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Introduccion
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* Las poblaciones del A
Trypanosoma cruzi que circulan | |
en Paraguay han mostrado una \>
gran diversidad genética, la cual
ha sido evaluada usando
diferentes metodologiasy
técnicas
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fecal

* Acosta N, etal 2013




T. cruzi: amplia
diversidad bioldgica
identificables por
marcadores
geneéticos,
moleculares e
inmunolodgicos que
podrian
diferenciarse en su
capacidad
antigénica.

Se clasificaen 6
unidades discretas
de tipificacion(
UTDs): Tcl, Tcll,
Tclll, TclV, TcV y

TcVI. (Zingales et al. 2009)

Alto Paraguay

Figura 2. Distribucibn de las unidades discretas de tipificacidn (UDTs) del Trypanosoma cruzi en el
Paraguay. Los tridngulos indican ciclo doméstico y peridoméstico, los circulos ciclo selvético.

Acosta N, et al 2013




Diagnostico de la enfermedad de Chagas

Fase aguda Fase cronica
Parasitemia elevada Parasitemia escasa
* Microscopia * Inmunofluorescencia
« Hemocultivo indirecta (IFl)
« Xenodiagndstico * Hemaglutinacion
* Métodos moleculares indirecta (HAI)
e ELISA

No existe una técnica considerada gold standard

OMS: diagnostico por al menos dos métodos con principio
diferente




Objetivos

s OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar el perfil antigénico de los extractos
proteicos solubles de diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi.

S, (OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar el patron de proteinas de los extractos
solubles de T. cruzi obtenidos a partir de cada cepa
mediante SDS-PAGE.

e Determinar la capacidad antigénica de los extractos
solubles de las cepas con un panel de sueros de
pacientes positivos y negativos para Chagas.




Materiales y metodos

Observacional,
descriptivo, de

corte
transversal

Cepas empleadas:

Y (Ypsilon) (Tcll),

CL Brener (TcVI),

Cepa Paraguaya
(Tell)

Cepa:

. Ciclo completo
(Y Lote 74),

ciclo incompleto
(Y Lote 73)

Prueba de reactividad

5 sueros de pacientes
positivos Chagas IgG

4 sueros de pacientes
negativos

2 controles positivos
(ncs)

1 control
negativo(lICS)




Procedimientos

Concentracion

Muestra
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Determinacion de la
capacidad antigénica

1-ELISA indirecto
2-Western blot

Protocolo de Towbin )
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Equipo Gel Doc EZ (bio-

Resultados y discusion | s programa: image ot
Perfil de proteinas mediante SDS-PAGE
M Y 73 Y 74 CL_ Br Py

200 e 200
150 = 150
CL Br(;rcl)gr: rgen;:res de 20 e Barlmtda;Mde
Y banda 85 = — 85 alto
mayoritaria de 62,5 kDa Zg - - ;2
E/ 20 y 150 kDa " =
Se destacan menores de 0 o L 40
100 y entre 24 a 41 kDa
mayor intensidad _— | 30 | Bandas de
bajo PM
Py: Menor conc, bandas 5 - -
57,33,31,27kDa
20— — 20

Entre 24 y 40 kDa presentes en todos

Puerto F et al 1996 similitud en 5 cepas de Yucatan rangos del199 a 10, proteinas antigénicas con sueros

57, 47 y 42 kDa . Vasquez A et al 2015 TESA rangos de 100 a 20, siendo de 18.0 kDa, mayor reactividad antigénica en
los TESA de bajo peso molecular




Perfil de proteinas mediante SDS-PAGE

PM %Int° PM* %Int”
banda
1 >a 200 34 1844 48
2 >a 200 1,8 67,5 54
3 135,6 04 57,2 12,7
4 849 14,1 51,2 84
5 62,5 48,0 38,5 55
6 51 149 33,7 10,0
7 44 6 5.5 31,3 21,8
8 41 24 27 13,9
9 35,9 04 23,7 3.3
10 31,8 1,0 20 6,3
1 29,6 3.9 <a20 79
12 g o 1.5
13 293 1.5
14 <az20 1.2
15
16 Equipo Gel Doc EZ
17 (bio-Rad,USA)
8 Programa: !mage
Lab 5,2,1(Bio-
- 1 rad,USA)




Estudio de la capacidad antigénica mediante ELISA indirecto I1gG

LR
2

0 Abs Res Abs Res Abs Res Abs Res
ci P 1,426 P 1,326 P 1,339 P 1,030 P
cl P 0,702 P 0,708 P 0,676 P 0,431 P
C Neg N 0,083 N 0,104 N 0,113 N 0,066 N
M1° P 1,424 P 1,376 P 1,386 P 1,634 P
M2 © P 1,390 P 1,434 P 1,296 P 1,561 P
M3 © P 1,389 P 1,482 P 1,275 P 1,542 P
M4 © P 1,413 P 1,466 P 1,386 P 1,571 P
M5 © P 1,372 P 1,321 P 1,350 P 1,636 P
M6 ° N 0,341 I 0,346 I 0,320 I 0,266 I
M7 “ N 0,236 N 0,219 N 0,253 N 0,241 N
ms “ N 0,538 I 0.464 I 0,402 I 0,518 I
UEN N 0,205 N 0,193 N 0,281 N 0,130 N
Puntos de corte 0,283 0,304 0,314 0,266

OMS: resultado debe necesariamente ser confirmado

con otro método basado en un principio diferente




* Estudio preliminar de la funcionalidad antigénica mediante
inmunodeteccion (Western blot)

Reaccion con suero chagasico Reaccion con control -
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Todos los extractos evaluados: CL Brener:

Reaccidn con suero chagasico

Prot de con control -

Bandas comunes a Y Lote 73y 74: 18, 38 y 48 kDa
Bandas comunes a los 3 extractos: 19, 20y 25 kDa
Potencial para fines diagndsticos




Y lote 73 Ciclo incompleto

Control
Control Sueros negativos positivo

negativo




Y lote 73 Ciclo incompleto

Lima D et al 2007 diferencia en perfil de proteinas y antigenicidad debido a condiciones de
mantenimiento diferentes




Conclusiones

Perfil proteico:

* Expresion de proteinas de alto y bajo peso molecular presentando
mayor intensidad :

* Ylote 73y 74: 24,28,32,41 kDa
 CLBrener: 51,62,84 kDa

* PY: 27,31,33,51 kDa

ELISA:

* Actividad antigénica: mediante el test con sueros chagasicos y no
chagasicos.

* Importancia de la verificacion de un resultado positivo y del
diagndstico diferencial.

Western blot:

e Antigenicidad de proteinas de bajo PM cepa Y (19, 20,25 18, 38y
48 kDa )frente sueros chagasicos
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