de la
Universidad de San Pablo —Brasil (USP), con el fin de determinar el tamafio y la
distribucion de las particulas de oro coloidal. Como control se incluyé una muestra de
un oro coloidal comercial (Sigma-Aldrich, EEUU). Las muestras se analizaron con un
microscopio electrénico (JEOL 1011) empleando una aceleracion de voltaje de 80 kv y

magnificacion mayor a 66000x (38,39).

3.3.4. Caracterizacion del oro coloidal por espectrofotometria
Se realiz6 un barrido a diferentes longitudes de onda (200-700 nm) utilizando un el
espectrofotometro UV/visible (Optima SP3000 plus—Corea) para determinar el pico
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maximo de absorbancia. Si la formacion del coloide es la adecuada, dependiendo de la
concentracion y el tamafio del oro, se debe observar un pico de absorbancia entre 520-

535 nm con una densidad Optica aproximada de 0,9 (52-54).

3.3.5. Evaluacién de la reactividad de la 1gG anti humano de cabra contra la 1gG
humana por el método de inmunodifusién radial

El método de inmunodifusion doble Ouchterlony se utilizé con el fin de seleccionar el e
lote de la 1gG anti-humano con mayor reactividad. Para el efecto se evalu6 la reaccion
antigeno-anticuerpo mediante la formacion de un inmunoprecipitado en un gel de
agarosa (Agar Difco-EEUU) al 1,5 %. Se dejo difundir 5uL de 1gG anti humano de
cabra de diluciones diluciones (de 1/1 a 1/32 con solucion fisioldgica en los pocillos)
alrededor de la 1IgG humana purificada durante 48 horas y se utiliz6 solucion colorante
de proteina con coomasie blue. Se observé la formacion del inmunocomplejo por la
aparicion de una delgada linea blanca, se utilizd un transiluminador de luz blanca

(Fujicolor light box 100v 8W-Japon) para observar el reconocimiento de antigenos (47).

3.3.6. Preparacion de antigeno de T.cruzi cepa Epsilon (Y)

Para la preparacion del antigeno total (fraccidn soluble) se utilizaron epimastigotes de
T.cruzi cepa Epsilon () obtenidas a partir de un cultivo de dos semanas de crecimiento
en medio LIT (Liver Infusion Tryptose) adicionando con suero fetal bovino (SFB) al
10%. El cultivo se realiz6 agregando el doble de volumen de medio LIT-SFB 10% cada
48 hs hasta completar 200 mL de volumen final. Los parasitos se mantuvieron en estufa
(Irayama, Japon) a 27-28°C durante su crecimiento. El crecimiento de los paréasitos se
controld con un microscopio Optico de inversion (Olympus—Japon) empleando un
aumento de 20x. La cinética de crecimiento se realizé contabilizando los parasitos con
ayuda de una camara de Newbauer. Este procedimiento se realizd hasta obtener una

cantidad igual o mayor a 1x10 parésitos por mL.
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El cultivo de epimastigotes se lavd tres veces con solucién fisiologica estéril y el pellet
se resuspendié en 5mL de la misma solucion. La suspension del parasito se sonico
(Branson Sonifier 450 analogico) en frio (seis ciclos de un minuto) y la fraccién soluble
se separ0 por centrifugacion a 3500 rpm durante 20 minutos a 4°C. La concentracion de
proteinas se determino por el método de Lowry (55). Se afiadio un inhibidor de proteasa
(Aprotinin, Sigma-Aldrich, EEUU) y se almacend en viales de 1mL a -20°C hasta su

utilizacion (56).

3.3.7. Determinacion de las condiciones 6ptimas para la conjugacién 1gG de cabra
anti-humano con oro coloidal.

Antes de la conjugacion con el oro coloidal se determind la concentracion dptima del
anticuerpo y el pH 6ptimo del oro coloidal para la preparacion del conjugado. Se siguio
el método descrito por Beesley (57) con algunas modificaciones. La menor cantidad de
proteina necesaria para proteger la solucion de oro coloidal de la floculacion en
presencia de sales se denomina: “minima cantidad protectora”. Después de agregar
cloruro de sodio al 10%, la floculacion fue vista por el cambio de color rojo (coloide
protegido) a color azul (coloide no protegido). La lectura de la placa de micro titulacion

fue realizada a 540-620 nm en el lector de placa (Awareness Technology Inc EEUU).

3.3.7.1. Determinacion de la concentracién optima del anticuerpo

Se mezcld 10 pL del IgG de cabra anti-humano (Produccion Bioquimica, IICS-UNA) a
diferentes concentraciones (25 a 200 pg/mL) con 100 uL de oro coloidal a pH 7,5. Se
incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se afiadié 10 pL de
NaCl al 10% (desestabilizador) y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Se midié las diferencias de absorbancia entre 540-620 nm, en el lector de placas y se
construyé una curva representando la diferencia de la absorbancia entre ambas

longitudes de onda. Se determind la concentracion minima del anticuerpo que cubre la
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superficie de las particulas de oro y las estabiliza, inhibiendo la formacion de agregados.
Para la preparacion del conjugado se utilizd una concentracién de anticuerpo 50%

mayor que la minima cantidad protectora (57).

3.3.7.2 Determinacién del pH 6ptimo del oro coloidal

Se mezcld 10 pL de la IgG de cabra anti-humano (150 pg/ml) con 100 pL de oro
coloidal a diferentes pH (6 a 10). Se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Luego se afiadié 10 pL de NaCl al 10% (desestabilizador) y se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 540- 620 nm, en el lector de
placas y se construyé una curva representando la diferencia de la absorbancia entre
ambas longitudes de onda. Se consider6 como Optimo el pH ligeramente alcalino que

estabiliza el oro coloidal inhibiendo la formacion de agregados (cambio el color) (57).

3.3.8 Conjugacion del oro coloidal con IgG de cabra anti humano.

Para la conjugacién se utilizd el oro coloidal de pH déptimo y la IgG de cabra anti
humana a la concentracion previamente determinada mediante la prueba de floculacion
(apartados 3.4.5.1 y 3.4.5.2). La conjugacion se realizé mezclando 100 pL de la IgG de
cabra anti humano a concentracion 6ptima con 1000 pL de oro coloidal (pH 6ptimo). Se
incubd en agitacion suave durante una hora a temperatura ambiente. Luego se bloque6

con tampdn fosfato BSA 10% pH 7,6 y se incubd durante 30 minutos en agitacion.

A continuacién se centrifugd a 14000 rpm durante 30 minutos a 4 °C en una micro
centrifuga refrigerada (Kubota KR-1500-- Japon). Se eliminO el sobrenadante y se
reconstituyo el pellet con tampdn fosfato BSA 1% pH 7,6 y se centrifugo a 14000 rpm
durante 30 minutos a 4°C. En el dltimo centrifugado se elimind completamente el
sobrenadante y se ajusté el volumen a 50 pL con el tampdn fosfato-BSA 1% pH 7,6. El

conjugado se almacen6 a 4°C protegido de la luz (38, 39 ,50,54).
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3.3.8.1 Verificacion del desplazamiento del pico de absorbancia

Cuando el oro coloidal se conjuga con la IgG anti humano de cabra se observa un
desplazamiento del pico maximo de absorbancia. Con el objeto de constatar la correcta
preparacion del conjugado se utilizé el espectrofotdmetro UV/visible (Optima SP3000
plus—Corea) para realizar una curva de absorbancia (520-530nm) (34). Con las
siguientes muestras: oro coloidal sin conjugar, y mezcla de oro coloidal conjugado. De
acuerdo a la bibliografia, se debe observar ademas un pico a 280 nm, debido a los
residuos de tirosina y triptéfano del anticuerpo en la mezcla oro coloidal-anticuerpo que

disminuye después de la conjugacién (38).

3.3.8.2 Reactividad del conjugado con la 1gG humana

Se realizaron diferentes diluciones de la IgG humana purificada (Produccion
Bioguimica. I1ICS-UNA) a partir de 0,5 mg/mL hasta una dilucién 1/16. Se utilizaron
para la prueba membranas de nitrato de celulosa de 0,45 um de porosidad y 13 mm de
didmetro (Advantec-Japon). En el centro de dichas membranas se sembré 3pL de cada
dilucion y se secd en estufa a 37°C durante 15 min. Las membranas se bloquearon a
temperatura ambiente con 500 pL de PBS-BSA 3% pH 7,6, durante 30 min en agitacion
suave. Se lavo con PBS pH 7,6 durante 5 min. Las membranas se secaron en estufa a
37°C durante 10 min y se incubaron las membranas con 200 pL de conjugado dilucion
1/20 durante 20 a 30 min en agitacién suave. Se lavo con 500 pL de agua destilada y se
secO a temperatura ambiente. Se consider6 como positiva la aparicion de una sefial de
color rojo en el centro de la membrana. El control positivo de la reaccion fue el
conjugado de oro coloidal-proteina A (proteina de alta afinidad a la IgG humana) y

como control negativo se sembro6 en la membrana PBS (47,58).
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3.3.8.3 Prueba de reactividad del conjugado con suero humano

La eficacia del conjugado se evalud por la técnica del Inmunodot (58,59). Se utilizaron
sueros humanos positivos y negativos para la enfermedad de Chagas, previamente
testados por el método de ELISA (Chagas test IICS-UNA, Paraguay) asi como por otros
métodos seroldgicos. Se sembraron diferentes diluciones de antigeno (1/1 a 1/8) en
membranas de nitrato de celulosa de 0,45 pm de porosidad y 13 mm de diametro
(Avanted, Japdn). Se incubd con distintas diluciones de los sueros humanos positivos y
negativos para T.cruzi (1/25 a 1/400). Posteriormente se lavo con PBS y se incubé con
el conjugado oro coloidal-1gG anti humano (dilucion 1/20). Se consider6 como reaccién

positiva la aparicién de puntos rojos después de 10 minutos (Figura 8).

Inmunodot

Suero humano
confugado IgG anti humano-oro coloidal

<

%

Positivo Negativo

Figura 8 Prueba de reactividad del conjugado. En la reaccién con los sueros positivos se
observa un punto rojo en el centro de la membrana y con los sueros negativos no se observa

color.

3.3.9. Montaje de la tira inmunocromatografica
La membrana utilizada para las pruebas fue la HF120 mMC100 (Millipore-EEUU). Se
activo durante 10 min con agua de Milli Q y 30 min con PBS pH 7,5. Se secé durante 3

horas a 37°C y se guardd a 4°C hasta su utilizacion (54,60).
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La inmovilizacion del anticuerpo y el antigeno en la superficie de la membrana se
realizd por adsorcion fisica. Se aplicaron con pipetas automaticas 1-3 pL de IgG
humana (Img/mL) y 1-3 pL de T.cruzi (9,5mg/mL) a diferentes diluciones 1/1 (9,5ug
/uL), 1/2 (4,75 pg/uL) ,1/4 (2,37 pg/ul), 1/8 (1,18 pg/pL). La membrana se seco a
37°C durante 1 hora, antes del bloqueo con PBS-Tween 0,05%, leche descremada al 3%
durante 30 minutos. Posteriormente se lavd 2 veces con PBS-Tween 0,05% durante 5
minutos. La membrana se secd a 37°C durante 3 horas y posterior a esto se pego en el
extremo superior una membrana de celulosa (absorbente). Las membranas fueron
cortadas manualmente con las siguientes dimensiones siguientes dimensiones; 0,5 cm
de ancho y 4,5 cm de largo. Las tiras se almacenaron en tubos con desecantes a 4°C

hasta su utilizacion (Figura 9) (54).
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Figura 9 Dimensiones de la tira inmunocromatografica. Se observan el largo y el ancho de la
inmunocromatogréfica, asi como la distancia entre la zona control y la zona de captura.

3.3.9.1 Determinacion de las condiciones optimas para la utilizacion del prototipo
del prototipo disefiado
Para determinar las condiciones de reaccion se llevaron a cabo varias pruebas

preliminares que se describen a continuacion.
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3.3.9.2 Prueba de movilidad en la tira inmunocromatografica

Con el objeto de verificar la migracion a lo largo de la membrana, asi como la
reactividad en la linea control (IgG humano) se realizd la prueba de movilidad
empleando 50 pL del conjugado IgG anti-humano de cabra—oro coloidal (dilucién 1/20)
y un conjugado comercial para la verificacion de la migracion a través de la membrana
y la reactividad en la linea control (IgG humana). Como control se utiliz6 un conjugado

comercial.

3.3.9.3 Eleccidn de la estrategia de reaccién

Estrategia en un paso

En la estrategia en un paso las tiras se incubaron con volimenes iguales de sueros a
diluciones de 1/40 a 1/220 previamente mezclados con el conjugado diluido 1/20 en el
pocillo de reaccion. Posteriomente se agreg6é la tira inmunocromatografica para

observar la reaccion (43) (figura 10 A).

Estrategia en dos pasos

En la estrategia en dos pasos primeramente se probd incubado el suero (positivo o
negativo) con las mismas diluciones que en paso anterior con la tira
inmunocromatografica, luego se seco la membrana y posteriormente se incubd con el

conjugado diluido 1/20 (figura 10 B).
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A) Estrategiaen un paso B) Estrategiaen dos paso
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Figura 10 Esquema de las estrategias de reaccion. A) incubacion de la tira
inmunocromatografica con el suero y conjugado al mismo tiempo e igual volumenes. B)
Incubacion de la tira inmunocromatografica primeramente con el suero, seguido de secado y por
Gltimo incubacion con el conjugado.

3.3.9.4 Determinacion de las condiciones O6ptimas para la reaccion
inmunocromatografica

Para determinar las condiciones Optimas de dilucién de la muestra y la dilucién del
antigeno crudo de T.cruzi en la linea de captura, se prepararon cuatro grupos de 12 tiras
inmunocromatogréafica, para cada grupo se utilizd6 una concentracion diferente de
antigeno 1/1 (9,5 pg/uL), 1/2 (4,75 pg/uL), 1/4(2,37 pg/pl) y 1/8(1,18 pg/pL). Las
tiras de cada grupo se incubaron con diferentes diluciones de suero positivo para Chagas
(1/25, 1/50, 1/100, 1/150 ,1/200) y suero negativo diluido 1/50. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente sumergiendo las membranas en el suero de manera
vertical durante 10 minutos (min), luego se secaron a 37°C durante 5 min y se incubaron
a temperatura ambiente con una dilucién 1/20 del conjugado durante 10 min antes de

realizar la lectura.

3.3.9.5 Seleccion del tiempo y volumen minimo de corrida
Con el objeto de estandarizar los condiciones de reaccién se probaron distintos tiempos

de incubacion con el suero (2,5 y 10 min), secado de la tira (5 y 10 min) y revelado con
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el conjugado (10 y 20 min). Paralelamente se determino el volumen éptimo de la

muestra y conjugado probando con diferentes volimenes de 50, 100 y 200 pL.

3.4. Segunda Etapa: Evaluacion del prototipo.

3.4.1. Seleccion de muestras:

Se seleccionaron 202 sueros de los cuales 97 fueron positivos y 105 negativos para
Chagas, determinados por ELISA e IFI para determinar 1gG anti T.cruzi. Estos sueros
fueron almacenados en la seroteca de los departamentos de Biologia Molecular y
Produccion Bioquimica del 1ICS-UNA. Las muestras seleccionadas provienen de zonas
endémicas para la enfermedad de Chagas de distintas regiones del Paraguay tales como
Cordillera, Paraguari (Region Oriental) y Mariscal Estigarribia (Regién Occidental).Los
sueros negativos para Chagas y positivos para patologias como toxoplasmosis, sifilis,
tuberculosis, factor reumatoideo y hepatitis fueron seleccionados de la seroteca de los

departamentos de Produccion Bioguimica y Biologia Molecular del 1ICS-UNA.

En la prueba del disefio de infecciones multiples para la deteccion de IgG anti T.cruzi e
IgG anti T.gondii se utilizaron 3 sueros controles positivos de diferentes densidades
Opticas y 1 negativo para Toxoplasmosis, ademas de 11 sueros de pacientes ,7 positivos
y 4 negativos para toxoplasmosis para determinar las condiciones éptimas del antigeno
de T.gondii para ser utilizado en la tira inmunocromatogréafica. Posteriormente para la
evaluacion de la tira de deteccion simultanea de 1gG anti T.cruzi y T.gondii se utilizaron
10 sueros confirmados por el método de ELISA como positivos 0 negativos para

Toxoplasmosis y/o Chagas
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3.4.2. Comparacion del prototipo desarrollado con el método de ELISA

Para la evaluacion del prototipo desarrollado se seleccionaron al azar 202 sueros con
serologia positiva (97) y negativa (105) para Chagas. Para cada suero se determind la
densidad éptica mediante el método de ELISA indirecto IgG (Chagas test-11ICS-UNA)
(56) y de manera paralela se analizaron empleando el prototipo de prueba
inmunocromatogréafica. Se utilizé la estrategia de reaccion seleccionada de los apartados

3.3.9.3,3.3.9.4y 3.3.9.5.

3.4.3. Comparacion del prototipo desarrollado con un test inmunocromatografico
comercial

Se analizaron 94 sueros con el prototipo desarrollado y el test comercial
inmunocromatografico (SD Bioline-Korea), de los cuales fueron tipificados 51 sueros
positivos y 43 negativos para 1gG anti T.cruzi por el método de ELISA Chagas test

(IICS-UNA)

La prueba con el prototipo se realizd bajo las condiciones descritas en el apartado 4.4.
La prueba comercial (SD Bioline-Korea) se utilizd siguiendo las instrucciones del
fabricante, se interpretd como resultado positivo la presencia de las dos bandas,
correspondientes a la zona control y la zona de captura. La presencia de una sola banda

en la zona control se considerdé como resultado negativo.

3.4.4. Determinar la estabilidad del prototipo por degradacion térmica

La prueba de estabilidad térmica se realizd por triplicado, las tiras
inmunocromatograficas se guardaron a 4°C y en estufa a 37°C en tubos cerrados durante
10 y 31 dias. Posteriormente se comparo la reactividad de las tiras almacenadas a 37 °C

con las de las tiras a 4°C almacenadas durante el mismo periodo de tiempo. Las tiras se
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incubaron con sueros positivos y negativos para Chagas. Se realizd una comparacion

cualitativa entre las tiras clasificando el resultado como positivo o negativo.

3.5. Evaluacién del prototipo desarrollado para la deteccion simultanea de
infecciones maltiples

Esta prueba fue realizada con el objetivo de probar si el conjugado utilizado podria ser
aplicado para la deteccion de otras patologias en simultaneo y de manera individual.
Partiendo del prototipo desarrollado para la deteccion de IgG humano anti-T.cruzi, se

construy0 un prototipo para la deteccion simultanea de infecciones de Chagas y

Toxoplasmosis. En la figura 11 se describe los componentes de este prototipo.
—"> Zona control

Membrana
absorbente <:' [
[g(G humana

0
'0 i Zona de captura Ag
0

soluble de T.gondii

iﬁﬁia c:l == Zona de captura
Ag soluble de
b T.cruzi

Figura 11 Prototipo propuesto para el diagnostico seroldgico de la enfermedad de Chagas y
Toxoplasmosis.

3.5.1. Preparacion de Antigeno de T.gondii
El parasito de T.gondii se obtuvo en ratones albinos mediante la inoculacion
intraperitoneal de taquizoitos de la cepa RH, después de tres dias de la inoculacién, se

extrajo del peritoneo del raton el exudado por medio de lavados. La preparacion del
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antigeno crudo de T.gondii se realizd de manera similar al antigeno de T.cruzi,

siguiendo los pasos del apartado 3.3.6

3.5.2. Determinacion de las condiciones 6ptimas de la tira inmunocromatogréafica
para deteccion simultdnea de dos patologias.

Para este prototipo se realizaron pruebas adicionales para cada parasito, a fin de
determinar la concentracion Optima del antigeno de T.gondii a ser utilizada en la tira

inmunocromatografica de deteccion simultanea

3.5.3. Sensibilizacion de las membranas con el antigeno de T.gondii

Se sembrd con pipeta automatica el antigeno de T.gondii y la IgG humana sobre la
membrana de nitrocelulosa (HF120 Millipore). Se aplicaron 1uL de 1gG humana
(Img/ml) y 1uL de T.gondii (7.29mg/ml) diferentes diluciones 1/1 (7,29 pg/pL), 1/2
(3,6 pg/uL), 1/4 (1,8 pg/uL), 1/8 (0,9 pg/pL). Las membranas se secaron a 37°C
durante 1 hora, luego se bloquearon con PBS-Tween al 0,05% leche descremada al 3%
durante 30 minutos. Posteriormente las membranas se lavaron 2 veces con PBS-Tween
0,05% durante 5 minutos. Las membranas se secaron a 37°C durante 3 a 4 horas, y se
cortaron manualmente con las siguientes dimensiones; 0,5 cm de ancho y 4,5 cm de
largo. Se agregd la membrana adsorbente y se almacenaron en tubos con desecante a

4°C hasta su utilizacion (54).

3.5.4. Determinacibn de las condiciones o6ptimas para la reaccion
inmunocromatografica

Se procedio a determinar la concentracion optima del antigeno y la dilucién del suero.
Las tiras de cada grupo (distintas concentraciones de antigeno) Se incubaron con

distintas diluciones de sueros controles 3 positivos y 1 negativo para Toxoplasmosis. La
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reaccion se llevo a cabo siguiendo la estrategia determinada en los apartados 3.3.9.3,

3.3.9.4y3.3.9.5.

Una vez determinada la dilucion optima se confirmé probando 4 sueros controles y 11
sueros de pacientes ,7 positivos y 4 negativos para toxoplasmosis para verificar el

funcionamiento de las tiras.

3.5.5. Montaje del prototipo para deteccion multiple

Se utilizaron membranas de nitrocelulosa HF 120 mMC100 (Millipore-USA)
previamente activadas (apartado 3.3.9). Se sembr6 1uL de los antigenos solubles de
T.cruzi. (4,8 pug/yL) y T.gondii (1,8 pg/uL). Los antigenos de T. cruzi y T.gondii se
fijaron a una distancia de 1,5 y 1 cm del extremo inferior de la tira, respectivamente. En
la zona de control se sembré 1uL IgG humana (Img/ml) a una distancia de 2 cm del

extremo inferior de la tira.

La membrana se seco a 37°C durante 1 hora, luego se bloque6 con PBS-Tween 0,05%
leche descremada 3% durante 30 minutos. Posteriormente se lavo 2 veces con PBS
Tween 0,05% durante 5 minutos. La membrana se seco a 37°C previo marcado de las

mismas durante 3 a 4 horas.

A la membrana sensibilizada se le agreg6é la membrana adsorbente (fibra de celulosa
Millipore-EEUU) en el extremo superior luego se cortaron tiras de 0,5 cm de ancho y
4,5 cm de largo. Las tiras fueron almacenadas en tubos con desecantes a 4°C hasta su

utilizacion.

3.5.6. Prueba preliminar del prototipo de infeccion multiple con suero humano
La estrategia utilizada para la prueba con los sueros es la misma de los apartados
3.3.9.3, 3.3.9.4 y 3.3.9.5. Las tiras se incubaron con sueros diluidos 1/50 durante 10

min, se secaron a 37°C durante 5 min y se incubaron con el conjugado 1gG anti humano
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oro coloidal diluido 1/10. La interpretacion de los resultados fue de manera cualitativa.
Se consideré como resultado positivo para una o ambas patologias la aparicién uno o
dos puntos rojos en las zonas de captura. La ausencia de puntos rojos en la zona control
invalidé la reaccion. Para probar la reactividad de las tiras se procesaron 10 sueros
confirmados como positivos 0 negativos para Toxoplasmosis y/o Chagas por el método
de ELISA (Chagas IICS y el ELISA Toxo IICS). En la Figura 12 se observa el esquema

de reaccion y la interpretacion del mismo.

l@| controt |@| Controd |@| Contrt |@| Control
™ (@ ™ 9 =
ch ch i@ on @ o
Negativo Positivotoxo  PositivoChages  Positivo Toxo y Chages

Figura 11 Esquema de interpretacién de las tiras de deteccidn simultanea con sueros positivos y

negativos para la enfermedad de Chagas y toxoplasmosis.

3.6. Asuntos estadisticos y éticos

Estadisticos

Los datos fueron introducidos y almacenados en una base de datos utilizando una
planilla electronica, los valores se expresaron en positivos 0 negativos, se calculd la
concordancia expresada en el indice Kappa (Landis y Koch) del prototipo desarrollado

con respecto al método de ELISA y el test inmunocromatografico comercial. Para esto
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se construyeron tablas de contingencia de 2x2. Se calculé ademas de manera preliminar
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del
prototipo desarrollado con respecto al método de ELISA. Estos datos fueron analizados
en el programa estadistico de Epidat (version 3.1).

Eticos

Se utilizaron sueros de la seroteca del departamento de Produccion Bioquimica y
Biologia Molecular. Estos sueros se encuentran codificados, sin datos personales, como
nombre, edad y procedencia, de los pacientes. Los datos obtenidos de los andlisis se
incluyeron en una base de datos mediante la asignacién de un nimero que se utilizd
para la evaluacion del prototipo de test inmunocromatografico desarrollado en este

trabajo.

El protocolo de este trabajo fue aprobado por los comité Cientifico y Etico del Instituto

de Investigaciones en Ciencias de la Salud.

El beneficio que se obtendra sera a futuro para el pais, debido a que se podra contar con
la implementacion de una nueva herramienta diagndstica, la cual no se ha desarrollado

hasta el momento a nivel nacional.
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4-RESULTADOS
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4.1. Primea Etapa

4.1.1. Analisis del preparado del oro coloidal.

El oro coloidal se prepar6 por métodos quimicos utilizando la reduccion controlada del
acido cloro aurico (HAuCl4+3H,0). El &cido cloro &urico se reduce a &tomos de oro con
citrato de sodio y muchos de los 4&tomos de oro se acumulan formando una solucién
coloidal. Al cabo de 1 min de la adicion de la solucion de citrato de sodio al 1% se
observo un cambio gradual en la coloracion de amarillo, pasando por negro y finalmente
al rojo vino (Figura 12).El coloide se obtuvo en el tiempo estimado segun la

metodologia aplicada.

Tiempo de reducciédn con el citrato de sodi

Figura 12 Reduccién de oro coloidal por el &cido cloro aurico. En la figura se observan los
cambios de color durante la reduccion, de amarillo claro, negro a rojo vino.
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4.1.2 Caracterizacion de las particulas de oro coloidal
La caracterizacion del oro coloidal preparado en el laboratorio se realiz6 empleando
microscopia electrénica y espectro UV/Vis. Se utiliz6 como control un oro coloidal

comercial de 20 nm.

4.1.2.1. Evaluacion por microscopia electrénica

El tamafio y la distribucion de las particulas de oro coloidal se analizaron por
microscopia electrénica de transmision (MET). En las imégenes obtenidas se observd
buena dispersion de las particulas de oro coloidal, asi como un diametro uniforme,

comparable al del oro coloidal comercial de 20 nm (figura 13).

En este trabajo los resultados obtenidos demuestran que las particulas de oro reducidas

en el laboratorio son adecuadas para la produccion del conjugado oro coloidal —

anticuerpo.
A B
>
®
A .’ ‘...
® .ouo{

o+

— — — —
0,9 pm 0,9 pm

Figura 13 Nanoparticulas de oro coloidal captadas por el microscopio electronico de
transmision TEM (JEOL 1011-Japdn) teniendo en cuenta una magnitud de 85000 x y un voltaje
de 80KV. En la Foto A se observan las particulas del oro coloidal comercial y en la Foto B las
particulas del oro coloidal preparado en el laboratorio.
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4.1.2.2. Caracterizacion de las particulas de oro coloidal por espectrofotometria
UVvisible
El estudio de la curva de absorbancia del oro preparado y el oro comercial entre 400 y

700 nm se observo un pico de absorbancia de 530 nm para ambas muestras (Tabla 1)

Tabla 1 Caracteristicas del oro coloidal preparado y comercial

CARACTERISTICAS

Oro coloidal I1ICS Oro coloidal comercial
Tamafo 20nm 20nm
Color Rojo oscuro Rojo claro
Pico de absorbancia (nm) 530 530
Densidad optica 0,903 0,928
Concentracion 0,01%de HAUCL,4 0,01%de HAuCL4

En conjunto los resultados obtenidos demuestran que las particulas de oro reducidas en

el laboratorio son adecuadas para la produccion del conjugado oro coloidal-anticuerpo.

4.1.3. Evaluacién de la reactividad de la 1IgG anti humano de cabra contra la 1IgG
humana por el método de Inmunodifusion radial

Se analizaron por IDR 13 lotes de IgG anti humano de cabra del departamento de

Produccién Bioquimica (IICS-UNA) de los cuales 12 presentaron titulos de %2 a %4, el

lote 13 presento titulo 1/8. Se eligio el lote 13 (27 mg/mL) para la conjugacion con el

oro coloidal por tener una mayor reactividad (Figura 14)
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Lote 13 (27mg/ml)

Figura 14. Prueba de reactividad de la 1gG anti humano de cabra. Reaccion inmunoldgica de la
IgG humana con la IgG anti-humano de cabra realizando diluciones hasta 1/32.

4.1.4. Preparacion de antigeno extracto soluble de T.cruzi cepa Epsilon (Y)

Se prepar6 el antigeno a partir de 3ml de cultivo de 1x10"parésitos/mL en solucién
fisiologica, se sonico y centrifugd obteniéndose 3 ml de antigeno (fraccion soluble) a
una concentracion de 17,44 mg/ml. Este antigeno fue utilizado para la prueba de
reactividad del conjugado por el método del inmunodot y para el montaje del prototipo

disefiado. En la figura 15 se observan los pasos realizados para la preparacion.

48



Concentracion del antigeno

1x107 parasitos /ml Sonicador Branson Sonifer 450
17,44mg/ml (método de Lowry)

Lisado (6 ciclos de 1 min en frio)

Figura 15 Lisado de los epimastigotes de T.cruzi cepa Y para la obtencion del extracto soluble
por el método del sonicado y determinacion de la concentracion de proteinas por el método de
Lowry.

4.1.5. Condiciones 0ptimas para la preparacion del conjugado 1gG humana - oro
coloidal.
Se determiné la concentracion ideal del anticuerpo IgG anti humano de cabra (lote 13) y

el pH oOptimo para la conjugacién empleando el test de floculacion descrito en el

apartado 3.3.7 de materiales y métodos.

4.1.5.1 Determinacién de la concentracion 6ptima del anticuerpo

La minima concentracion de IgG de cabra anti-humano se determind afiadiendo NaCl al
10% a las particulas de oro coloidal mezcladas con diferentes cantidades del anticuerpo.
Se observo que a partir de 100 pg/mL de 1gG de cabra anti-humano las particulas de oro
coloidal se estabilizan (Grafico 1). Para la preparacion del conjugado se utiliz6 una
concentracion 50% mayor que el valor minimo (150 pug/mL) de la curva de reaccién de

las diferentes concentraciones del anticuerpo a pH 7,5.
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Gréfico 1 Determinacion de la concentracion Optima del anticuerpo determinada mediante el
test de floculacion utilizando NaCl al 10% como agente desestabilizante. La cantidad minima
protectora fue a partir de 100 pg/mL vy se utilizdé una concentracién de anticuerpo 50% mayor
para la conjugacion.

4.1.5.2. Determinacion de la concentracion optima del anticuerpo

Se determino el valor de A540-620 para cada valor de pH (Gréafico2). No se observaron
cambios significativos entre los valores de pH de 7 a 10, aunque se pudo constatar un
ligero aumento del grado de agregacién a medida que las condiciones se vuelven mas

alcalinas. Para la preparacién del conjugado se utilizé un pH 7,5-8.
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Grafico 2 Determinacion del pH éptimo del oro coloidal mediante el test de floculacion
utilizando concentracién constante del anticuerpo IgG de cabra anti-humano y NaCl al 10%
como agente desestabilizante. Se observé que a pH alcalino estabiliza la reaccion
manteniéndose estable la union del oro con el anticuerpo.

4.1.6. Preparacion del conjugado de 1gG anti-humano de cabra con oro coloidal
Una vez preparado, el conjugado se guard6 a 2-8°C hasta su utilizacion. Para el control

de calidad del conjugado se realiz6 una dilucion 1/20 con 1x PBS pH 8/BSA 1%.

4.1.6.1 Control de calidad del conjugado:
Para el control de la preparacion del conjugado se realizd la caracterizacion del
complejo oro coloidal 1gG anti —-humano se evalu6 por espectrofotometria

(desplazamiento del pico de absorbancia) y se evaluo reactividad con IgG humana.

4.1.6.1.1. Caracterizacion del conjugado oro coloidal-anticuerpo por
espectrometria UV/visible
La absorbancia maxima obtenida en la muestra de oro coloidal se registré a 530 nm

(Gréafico 3a) mientras que la muestra del anticuerpo y el oro coloidal se observo un pico
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de adicional a 280 nm propio de proteinas y asociado a la presencia de de aminoacidos
aromaticos como triptéfano y tirosina (Grafico 3c). En el conjugado se observd una
disminucion de la absorbancia a 280 nm debido a que después de la conjugacion y re
suspension del conjugado IgG anti-humano de cabra-oro coloidal se reduce la
concentracion de oro coloidal y anticuerpos libres en la solucion, también se observa el
desplazamiento del pico de absorbancia de 530 a 535nm correspondiente a la
conjugacion (Gréafico 3b). Este desplazamiento se asocia a la formacion del conjugado

IgG de cabra antihumano-oro coloidal.

I 400

20 1 j800m(potd) (g 530nm(Do1,063) (2]
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Gréfico 3 Desplazamiento del pico maximo de absorbancia en el conjugado. La curva (a)
corresponde al oro coloidal, la curva (b) al conjugado 1gG de cabra anti humano-oro coloidal y
la curva (c) a la mezcla del anticuerpo y el oro coloidal.

4.1.6.1.2. Reactividad del conjugado con IgG humana

Para evaluar la reactividad del conjugado se realizaron diferentes diluciones de la IgG
humana partiendo de la concentracién de 0,5 mg/ml, se pudo observar que el conjugado
IgG de cabra anti-humana oro coloidal fue capaz de reaccionar con la dilucion hasta

1/64. Sin embargo, la intensidad de la sefial disminuye significativamente en la Gltima
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dilucion. Es importante mencionar que no se observé reaccion en la membrana
sensibilizada con PBS (control negativo). Para confirmar la reaccion se utiliz6 como
control positivo una conjugado comercial proteina A-oro coloidal. También se analizo
las sefiales del conjugado utilizando dos diluciones del conjugado 1/10 y 1/20
observandose reacciones similares con la IgG humana dilucién 1/8. Por lo tanto, se opto
por la dilucion 1/20 para las siguientes pruebas. En la figura 16 se puede observar las

reacciones de las diferentes diluciones de la 1IgG humana con el conjugado (dilucion

1/20 y 1/10).

IgG humana . IgG humana

0,5 mg/mL Conjugado 0,5 mg/mL
1/1 1/20 1/20 1/16
1/1 Control(+) 1/20 1/32
1/8 J 1/20 1/20 . 1/64
18 | L 1/10 1/10| PBS

J A

Figura 16 Reactividad del conjugado con la 1IgG humana purificada. Como control (+) de la
reaccion se utilizé el conjugado comercial Proteina A-oro coloidal. Control (-) utilizado fue
PBS.

4.1.6.1.3 Prueba de reactividad del conjugado con suero humano.
Las membranas se sensibilizaron con antigeno extracto soluble de T cruzi preparado en

el apartado 3.3.6. Las membranas fueron incubadas con distintas diluciones del suero
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humano positivo para Chagas asi como con suero humano negativo para Chagas
dilucion 1/25. Se observd reaccidn positiva en las diluciones 1/25 y 1/50 del suero
positivo y no se observo reaccion con el suero negativo (figura 17). Este resultado
demuestra que nuestro conjugado reconoce las 1gG anti T cruzi unidas al antigeno en la
membrana y que no se une de manera inespecifica al antigeno solo, como se evidencia
en el caso del el suero negativo demostrando que este no presenta reaccion cruzada con

el mismo.

N AN 4 Z

Suero 1/25 (+) 1/50 (+) | /50(')

Figura 17 Reactividad del conjugado dilucién 1/20 con la IgG anti-T cruzi en suero humano.
La sefial de la reaccion disminuye a medida que aumenta la dilucion del suero. No se observo
sefial con el suero negativo lo que significa que solo se unié a la IgG que reconoci6 al antigeno
pegado a la membrana.

4.1.7. Montaje de la tira
Una vez preparados todos los componentes de la tira como la 1gG humana (zona control),
extracto soluble de T.cruzi (zona de captura) y el conjugado se procedié al ensamblaje del

prototipo siguiendo el esquema de la figura 18:

54



Membrana
absorbente

Particula de oro
coloidal

IgG de cabra anti

o
)
%’l% humano conjugado
JL con oro coloidal
T
=

I
=

¥
' Control :\f '}T{(
ﬂ
. Tost |§= }3.2{ T.cruzi
A

1
>

| Ag crudo de T.cruzi
(extracto soluble)

Membrana de N
nitrocelulosa - y's umane
HF120 g purificada

Positivo Positivo

Figura 18 Esquema del prototipo desarrollado, con las caracteristicas de una tira
inmunocromatografica no competitiva y de migracion vertical

4.1.8. Determinacién de las condiciones Optimas para el test de diagndstico
inmunocromatografico.
Para lograr la estandarizacion de la reaccion se realizaron varias pruebas para verificar

el funcionamiento del prototipo desarrollado.

4.1.8.1. Prueba de movilidad en las tiras inmunocromatografica

La movilidad y reactividad de la tira inmunocromagrafica fue verificada mediante la
incubacion del conjugado con el prototipo desarrollado. Se verifico el funcionamiento
de la tira y la reactividad del conjugado observandose una sefial en la zona control a
partir del primer minuto de corrida. Como control se utilizé un conjugado comercial,
con ambos conjugados se observé una excelente migracion en la membrana vy

reactividad en la zona control (figura 19).



Control (IgG humana) gy C ¢

Test (Ag T.cruzi) 1 T

Conjugado 1/20 o

oro coloidal oro coloidal
IICS comercial

Figura 19 Prueba de la movilidad del prototipo desarrollado con el conjugado. 1) migracion
con el conjugado preparado en el laboratorio y 2) la migracién con un conjugado comercial.

4.1.8.2. Eleccion de la estrategia de reaccion

En primer lugar se plante6 una reaccién en un solo paso en la que el suero positivo y el
conjugados previamente mezclados en partes iguales se incubaron con la tira
inmucromatogréfica. Esta prueba se realizd diluyendo la muestra hasta 1/220.
Empleando este procedimiento, no se detect6 reaccion positiva en la zona de captura ni
en la zona control, lo que significa que la reaccion no es vélida. En la figura 20 se

observa el resultado de la reaccion en un solo paso.
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Reaccidén en un paso

IgG Humana (C) =)
AgT.cruzi (T) =)
Y Y Y

Suero(+) 1/40 1/80 1160  1/220
Conjugado 1/20 1/20 1/20 1/20

Figura 20 Reaccion en un pas. Las tiras se incubaron con diferentes diluciones de suero
positivo (+) y conjugado dilucién 1/20.

Debido a que la estrategia en un solo paso no funciond se opt6 por probar una segunda
estrategia de reaccion basada en dos pasos. En primer lugar, se incub6 la tira con el
suero (positivo 0 negativo) y a continuacion se revel6 con el conjugado oro coloidal-
anticuerpo (dilucion 1:20). Se observé una reaccion débil en la zona de captura y fuerte
en la zona control (figura 21). Estos resultados sugieren que esta estrategia funciona
mejor que la primera con el prototipo desarrollado en el laboratorio. Posteriormente se
realizaron distintas pruebas para optimizar las condiciones de reaccion, con la finalidad

de obtener reaccion mas intensa en la zona de captura.
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Reaccion en dos pasos

A B C

= =

IgG humana C c C
Ag Teruzi T l ll Wi T ‘ T
R -
————— — =
(+) (-) (+) () (+) (-)
Suero 1/160 Conjugado 1/20 Resultado

Figura 21 En la zona del test( T ) se sembro antigeno soluble de T.cruzi y en la zona del control
(C) 1gG humana. En A se observa la incubacién con los sueros positivo (+) y negativo (-), en B
la incubacidn con el conjugado y visualizacion de la zona control, en C se observa la reaccion
final en la que ademéas de la sefial en la zona control aparece una débil sefial en la zona de
captura.

4.1.8.3. Determinacion de la dilucién del suero y concentracion del antigeno de
T.cruzi para la reaccion

En la reaccion de dos pasos se pudo observar con nitidez la reaccién en zona control, sin
embargo en la zona de captura la sefial fue mas débil. El siguiente paso consistio, por lo
tanto, en determinar la dilucion del suero y la concentracion dptima del antigeno para la

obtencion de una sefial nitida en la zona de captura.

Para el efecto se sensibilizaron membranas con diferentes diluciones de antigeno y se
incubaron con distintas diluciones de suero. Se observd buena reactividad con las
diluciones 1/2 y 1/4 del antigeno y las diluciones 1/200 y 1/50 del suero,

respectivamente (figura 22 a). Teniendo en cuenta que la mayoria de las pruebas
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inmunocromatograficas utilizan la menor dilucion posible de la muestra se eligid la

dilucién 1/50 del suero.

Para confirmar la concentracion optima del antigeno para la dilucion 1/50 del suero se
realiz6 la titulacion del antigeno de T.cruzi (fraccion soluble). Se partié de una
concentracion de 17,3mg/mL (1/1) realizando diluciones seriadas 1/2(8,65mg/mL),
1/4(4,33 mg/mL) y 1/8 (2,16 mg/mL). Las tiras sensibilizadas se incubaron con una
dilucion 1/50 de suero negativo o positivo y se revelaron con una dilucién 1/20 del
conjugado. Como se puede observar en la figura 22 b, con el suero positivo (dilucion
1/50) se detect6 reaccion, tanto en la zona control como la de captura, con todas
diluciones del antigeno. La sefial més intensa se obtuvo la dilucion 1/4 del antigeno,
detectdndose una sefial méas fuerte en ambas zonas. Con el suero negativo (dilucion
1/50) no se observo reaccion en la zona de captura pero si en la zona control. Por lo
tanto, se concluy6 que la concentracion 6ptima del antigeno fue la de dilucién 1/4 (4,33

mg/mL) (figura 22 a y b).
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a-Dilucién 6ptima del suero
Ag 1/2 1/4 1/8

el

Suero 1/501/1001/200 1/50 1/501/100 1/200 1/50 1/5 1/101/200 1/50
(+) +) () + ) ) () (+ ) & ()

b-Dilucién 6ptima del Antigeno

1/1 12 1/4 1/8
Ag — ;‘{“;’

. k

1/1 1/2 1/4 1/8

Suero 1/50 (-) (+)

Figura 22 Determinacion de las condiciones éptimas. a) Determinacion de la dilucion optima

del suero b) Determinacion de la concentracion optima del antigeno.
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4.1.8.4 Seleccion del tiempo y volumen minimo de corrida

Con el fin de determinar el volumen minimo de muestra y conjugado que evidencie una
buena sefial tanto en la zona control como en la zona de captura se analizaron diferentes
volumenes de suero y conjugado partiendo de 50 hasta 200 pL. Utilizando la estrategia
de dos pasos, se observd que el minimo volumen necesario para observar una buena

reaccion fue de 50 uL tanto para la muestra como para el conjugado.

Igualmente se determiné el tiempo Optimo de incubacién en cada paso, eligiéndose 10
min como mejor reaccion para la muestra y 10 minutos para el conjugado. El tiempo
Optimo de secado de la membrana entre ambos pasos, fue de 10 minutos a temperatura

ambiente o 5 minutos a 37°C.

4.1.9. Flujograma de reaccion del prototipo disefiado
A partir de las condiciones dptimas determinadas se construyd el esquema de reaccion

que se observa en la figura 23

Secar
5 min

37°C ;I Control | @)}
= ] = o =
|

Suero:50 ul Conjugado: 50 ul
Dilucién: 1/50 Dilucién: 1/20
Incubacién:10 min || Lectura: 10 min

Figura 23 Estrategia de reaccion del test inmunocromatogréfico determinado después de varias
pruebas del volumen de muestra y conjugado, determinacion del tiempo de reaccion y secado de
la membrana.
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4.2. Segunda Etapa

4.2.1. Comparacion del prototipo desarrollado con el método de ELISA

Una vez estandarizadas las condiciones de reaccion, el prototipo desarrollado se
compar6 con el método de ELISA (Chagas test ICS-UNA). Se analizaron 202 sueros,
97 positivos y 105 negativos para Chagas, se determiné la sensibilidad y especificidad
del prototipo desarrollado, asi como la concordancia entre ambos métodos. En Tabla 2
se muestran los resultados de ambas pruebas con sueros de pacientes chagasicos. Se
obtuvo una sensibilidad del 97% 1Cg5% (92-100%) y una especificidad del 95 % 1Cgs0,
(90-99%). Se determiné la concordancia entre los métodos y se obtuvo un indice kappa
de 0,92 ICgs% (0,86-0,97) entre ambas pruebas. En la figura 24 se pueden observar
algunos ejemplos de tiras inmunocromatogréficas positivas y negativas con diferentes
densidades Opticas determinadas mediante el método de ELISA. Es interesante destacar
que se observo una correlacion entre la intensidad de las sefiales y los valores de

densidad dptica (OD) obtenidos por el método de ELISA.

Sueros Negativos Sueros Positivos
Codigo 33 35 36 34 31 32 48 60 58 55 47 42
:
I v
v
; | | ’
; ‘ |V N
i '
ELISA 009 009 010 012 013 0,14 043 051 063 066 093 1,25
(DO)

Figura 24 Comparando con el método de ELISA, debajo de cada tira se observan las
densidades oOpticas (DO) obtenidas por el método de ELISA. Linea Control (C) y Linea de
captura (T)
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Tabla 2: En la tabla se observan los valores de sensibilidad y especificidad del prototipo
desarrollado, ademas del indice kappa que indica la concordancia con respecto al método de
ELISA

Prototipo ‘ ELISA

Positivo Negativo Total
Positivo 94 5 99
Negativo 3 100 103
Total 97 105 202
Sensibilidad 97 % 93-100
Especificidad 95 % 91-100
Valor predictivo (+) 95 % 90-100
Valor predictivo (-) 97 % 93-100
Indice Kappa 0,92 0,87-0,97

4.2.2. Reaccion cruzada con otras patologias

A fin de determinar el potencial de reactividad cruzada con otras enfermedades, fueron
analizados 52 sueros negativos para la enfermedad de Chagas y positivos para otras
patologias (tabla 3). En sueros positivos para Toxoplasmosis se detect6 1 caso positivo
en 17 muestras (0.05%) y sueros positivos por leishmaniosis visceral dieron reaccion
positiva 4 de 5 sueros (80%). En sueros positivos para sifilis (13), hepatitis B y C (9),
tuberculosis (5) y artritis reumatoide (3) no se observd reaccion cruzada. Estos
resultados muestran que existe un alto porcentaje de reactividad cruzada con
leishmaniosis visceral, tal como se ha observado anteriormente con el ELISA Chagas

test IICS que también utiliza antigeno crudo (extracto soluble).



Tabla 3 Resultado del prototipo desarrollado para Trypanosoma cruzi en sueros de individuos
con otras patologias parasitarias y no parasitarias

Patologia Tipo Positivos/casos
Infecciones parasitarias Toxoplasmosis 1/17
Leishmaniosis visceral 4/5
Infecciones no parasitarias Sifilis 0/13
Hepatitis 0/9
Tuberculosis 0/5
Enfermedades autoinmunes  Artritis reumatoide 0/3

4.2.3. Comparacion del prototipo desarrollado con un test inmunocromatogréafico
comercial

Con el objeto de comparar el rendimiento de la tira inmunocromatografico desarrollada
con el de un test comercial se eligieron 94 sueros positivos y negativos para Chagas por
el método de ELISA (ELISA Chagas test IICS-UNA). Todos los sueros se procesaron
con el test inmunocromatografico comercial (SD Bioline, Korea) y el prototipo
desarrollado, con los datos obtenidos se determind la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo , ademas de la concordancia entre el prototipo y el test
comercial .También se determind la sensibilidad, especificidad , valor predictivo
positivo y negativo del test comercial con respecto al ELISA. En la tabla 4 se observan
los resultados entre ambos test inmunocromatografico y en la tabla 5 los resultados del

test comercial con respecto al ELISA.
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Tabla 4 Comparacién del prototipo desarrollado con un test inmunocromatografico comercial

Prototipo ‘ Comercial SD
Positivo Negativo Total
Positivo 47 4 51
Negativo 1 42 43
Total 48 46 94
Valor IC (95%0)
Sensibilidad 97 % 93-100
Especificidad 91% 82-100
Valor predictivo (+) 92 % 84-100
Valor predictivo (-) 97 % 92-100
Indice Kappa 0.89 0.80-0.98

Tabla 5 Comparacién del test inmunocromatografico comercial (SD Bioline-Korea) con el ELISA
Chagas test IICS

Comercial SD ‘ ELISA Chagas test I1CS

Positivo Negativo Total

Positivo 48 0 48

Negativo 3 43 46

Total 51 43 94

Valor IC (95%)

Sensibilidad 94 % 87-100
Especificidad 100 % 99-100
Valor predictivo (+) 100 % 99-100
Valor predictivo (-) 93 % 85-100
indice Kappa 0.94 0.87-1
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4.2.4. Determinacion de la estabilidad de las tiras inmunocromatograficas por
degradacion téermica

La estabilidad de las tiras inmunocromatograficas desarrolladas se analizO por
degradacion térmica. Las tiras de inmunocromatograficas se mantuvieron a 37°C
durante 10 y 31 dias y se compard la reactividad con las tiras almacenadas a 4°C durante
el mismo periodo de tiempo (figura 25). Si bien se observé un 100 % de estabilidad a
los 10 dias, a los 31 dias no se observé una buena reaccion en la zona de control. Estos
resultados demuestran la robustez del prototipo desarrollado ya que la estabilidad a los
10 dias podria ser extrapolable hasta 6 meses desde su elaboracion y almacenamiento

en las condiciones del laboratorio a 4°C en tubos y desecante.
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Suero  (+) (-)

37°2C 10 dias 372C 3idias

Figura 25 Determinacion de la estabilidad de las tiras inmunocromatograficas por el método de
degradacion térmica. Reactividad de tiras del mismo lote almacenadas a 4° C y a 37°C de 10 y
31 dias con sueros positivo (+) y negativo (-) para Chagas. Linea Control (C) y Linea de captura

(M

4.2.5. Evaluacion del potencial diagnostico del prototipo desarrollado para la
deteccion simultanea de infecciones multiples

Con el fin de determinar el potencial diagndstico del sistema desarrollado para la
deteccion simultanea de dos infecciones, se prepard un prototipo con IgG humana en la
zona control y antigenos anti T.cruzi y T gondii en la zona de captura (Figura 26). Se

utilizo el conjugado oro coloidal-1gG de cabra anti-humano para la deteccion.
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Figura 26 Disefio del prototipo para la deteccidn simultdnea de dos patologias. Se sembro
antigeno crudo (extracto soluble) de ambos parésitos.

4.2.6. Determinacion de las condiciones dptimas de la tira inmunocromatografica
para deteccion simultdnea dos patologias.

Se eligi6 al Toxoplasma gondii (T.gondii) para acompafar en la tira al T.cruzi por ser
otra patologia de importancia para la mujer embarazada en el tamizaje prenatal. Ademas

de la disponibilidad del parasito en el laboratorio.

Para utilizar el antigeno crudo de T.gondii se realizaron pruebas previas con el fin de
obtener las condiciones adecuadas para el sembrado de la tira. En el caso de T.cruzi se

utilizaron las condiciones descritas en los apartados 3.3.7.1y 3.3.7.2

Para determinar las condiciones Optimas para el T.gondii se partié de una concentracion
de 7,9 pg/mL de antigeno de T.gondii, se realizaron diluciones y se sembrd 1uL del

antigeno de cada dilucion en la membrana de nitrocelulosa de la tira
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inmunocromatografica. Las pruebas se realizaron con sueros positivos y negativos para
toxoplasmosis de diferentes densidades Opticas testados por el método de ELISA. En
base a los resultados obtenidos se observo mayor especificidad con la dilucion 1/8, del
Ag considerando que ya no se observd falso positivo con el suero negativo. Estos
resultados evidenciaron que la dilucion 1/8 resulta ideal para el montaje del prototipo
para deteccion de Chagas y Toxoplasmosis. En la figura 27 se observan las distintas
diluciones de antigeno de T.gondii y la reaccion con los sueros positivos (PI,PILPII) y

negativo (N).

Ag 1/1 1/2 1/4 1/8
7.9ug/ul
Vol:1 ul
o v v
C . . g ¢ /
T
)
N PI PII Pl N Pl PII PINI N Pl Pl Pl N Pl Pl Pl

Figura 27 Determinacion de la concentracion éptima del antigeno de T.gondii con la dilucion
1/8 no presenta reaccion en la zona de captura con el suero negativo. Linea Control (C) y Linea
de captura (T)
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Una vez seleccionada la dilucion del antigeno de T.gondii, se repitio la reaccion
utilizando la dilucion 1/8 probando con 4 sueros controles 3 positivos y 1 negativo,
ademas de 11 sueros de pacientes positivos para toxoplasmosis por el método de
ELSIA. Los resultados fueron reproducibles y se observo una sefial muy nitida tanto en

la zona control como en la zona de captura (figura 28).

ey X

N Pl Pll Pl 1 2 3

Figura 28 Evaluacion de la reactividad de la dilucién 1/8 del antigeno de T.gondii en la
membrana inmunocromatografica. Se observa un aumento de la sefial en la zona de captura con
los sueros controles negativo (N), positivos (PI, PII, PIII) y una muy buena intensidad con los
sueros de pacientes (1,2,3). Linea Control (C) y Linea de captura (T)

Una vez obtenidas las condiciones Optimas para el parasito de T.gondii se llevo a cabo
la construccion del prototipo de la tira inmunocromatografica para la deteccién
simultanea de ambas patologias. Para la evaluacion del funcionamiento de este prototipo
desarrollado se analizaron 10 sueros positivos y negativos para ambas enfermedades
(figura 29). Se observo que en los sueros negativos para ambas enfermedades solo dio
sefial en la zona control, en cambio en aquellos sueros positivos para ambas
enfermedades se observan las tres sefiales, tanto en la zona del test como la del control,

lo cual nos indica el buen funcionamiento de las tiras. También se analizaron con sueros
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con toxoplasmosis negativos para Chagas observandose una sola sefial en la zona de
captura correspondiente a dicha enfermedad y en la zona control. No pudimos realizar
esta prueba solo con Chagas por no disponer de un suero positivo para dicha patologia
con titulo bajo para toxoplasmosis. Estos resultados fueron confirmados por

confirmados por el método de ELISA tanto para Toxoplasmosis como para Chagas.

C
X
CH

DO ELISA Toxo 0.1 (=) 1.2 (+) 1.2 (+) 0.6(+) 0.3(+) 0.3(+)
DO ELISA Chagas 0.1 (-) 1.4 (+) 0.6 (+) 1.4 (+) 0.1(-) 0.4(+)

Figura 29 Evaluacion del potencial diagnéstico del prototipo con sueros positivos (+) y
negativos (-) para Toxoplasmosis y Chagas. Linea Control (C) y Linea de captura para
toxoplasmosis (Tx) y Chagas (CH)
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-DISCUSION
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El objetivo principal de este proyecto es el desarrollo de un producto nacional, robusto,

de elevada sensibilidad y especificidad.

El disefio de un test inmunocromatogréfico depende del tipo de analito que quiera ser
detectado como antigeno o anticuerpo. La mayoria de los test se realiza en un solo paso
y no mas de 30 minutos de reaccién y son muy Utiles para el tamizaje serolégico de
enfermedades en puestos de salud, o incluso en el mismo consultorio (23-27,33,

36,39,43,46,50)

Las técnicas utilizadas para el tamizaje seroldgico de la enfermedad de Chagas, o para
cualquier enfermedad, deben ser aquellas en las que, junto con su facilidad de ejecucion,
la sensibilidad prime sobre la especificidad, de manera que la reactividad obtenida
pueda corroborarse mediante las técnicas confirmatorias. Estudios realizados por otros
autores consideran que la sensibilidad de los test inmunocromatogréaficos disponibles
para la enfermedad de Chagas deberia mejorar para que puedan utilizarse como técnicas
efectivas de tamizaje (6,7). Por otra parte diferentes trabajos realizados con test
inmunocromatograficos comerciales que utilizan una mezcla de antigenos
recombinantes, utilizados en diferentes regiones de paises de Latinoamérica como
Argentina, Brasil, Per(, Bolivia, Honduras y Meéxico, han demostrado una alta
variabilidad en cuanto a sensibilidad y especificidad, dependiendo de la region aplicada

(63,64).

5.1. Disefio de una prueba inmunocromatogréfica para el diagnoéstico del la

enfermedad de Chagas
En el presente estudio desarrollamos un prototipo de test inmunocromatografico para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas, el cual fue comparado con el método de

ELISA convencional y con un test inmunocromatografico comercial. La diferencia con
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los otros test comerciales esta en la utilizacion de antigeno crudo (fraccion soluble de
epimastigote de T.cruzi ) en lugar de utilizar antigenos recombinantes. La mayoria de
los métodos convencionales que utilizan antigeno crudo han demostrado tener una
mayor sensibilidad en sacrificio de la especificidad, lo que les convierte en una prueba

ideal para el tamizaje serologico (65,66, 67).

5.2. Construccion del prototipo de prueba inmunocromatografica

El desarrollo del prototipo se realizd desde la elaboracion del oro coloidal, la
conjugacion del oro coloidal con el anticuerpo hasta el ensamblaje de las tiras
inmunocromatograficas y la estandarizacion del proceso de reaccion. Se realizaron
ademas pruebas para determinar el flujograma de reaccion y las condiciones éptimas
para el funcionamiento de la tira. A continuacién, se discuten todos los pasos seguidos

para la preparacion de los reactivos y el montaje de las tiras.

5.2.1. Preparacion y caracterizacion del oro coloidal
La preparacion del oro coloidal se realizé por el método de reduccion con citrato de
sodio al 1%. Durante el proceso se observo el cambio de color del amarillo al rojo vino

pasando por el negro y el lila tal como se describe en la bibliografia (35,35).

En la evaluacion del oro coloidal por espectrofotometria se observo el pico maximo de
absorbancia a 530 nm, el cual estd dentro del rango mencionado por otros autores
(34,35). El promedio del tamafio de las particulas de oro coloidal por microscopia
electronica confirmo el diametro esperado de 20nm, teniendo en cuenta la concentracion

de citrato al 1% utilizada durante la reduccion (31,34, 35).
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5.2.2. Conjugacion del anticuerpo con el oro coloidal
Para la eleccion del anticuerpo a conjugar, se comparé la reactividad de diferentes lotes
IgG anti-humano de cabra purificada en el laboratorio utilizando el método de IDR. Se

considero el de mejor reaccion aquel que precipité a la mayor dilucion (62,63 ,67).

Como paso fundamental para la conjugacion del oro coloidal con el anticuerpo (1gG de
cabra anti-humano) se tuvieron en cuenta las condiciones Optimas de pH del oro
coloidal y concentracion del anticuerpo, siguiendo el procedimiento indicado por otros
autores (34,50). Realizando el test de floculacién se determind la concentracion del
anticuerpo (150 pg/mL) asi como el pH 6ptimo de la solucion del oro coloidal (7,5-8
siendo estable hasta pH 10) para la preparacion del conjugado. Es importante destacar

que los resultados obtenidos coinciden con lo observado por otros autores (35,50).

En la caracterizacion del conjugado, se evidencié un desplazamiento del pico de
absorbancia en el conjugado, en nuestro caso concreto el pico de aborbancia se desplaza
de 530 a 535 nm. Este cambio en el patron de absorbancia es caracteristico del proceso
de conjugacion y ha sido descrito por otros autores (27). Por otro lado, antes del proceso
de conjugacion se observd un pico de absorbancia a 280 nm debido a los residuos de
tirosina y triptéfano del anticuerpo. Después de la conjugacién con el oro coloidal la
intensidad de la absorbancia a 280nm disminuye debido a la formacion de complejo
anticuerpo-oro coloidal y a la reduccién de la concentracion de anticuerpo libre en

solucion (27,35).

El uso de anticuerpos conjugados con oro coloidal en las técnicas de diagnostico rapido
permite la deteccion de antigeno o anticuerpo en muestras bioldgicas. El objetivo
principal es alcanzar la sefial especifica mas intensa con una minima o nula reaccion

inespecifica (43). La eficacia de nuestro conjugado preparado para la deteccion de 1gG
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humana se confirmd mediante la prueba de inmunodot, observandose una reaccion
especifica tanto con el anticuerpo (IgG humana) purificado como con la IgG humana

unida al antigeno (43).

5.2.3. Utilizacion del antigeno crudo extracto soluble.

No existen test comerciales para el diagnostico confirmatorio de Chagas con 100% de
sensibilidad, es por ello que el diagnostico se realiza por medio de dos o tres métodos de
diferentes fundamentos. Los test convencionales presentan una mayor sensibilidad con
respecto a test no convencionales (34,35).

Debido a la complejidad de la interaccién de T.cruzi con su hospedador, ningln
antigeno recombinante por si solo ha alcanzado la misma eficacia de los extractos
totales en el inmunodiagndstico de este protozoo (6,7, 9,63-66). Estas observaciones por
varios autores nos motivaron a implementar la utilizacion de antigeno total en nuestra
tira inmunocromatografica. Es por esto que en este trabajo se utiliz6 extracto soluble del
antigeno de T.cruzi de la cepa Epsilon () en la zona de captura de la membrana con el

fin de elevar la sensibilidad de la tira en el tamizaje serolégico.

5.2.4. Montaje de las tiras inmunocromatograficas.
La elaboracion de los componentes del prototipo desarrollado se llevo a cabo de

acuerdo a lo descrito por otros autores (34, 35).

En el montaje de las tiras inmunocromatogréficas nos encontramos con ciertas
dificultades debido a que el sembrado, ensamblado y corte de la membrana se llevo a
cabo de forma manual, ya que no contamos con los equipos necesarios para dicho
proceso. La preparacion de las tiras se realizo de manera similar a otros autores que

trabajaron en las mismas condiciones (43,50).
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Este sistema de trabajo plantea una serie de inconvenientes en cuanto a la uniformidad
de las tiras, precision en el sembrado y reproduccion de los resultados. Durante esta
tesis nos encontramos con problemas en el secado de la membrana debido a que no

contamos con las condiciones adecuadas de control de humedad en el laboratorio.

5.3. Determinacion del flujograma de reaccion

Con el fin de determinar el flujograma éptimo de reaccion se probaron dos posibles
modalidades, la primera se realizé en un paso, como la mayoria de los test rapidos (23-
27,33,35,36,39,43,46,50) y la segunda en dos pasos, incubando la tira primero con el

suero y luego con el conjugado.

A pesar de que la prueba de movilidad funciond con el conjugado solo, cuando se
incubd de manera simultanea con el suero y el conjugado no se observé reaccién tanto
en la zona control como en la de captura. Debe tenerse en cuenta que el oro coloidal
tiene poca o ninguna restriccion en el flujo de las particulas a medida que pasa a través
de la membrana sin embargo en los complejos mas grandes, la movilidad puede estar
restringida en funcion del tamafio de las particulas y la viscosidad de la muestra (54).
Otra causa podria deberse a la proteina utilizada para el blogueo de la membrana. La
respuesta de las proteinas varia de acuerdo al tampén de blogueo empleado, el cual es el
responsable de la adsorcion no especifica del conjugado y el analito a la nitrocelulosa.
Esta consideracion es muy importante y se tendrd en cuenta para la realizacion de

futuros experimentos utilizando otras proteinas en el tampon de bloqueo (54).

Otra explicacion para la diferencia observada podria estar relacionada con la velocidad
de migracion de la membrana de nitrocelulosa, se ha demostrado que existe una
correlacion directa entre la velocidad de flujo y sensibilidad de la membrana (60). El

flujo capilar es la velocidad a la que un material de muestra se mueve a lo largo de una
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membrana en una tira de prueba de diagnostico rapido o aplicacion. Existe la
posibilidad de utilizar membranas de alta velocidad de flujo para el ensayo, si la
velocidad es fundamental, la muestra e flujo es abundante, y la sensibilidad no es una
preocupacion. En el otro extremo, el uso de membrana de flujo lento se recomienda para
pruebas donde la velocidad es menos importante, la muestra es limitada, o se necesita
alta sensibilidad (50,54). Para el desarrollo del prototipo se utiliz6 la membrana HF120
(Hi Flow 120 millipore-EEUU). Esta membrana fue elegida por tener una velocidad de
flujo capilar moderada, lo cual estd relacionado con una mayor sensibilidad. No
obstante, se recomienda realizar pruebas con otras membranas de mayor velocidad de

flujo y sensibilidad para optimizar la reaccion, ya sea en uno o en dos pasos.

El flujograma elegido para el prototipo desarrollado fue el de dos pasos, en el cual se
pudo obtener una buena reaccién en menos de 30 min. Segun estudios previos, este
sistema en dos pasos mejora sensibilidad cuando el reactivo marcado no interfiere en la
reaccion antigeno- anticuerpo en las zonas de deteccidn (68). Una ventaja adicional del
sistema de dos paso es que el conjugado anti IgG humano-oro coloidal se une solo IgG
humana unida al antigeno de la zona de captura, lo que facilitaria la deteccion de mas
anticuerpos unidos a otros antigenos sobre la membrana, permitiendo detectar dos 0 mas

enfermedades a la vez (68).

5.4. Evaluacion del prototipo desarrollado

Una vez confirmada la efectividad del sistema en dos pasos, se optimizaron las
cantidades y volumenes de los reactivos, asi como los tiempos de reaccion con el suero
y el conjugado. El prototipo disefiado nos permitié detectar IgG anti-T.cruzi en sueros

humanos diluidos (1/25-1/400) dando la mejor sefial a la dilucién 1/50.
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Las tiras preparadas se compararon con el método de ELISA convencional,
obteniéndose una sensibilidad del 97% vy especificidad 95%. Estos resultados
demuestran que el prototipo desarrollado tiene muy buena sensibilidad con muestras de
zona endémica, lo cual nos permitiria competir con los tests ya existentes en el mercado

(6, 23, 63-65,69,70).

La sensibilidad y especificidad de los distintos modelos de tiras inmunocromatograficas
varian dependiendo de la region en la que se utiliza. Se evalu6 Chagas Stat-Pak
(Chembio Diagnostic Systems, Medford, NY), en muestras procedentes de Bolivia y
Per(. Las muestras positivas se confirmaron por tres ensayos y las muestras negativas
por dos o mé&s ensayos. En las muestras de Bolivia STAT-PAK se obtuvo una
sensibilidad y especificidad del 87,5% y 100%, respectivamente. Sin embargo, la
sensibilidad en muestras peruanas fue mucho menor: 26,6%, con una especificidad del
98%. La baja sensibilidad en el Per( puede estar relacionada con diferencias en las
cepas circulantes del parésito. Por tal motivo, es recomendable evaluar las pruebas
rapidas en el campo en cada sitio geografico antes de la aplicacion generalizada para el
tamizaje en cada region. Esto mismo se debe tener en cuenta en paises que reciben a
emigrantes de diferentes zona endémicas para la enfermedad de Chagas (7,64).

En la presente tesis se compard el prototipo desarrollado con el test comercial SD
Bioline Chagas Ab Rapid. Dicho test ha sido comparado con otros test comerciales
utilizados en la regién como: Chagas Stat-Pak Assay (Chembio Diagnositc Systems,
USA), OnSite Chagas Ab Rapid test-Cassette (CTK Biotech, USA), and Trypanosoma
Detect Rapid Test (InBios International, EEUU) utilizando muestras del Laboratorio
Nacional de Referencia de Chagas y Leishmania de Honduras. Se obtuvieron resultados
de sensibilidad y especificidad de 99,3% y 100%, respectivamente, en SD BIOLINE y

Chembio kits, 97,2% y 100% para InBios kit, y 97,9% y 98,8% para CTK kit. Es

79



importante aclarar que todos estos test utilizan antigenos recombinantes , estos datos de

sensibilidad y especificidad son relativos ya que dependen de cada regién (64,71).

En la comparacion de nuestro de prototipo con el SD Bioline Chagas Ab Rapicon se
observd una buena concordancia con un indice kappa de 0,89, sensibilidad y
especificidad del 97% y 91% respectivamente. Esto sugiere que el potencial diagnostico
del prototipo desarrollado en nuestro laboratorio puede ser comparable con el de otros
test ya existentes en el mercado y que ain podria ser mejorado ya que se encuentra en la

etapa de experimentacion.

5.5. Efectividad del prototipo desarrollado para la deteccion de infecciones
multiples

La enfermedad de Chagas es una infeccion exclusiva del continente Americano y
frecuente en Latinoamérica, la toxoplasmosis es una zoonosis de amplia distribucién
mundial. Actualmente, la toxoplasmosis y la enfermedad de Chagas son dos patologias
que a pesar de requerir la presencia de factores especificos de riesgo, no tienen
distincion entre sexo, edad y/o condicion social. Un grupo especialmente susceptible es
el de las embarazadas, debido a que estas infecciones no solamente las afectan a ellas,
sino que pueden tener repercusion sobre sus hijos cuando ocurre la transmisién
transplacentaria. La educacion orientada a las mujeres en edad fértil asi como la
evaluacion de factores de riesgo, en consulta preconcepcional y durante el embarazo,
puede evitar la adquisicion y transmisién congénita de toxoplasmosis y enfermedad de
Chagas. La deteccion estas enfermedades durante el embarazo, mediante la realizacion
de pruebas seroldgicas a todas las embarazadas desde el primer trimestre que acuden al
control prenatal, realizando la serologia y complementado con entrevistas
epidemioldgicas, podria descubrir exposicion al riesgo para toxoplasmosis Yy

enfermedad de Chagas. (71)
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En este trabajo se presenta el disefio y uso de un test inmunocromatografico capaz de
detectar y distinguir entre T.cruzi (Chagas) y T.gondii (Toxoplasmosis) en muestras
diluida 50 veces, utilizando, en ambos casos, extracto soluble del antigeno total. En
contraste con otros test inmunocromatograficos comerciales actualmente disponibles,
que detectan un parasito a la vez, este prototipo presenta un gran ventaja teniendo en
cuanta el costo y tiempo empleado para el diagndstico de las dos enfermedades en los
centro de salud y en zonas rurales de dificil acceso, siendo principalmente de
importancia en el control prenatal de la mujer embarazada. (64,71-76).

En la prueba preliminar realizada con tiras sensibilizadas con antigeno de T.cruzi y
T.gondii se pudo observar sefial con sueros positivos para una o ambas patologias y no
se observo sefial con sueros negativos para ambas enfermedades. Este sistema podria ser
mejorado y optimizado, ofreciendo asi la posibilidad de detectar varias enfermedades en

forma simultanea, lo cual seria de gran importancia para salud publica.

5.6. Perspectivas
Fase 2
e Adquirir los equipos bésicos para el sembrado y corte de las membranas de
nitrocelulosa a fin de estandarizar la fabricacion de las tiras
inmunocromatograficas
e Ajustar la metodologia empleada. El prototipo desarrollado es robusto pero ain

puede ser mejorado ya que se encuentra en la etapa de experimentacion.

e Estandarizar las condiciones para la deteccion simultinea de dos o mas
patologias de importancia en salud publica. En ese sentido, el sistema de dos
pasos podria ser util para la inclusion de dos enfermedades en una misma

reaccion, pero aln necesitan mas pruebas para poner a punto esta prueba.
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Fase 3

Fase 4

Realizar pruebas en zonas endémicas una vez que el prototipo finalice la fase 2

Proceder a la industrializacion del prototipo y ser competitivos en el mercado

nacional.
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6-CONCLUSIONES
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El prototipo desarrollado present6 una muy buena concordancia con respecto al
método de ELISA convencional. Se observd ademas una sensibilidad y especificidad

superior al 95%.

Comparado con el test inmunocromatografico comercial (antigeno recombinante)

present6 una alta concordancia.

La estabilidad del prototipo desarrollado es aceptable por mas de 6 meses en las

condiciones de conservacion utilizadas en el laboratorio.

El prototipo desarrollado detecta de manera simultanea la enfermedad de Chagas y

toxoplasmosis.

Es necesario seguir realizando pruebas de ajustes para ambos sistemas antes de pasar a

la fase 3 del desarrollo del test inmunocromatogréfico.
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