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Evaluacion de ELISA F29 como marcador de eficacia del
tratamiento etioldgico en la enfermedad de Chagas

DIANA FABBRO*, ELSA VELAZQUEZ**, NORBERTO MENDOZA*, MIRTHA STREIGER*, ENRIQUE
ARIAS*, SUSANA DENNER*, MONICA DEL BARCO*, NORBERTO AMICONE*, CARLOS PRAVIA**
NORA MALAGRINO**, y ANDRES MARIANO RUIZ**

ASSESSMENT OF ELISAF29 AS AMARKER OF ETIOLOGICAL TREATMENT EFFICACY
FOR CHAGAS DISEASE

A transversal study was performed on sera from chronic chagasic patients treated with nifurtimox
(Nx) or benznidazole (Bz), in order to evaluate the Trypanosoma cruzi flagellar calcium-binding
protein (F29) as a marker for therapeutic effectiveness. An ELISA was used with these F29
recombinant antigen, and its relation to conventional serology (CS) and parasitological and clinical
evolution was analysed. Sera from 118 patients with retrospective, serological, parasitological and
clinical information was available, were analyzed. Patients were grouped into: A) 30 treated patients
whose CS became negative after treatment; B) 34 treated patients whose CS remained positive; C) 54
untreated patients. A double-blind trial was conducted simultaneously in all serum samples, by means
of CS (indirect hemagglutination, direct agglutination and indirect immunofluorescence) and ELISA
F29. The ELISA F29 test was non reactive in: 100% of group A, 82.4% of group B and 13% of group
C. The infected patients who presented electrocardiographic alterations compatible with chronic
chagasic myocardiopathy (n = 11) were reactive for ELISA F29. All patients whose parasitological
studies (xenodiagnosis and/or strout method) were positive presented a high reactivity to the ELISA
F29 test. The correlation between ELISA F29 and CS was statistically significant (p < 005) in the
treated group whose CS was non reactive (group A) and the untreated group (group C). As opposed to
this, in the group of treated patients whose CS remained positive (group B), the ELISA F29 test was
reactive only in a 17.6%.These results suggest that the fast and user-friendly ELISA F29 test could be
useful to monitor changes after trypanocidal treatment.

Key words: Chagas disease, serological marker of therapeutic efficacy.

INTRODUCCION

La infeccion por Trypanosoma cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas, fue
descubierta hace mas de 90 afios. El tratamiento
tripanocida es eficaz en etapas tempranas de la
infeccion. Para la etapa cronica la eficacia del

mismo sigue en discusion.

El nifurtimox (Nx) y el benznidazol (Bz)
demostraron ser utiles en su accidn tripanocida
en pacientes infectados en la fase aguda y en
nifos con enfermedad de Chagas por transmision
connatal tratados tardiamente (antes de los 2
afios de edad)'?, si bien se ha comprobado la
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existencia de cepas de T. cruzi resistentes a
alguna de las drogas®®. Estudios mas recientes
realizados en nifios menores de 13 afios en periodo
indeterminado de la enfermedad de Chagas,
mostraron buena tolerancia y alto porcentaje de
eficacia del Bz, utilizando en la evaluacidn
métodos serologicos no convencionales®?.

La caracterizacion de la eficacia del
tratamiento antiparasitario especifico en pacientes
adultos con infecciéon cronica por T. cruzi no
estd definido actualmente, debido a que la
serologia convencional (SC) permanece reactiva
en la gran mayoria de los pacientes, ain muchos
afios después de finalizado el tratamiento
tripanocida y, los métodos parasitologicos
tradicionales (xenodiagnostico, hemocultivo)
tienen escasa sensibilidad en esta etapa de la
infeccion. Ademas la evolucion clinica de la
enfermedad de Chagas es de lenta progresion y
un elevado porcentaje de pacientes infectados
permanece, aun sin tratamiento, en el periodo
indeterminado, sin manifestaciones electrocar-
diogréficas y radioldgicas.

Por otra parte, los mecanismos por los cuales
los pacientes con infeccion cronica desarrollan
enfermedad no son completamente conocidos.
En el periodo agudo de la infeccion el rol del
parasito en el proceso inflamatorio esta bien
definido. Para la fase cronica de la enfermedad
se ha planteado la posibilidad de una patogenia
autoinmune, aunque existen dudas acerca de que
el mecanismo autorreactivo sea el Unico
responsable de las lesiones cardiacas. La
persistencia del parasito generaria una reactividad
inflamatoria crénica, y ésta induciria una
respuesta inmune cuyo blanco seria el propio
tejido del huésped®!!.

Estos antecedentes demuestran la necesidad
de contar con herramientas sensibles y especificas
que permitan monitorear la eficacia del tratamiento
de manera segura y eficiente.

Laproteina flagelar ligadora de calcio ha sido
utilizada como marcador temprano de cura de la
enfermedad de Chagas'>'"®. Sosa Estani y col®,
evaluaron la eficacia del tratamiento antiparasitario
especifico en nifios entre 6 y 12 afos, con
infeccion por T. cruzi tratados con benznidazol.
Para ello implementaron una técnica de ELISA
usando como antigeno una molécula recombinante
obtenida de una proteina flagelar del parasito
(conocida como F29)!,

El objetivo de este trabajo fue evaluar un
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ensayo inmunoenzimatico con la proteina
recombinante F29 (ELISA F29), como posible
marcador serologico de eficacia terapéutica, en
sueros de pacientes con infeccion cronica por T.
cruzi tratados y no tratados, analizando su relacion
con la SC, la parasitemia y los aspectos clinicos.

MATERIALY METODOS

Disefio: estudio transversal, con informacién
retrospectiva de una cohorte.

Se estudiaron 118 sueros de pacientes
infectados con T. cruzi provenientes del C.I.LE.N
(Centro de Investigaciones sobre Endemias
Nacionales). De todos ellos se disponia de
informacion clinica, seroldgica y parasitologica
durante un seguimiento de hasta 23 afios,
residiendo siempre en la ciudad de Santa Fe
(zona de baja endemicidad). Los pacientes fueron
controlados anual o bianualmente, mediante
examenes clinicos complementados con
electrocardiograma y radiografia de torax.
Conjuntamente se realizaba toma de muestra de
sangre para realizar SC para Chagas. Los controles
parasitologicos, mediante xenodiagnostico'® (Xd),
se realizaron en periodos de tiempo mayores.
Las muestras de sueros analizadas en el presente
trabajo son las correspondientes al ultimo control
de los pacientes.

Sesenta y cuatro sueros correspondian a
pacientes que habian recibido tratamiento
tripanocida (37 nifios y 24 adultos con infeccion
cronica y 3 nifios menores de un afio con
infeccion congénita) y 54 sueros de infectados
crénicos que permanecian sin tratar (17 nifios y
37 adultos) (Tabla 1).

El tratamiento antiparasitario especifico en
los pacientes cronicos adultos se administrd con
anterioridad al afio 19836, ya que recién a partir
de esa fecha las Normas Nacionales indicaron
que no se debia tratar a los infectados crénicos'”.
La dosis y tiempo de tratamiento fueron:
nifurtimox (Nx) 12-15 mg/kg/dia para nifios y
8-10 mg/kg/dia para adultos, durante 45-60 dias;
benznidazol (Bz): 5 mg/kg/dia por 30 dias para
nifios y adultos. Diecinueve pacientes recibieron
tratamiento con Nx y 45 con Bz.

Tenian Xd previo 47 pacientes: 30 tratados
con controles parasitologicos pre y post-
tratamiento y 17 no tratados. En 5 nifilos menores
de 4 afios, en los que se sospechd infeccion
aguda, se utilizé el método de Strout.
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La Tabla 1 muestra los diferentes grupos seguimiento y 4 enfermaron durante el mismo)
estudiados segun edad, tiempo de seguimiento, seguidos durante 17 £+ 3,9 afios. La SC fue
droga utilizada en los tratados y resultados de la  persistentemente positiva en 30 pacientes adultos

SC. mientras en 7 de ellos presentd fluctuaciones en
Los pacientes se clasificaron en 3 grupos, los diferentes controles seroldgicos.

segun hubieran recibido o no tratamiento y segun Grupo Control: Se utilizaron 35 muestras

el resultado de la SC: de sueros sin anticuerpos anti-T. cruzi como

Grupo A. 30 pacientes tratados con controles no reactivos (NoR) para todas las
negativizacion de la SC post-tratamiento. Todos  pruebas serologicas.
eran asintomaticos. Este grupo estuvo compuesto
por: 23 nifos infectados cronicos con un Examenes de laboratorio
seguimiento post-tratamiento de 14,6 + 4,8 afos; Se utilizaron reacciones de SC como
2 nifias con infeccion aguda transplacentaria 'y 5 hemaglutinacién indirecta (HAI), aglutinacion
adultos chagasicos cronicos con 19 + 2 afios de  directa (AD) con y sin 2 mercaptoetanol ante
seguimiento post-tratamiento. sospecha de infeccion chagasica aguda, e
Grupo B. 34 pacientes tratados que no  inmunofluorescencia indirecta (IFI) con anti-
negativizaron la SC post-tratamiento. Este grupo inmunoglobulina humana total. Se considerd
estuvo compuesto por: 14 niflos infectados  reactivo cuando por lo menos 2 de 3 reacciones
cronicos asintomaticos con seguimiento de 2,5 serologicas presentaron titulos mayores o iguales
+ 1,8 afios post-tratamiento; 1 nifia con infeccion a 1/32.

congénita tratada con nifurtimox a los 2 meses Se procesaron simultaneamente a doble ciego,
de vida y, 19 adultos infectados cronicos con  los 118 sueros correspondientes al Gltimo control
seguimiento post-tratamiento de 19,5 + 2,8 afios. de la poblacion descripta conjuntamente con las
En este grupo, excepto un paciente, todos 35 muestras de suero de no infectados,
permanecieron asintomaticos. nuevamente mediante las reacciones serologicas

Grupo C. 54 infectados chagésicos cronicos  cuantitativas mencionadas anteriormente y, por
no tratados compuesto por: 17 nifios asintomaticos ~ primera vez, con el test de ELISA utilizando
sin seguimiento y 37 adultos (6 con miocar- como antigeno la proteina recombinante F29
diopatia chagasica croénica -MChCr- al inicio del ~ (ELISA F29).

Tabla 1. Clasificacion de infectados chagasicos segun edad, tratamiento,
serologia convencional y tiempo de seguimiento

Edaden afios Tratados (n=64) No tratados (n=54)

Grupo A (n=30) Grupo B (n=34) Grupo C Total

SC Final NoR SC Final R SCR t+ds

Nx Bz Total t+ds Nx Bz Total t+ds

<14 <7 4 15% 19 14,6 +4.,8 1 4 5 25+18 3 0 27
7-14 0 6 6 0 10 10 14 30
>14 15-29 0 1 1 19+2 6 2 8 19,5+2,8 16 17,1+£3,9 25
30-44 2 0 2 4 6 10 17 29
>45 1 1 2 1 0 1 4 7
Total 7 23 30 12 22 34 54 118

La edad de los pacientes corresponde al momento que recibieron tratamiento y en los no tratados al comienzo del
estudio de seguimiento; t+ds: tiempo promedio de seguimiento (en afios) + desvio standard; SC: serologia convencional,
R: reactiva; NoR: no reactiva; Bz: benznidazol; Nx: nifurtimox.

* En este grupo de pacientes 2 nifias con infeccion connatal fueron tratadas antes del afio de vida.

** Nifila con infeccion congénita tratada a los 2 meses de vida, la muestra del suero aqui analizada corresponde a los 10
meses de edad.
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Antigeno F29: La secuencia de la proteina
recombinante F29 fue obtenida a partir del clon
pMalp2X F29'* mediante PCR utilizando la
polimerasa Pfu y los primers especificos:

5’-ATGGGTGCTTGTGGGTCGAA-3"y 5'-
TCAAGCCTTCTCCGGCACGT-3. El fragmento
amplificado fue purificando con el kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y
posteriormente subclonado en el sitio Sma | del
vector pQE32. La proteina 6His-F29 fue
expresada y purificada utilizando una columna
de acido nitrilotriacético- niquel (Ni-NTA, Qiagen)
siguiendo el protocolo del fabricante.

ELISA F29: El ensayo se realiz6 como ya se
describio anteriormente®, con la diferencia que
se utilizé la proteina 6His-F29 en lugar de la
MBP-F29. La proteina purificada se resuspendio
en buffer carbonato pH 9,6 con una concentracion
5 pg/ml y en un volumen final de 50 pl por
pocillo. Se acopl6 a placas de poliestireno de 96
pocillos Immuno Plate Maxisorp Surface (Nunc)
durante toda la noche a 4°C. Las placas se
bloquearon con PBS-5% leche durante 1 hora a
temperatura ambiente.

La dilucion de los sueros se realizé en PBS-
1% leche en una concentracion 1/200. La
incubacién de los sueros se realizd durante una
hora a 37°C.

Luego de tres lavados con PBS-Tween 0.05%

se incubd con el segundo anticuerpo: anti-IgG
humano acoplada a la enzima peroxidasa (DAKO,
diluidos 1/7.500 en PBS-leche al 1% p/v).

Luego de lavar, el revelado se realiz6 con o-
fenilenediamina dihidrocloruro (OPD) 0,4 mg/
ml en una solucion de buffer citrato pH: 5 con
0,024% de H,O,. La DO a 490 nm fue medida en
un lector de microplacas.

El titulo de corte fue de 0.200 DO.

Anélisis estadistico

Prueba de Shapiro-Wilk. Coeficiente de
correlacion por rangos de Spearman. Prueba de
%> de Pearson. Para todas las pruebas se fijo un
nivel de significacion p = 0,05.

RESULTADOS

En la Figura 1 se observan los resultados de
ELISA F29 en los diferentes grupos estudiados.

Grupo A: el 100% (30/30) fue NoR para
ELISA F29. Pre-tratamiento se demostrd la
presencia del parasito en 18 pacientes: una nifia
con infeccion congénita de 4 meses de vida
presentd Strout positivo y 17 infectados cronicos
tuvieron Xd (+). Los controles parasitologicos
realizados post-tratamiento en estos 17 pacientes
fueron persistentemente negativos, con un
promedio de 5 Xd/paciente durante 10 afios
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Figura 1. Resultados de las lecturas (DO) para la reaccion de ELISA F29 en infectados chagésicos con y sin tratamiento
antiparasitario especifico. Grupo A: 30 pacientes tratados con serologia convencional final no reactiva; Grupo B: 34
pacientes tratados con serologia convencional final reactiva; Grupo C: 54 pacientes que no recibieron tratamiento;
Crupo Control: 35 personas no infectados con T. cruzi; DO: lectura en densidades opticas (valor de corte 0,200).
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posteriores a la finalizacién de la quimioterapia
especifica. En este grupo todos los pacientes
(100%) permanecieron sin manifestaciones
clinicas ni electrocardiograficas compatibles con
miocardiopatia chagasica durante 19 + 2 afios de
seguimiento en los adultos y 14,6 + 4,8 afios en
los nifios con infeccion cronica.

Grupo B: el 82,4% (28/34) fue NoR para
ELISA F29. Durante el seguimiento, un solo
paciente presentd alteraciones electrocar-
diograficas compatibles con miocardiopatia
chagasica cronica (MChCr).

En este grupo, se observa un punto superior
alejado del conjunto (DO = 0,571) correspondiente
a una muestra de suero analizada a los 10 meses
post-tratamiento, de una nifia con infeccion
congénita tratada con Nx a los 2 meses de vida,
que presento falla terapéutica (Strout positivo y
serologia con elevada concentracion de
anticuerpos anti-T. cruzi). El punto siguiente en
la figura (DO = 0,367) corresponde a una paciente
adulta tratada con Nx a los 23 afos de edad,
quien permanece con elevados titulos serologicos
(>1/128) atin 20 afos después de finalizado el
tratamiento y a pesar de tener 3 Xd post-
tratamiento donde no se observo presencia de T.
cruzi. Los 3 valores siguientes - DO 0,306;
0,274 y 0,225 - corresponden a 3 nifios tratados
con Bz a la edad de 11, 14 y 12 afios
respectivamente y tienen solo 2 afios de control
post-tratamiento. El Ultimo valor reactivo para
ELISA F29 (DO: 0,220) corresponde al infectado

adulto tratado con Bz, que desarroll6 MChCr
(hemibloqueo anterior izquierdo, bradicardia
sinusal y extrasistoles ventriculares frecuentes),
sin modificaciones en la silueta cardiaca durante
20 afos de seguimiento post-tratamiento. No se
encontro el parasito en los 3 Xd realizados durante
10 afios posteriores a la finalizacion de la terapia
tripanocida.

Se realizo Xd a 13 pacientes de este grupo;
12/13 de ellos fueron positivos pre-tratamiento.
En estos 12 pacientes, los Xd realizados durante
10 afios posteriores a la finalizacion del
tratamiento, con un promedio de 3 Xd/paciente,
fueron persistentemente negativos.

Grupo C: el test ELISA F29 fue NoR en el
13% (7/54) de los pacientes. En ellos, los titulos
de la SC fueron bajos y/o discordantes,
permaneciendo sin signos ni sintomas de MChCr
durante 17 afios de seguimiento.

Se realizaron 22 Xd a 17 pacientes de este
grupo, resultando 4 positivos (23.5%), mientras
que el test de ELISA F29 fue reactivo en 16 de
esos 17 (94,1%). Los 4 pacientes con Xd positivo
presentaron elevada reactividad al ELISA F29.

Todos los infectados con miocardiopatia, al
inicio del seguimiento (6 pacientes del grupo C)
y los que enfermaron durante el mismo (1 paciente
del grupo B y 4 pacientes del grupo C), fueron
reactivos para ELISA F29.

En las Figuras 2 y 3 estan representados los
resultados del test de ELISA F29 en los pacientes
del grupo B (infectados tratados, con SC reactiva),
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Figura 2. Resultados de ELISA F29 en 19 pacientes
adultos con infeccion cronica del Grupo B, segtin 1a edad
en que fueron tratados. Grupo B: pacientes tratados con
serologia convencional reactiva y seguimiento promedio
post tratamiento tripanocida de 19,5 + 2.8 afios; DO:
lectura en densidades opticas (valor de corte 0,200); Edad
de tratamiento: edad (en aflos) que recibieron tratamiento
tripanocida.

Figura 3. Resultados de ELISA F29 en 14 niflos con
infeccion cronica del grupo B, segtin la edad en que fueron
tratados. Grupo B: pacientes tratados con serologia
convencional reactiva con seguimiento de 2,5 + 1,8 aflos
post-tratamiento tripanocida; DO: lectura en densidades
opticas (valor de corte 0,200); Edad de tratamiento: edad
(en afios) que recibieron tratamiento tripanocida.
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adultos y nifios respectivamente, teniendo en
cuenta la edad en que fueron tratados y los afios
post-tratamiento en que se realizo el control.

En la poblacion adulta, con seguimiento
promedio post-tratamiento de 19,5 + 2,8 afios,
se observa que mientras la SC permanecio
reactiva, el ELISA F29 fue NoR en el 89,5% (17/
19) (Figura 2).

En el grupo de nifios infectados cronicos
tratados, con seguimiento post-tratamiento de
2,5+ 1,8 afios (excluida la nifia aguda congénita),
78,6% (11/14) fueron NoR para ELISA F29. Los
3 niflos que permanecieron con ELISA F29
reactiva fueron controlados sé6lo 2 afios
después de recibir tratamiento con Bz y ademas
fueron tratados después de los 10 afios de
edad (Figura 3).

Los resultados obtenidos con el test de ELISA
F29 y cada una de las reacciones serologicas
convencionales, se analizaron mediante el
coeficiente de correlacion por rangos de
Spearman, ya que las variables no cumplian con
los supuestos de distribucion normal. En los
grupos A y C, analizados en forma conjunta, se

hallé correlacion estadisticamente significativa
(p < 0,05), resultando los coeficientes de
correlacion (r) entre ELISA F29 y AD, IFI, HAI
igualesa 0,7788,0,7119y 0,7279 respectivamente.
En cambio en el grupo B no se observo
correlacion, ya que mientras la SC fue reactiva
en el 100%, el test de ELISA F29 s6lo fue
reactivo en 17,6%.

Las Tablas 2 y 3 muestran, respectivamente,
los resultados de ELISA F29 y de la SC segun la
droga tripanocida utilizada en el tratamiento de
pacientes con infeccion cronica. Se aplicod la
prueba de ¥*> de Pearson, para comparar los
resultados de las reacciones seroldgicas
mencionadas, segin los pacientes hubieran
recibido tratamiento con Nx o Bz. No se
observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ambas drogas (ELISA F29 p =
0,678; HAI p = 0,502; AD p = 0,677; IFI p =
0,697).

Ademas, en estas tablas se observa que en los
infectados que recibieron tratamiento tripanocida
el test de ELISA F29 resultd negativo en el
91,8% mientras la SC solo en el 46%. Esta

Tabla 2 Resultados del test de ELISA F29 en 61 pacientes con infeccion crénica, segin droga
tripanocida utilizada en el tratamiento

ELISA F29 Tratados

NX % Bz % Total %
R 1 5,5 4 9,3 5 8,2
NoR 17 94,5 39 90,7 56 91,8
Total 18 100 43 100 61 100

Se excluyeron 3 nifias tratadas antes del afio de edad con infeccion connatal. R: reactiva; NoR: no reactiva; Nx:
nifurtimox; Bz: benznidazol. Al aplicar la prueba > de Pearson, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados de ELISA F29 segtin los pacientes hubieran sido tratados con Nx 0o Bz (p =
0,678).

Tabla 3. Resultados de la serologia convencional en 61 pacientes tratados con infeccién crénica,
segun droga tripanocida utilizada en el tratamiento

SC Tratados

NX % Bz % Total %
R 11 61 22 51 33 54
NoR 7 39 21 49 28 46
Total 18 100 43 100 61 100

Se excluyeron 3 nifias tratadas antes del afio de edad con infeccion connatal. SC: serologia convencional; Nx:
nifurtimox; Bz: benznidazol. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de
la serologia convencional segun los pacientes hubieran sido tratados con Nx o Bz aplicando la prueba x> de
Pearson (p > 0,5).
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diferencia resultd estadisticamente significativa
(? de Pearson = 28,5, p < 0,05).

DISCUSION

A partir de los resultados de este trabajo,
pueden remarcarse aspectos parasitologicos,
seroldgicos y clinicos que indicarian efectos
beneficiosos del tratamiento tripanocida en
infectados chagasicos crénicos. Desde el punto
de vista parasitologico, mediante Xd, aun
considerando la baja sensibilidad de este método
en el periodo crénico de la infeccion, se observo
la presencia de T. cruzi antes del tratamiento, en
cambio no se visualizé el parédsito con
posterioridad al mismo indicando, al menos,
disminucidén en la carga parasitaria. En cuanto a
la respuesta seroldgica, solo §8,2% de los
pacientes cronicos tratados fueron reactivos para
ELISA F29, mientras esto ocurrid en el 87% de
los infectados que no recibieron tratamiento.
Ademas, en este ultimo grupo, 4/37(10,8%)
pacientes desarrollaron durante el seguimiento
manifestaciones clinicas compatibles con MChCr
y ésta patologia organica fue observada sélo en
1/24 (4,2%) del grupo tratado.

Los trabajos realizados por diferentes
investigadores'®?¢ para evaluar eficacia del
tratamiento tripanocida en pacientes con infeccion
cronica mostraron gran variabilidad en los
resultados.

En nuestro Centro de Investigaciones se
realiz6 un estudio de cohorte en nifios infectados
chagasicos cronicos menores de 14 afos, tratados
con drogas tripanocidas y no tratados, con un
tiempo de seguimiento de hasta 24 afos,
observandose un 59% de negativizaciéon de la
serologia convencional en los nifios tratados,
mientras el grupo de los no tratados mantuvo su
serologia persistentemente positiva. Las medianas
de los tiempos de seroconversion negativa fueron
de 3,5 y 8 afios para nifios que recibieron
tratamiento a la edad de 1 a 6 y de 7 a 14 afios
respectivamente®.

También nuestro grupo de trabajo realizd
un seguimiento en infectados chagdsicos
adultos crénicos???®, y observd mejor
evolucidn clinica, disminucién de anticuerpos
anti-T. Ccruzi y, seroconversion negativa en el
37% de los pacientes tratados con un tiempo
promedio post-tratamiento de 21 afios. Los
pacientes que no recibieron tratamiento

permanecieron con SC reactiva.

El criterio de cura después del tratamiento
antiparasitario especifico es la desaparicion de
los anticuerpos anti-T. cruzi, medidos por los
tests serologicos convencionales?”. No obstante,
la SC presenta limitaciones relacionadas a la
elevada complejidad antigénica del T. cruzi, a su
variabilidad en las formas evolutivas, a la
existencia de diferentes cepas, asi como a la
similitud con otros parasitos, produciendo
desventajas en términos de especificidad,
sobretodo en titulos proximos a los de corte.
Esto ha generado dificultad para disponer de un
antigeno universal que sea reconocido por todos
los infectados chagasicos y s6lo por ellos?.

En el presente trabajo, el 13% de pacientes
que no recibieron tratamiento fueron NoR para
el test de ELISA F29. Ellos permanecieron sin
signos ni sintomas de MChCr y los resultados de
la SC no fueron coincidentes para las distintas
reacciones y en los casos en que los tests
convencionales fueron reactivos, dicha positividad
alcanzo solo el titulo de corte. Es preciso realizar
estudios complementarios para definir esta
discordancia.

En los pacientes cronicos tratados, ya fuera
con Nx o Bz, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el porcentaje
de negativizacion de la SC y ELISA F29: mientras
la SC fue NoR en el 46%, el test de ELISA F29 lo
fue en el 91,8%.

A pesar de estas diferencias, se encontro
correlacion estadisticamente significativa entre
los resultados de la SC y ELISA F29 en el grupo
de pacientes que no recibieron tratamiento (C) y
en el grupo de los tratados con SC NoR (A). En
cambio, en los pacientes tratados que mantuvieron
positiva la SC (grupo B) no se observod
correlacion, resultando ELISA F29 reactiva s6lo
en el 17,6% de ellos.

Este comportamiento de ELISA F29 en
relacion a la SC sugiere que este nuevo test
podria ser util para monitorear cambios después
del tratamiento tripanocida. Con el disefio utilizado
en este trabajo no se puede determinar el tiempo
medio de negativizacion de ELISA F29. A través
de un estudio longitudinal, como ya realizamos
con la SC, sera posible determinar este tiempo y
confirmar la presunciéon que resulta de esta
experiencia.

La elevada reactividad al test de ELISA F29
que se observo en los sueros de pacientes en
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quienes se demostrd la presencia del parasito, ya
sea por Xd o Strout, a pesar del escaso numero
de muestras, indica una fuerte asociacion con la
carga parasitaria. Esto permite evaluar tanto falla
terapéutica como nivel de infectividad en estudios
epidemioldgicos.

La proteina F29 se aisldo por rastreo
inmunolégico utilizando suero de conejo anti-
fraccion flagelar® en una genoteca de expresion
construida a partir de ADN gendémico de
epimastigotes de T. cruzi (clon miranda 76) en el
vector de expresion lambda gtll. Diferentes
grupos®*3?han aislado previamente esta proteina
que esta localizada en el flagelo del parasito y es
miembro de la superfamilia proteinas de unién al
calcio “EF-hand”.

La proteina recombinante F29 fue originalmente
clonada en el vector de expresion pMAL p2X
(New England BioLabs)!2. Dicho clonado
presentaba dos inconvenientes: escasa expresion
y la asociacion a la proteina de unidn a la maltosa
(MBP) que provocaba reacciones seroldgicas
inespecificas. Con el objetivo de superar ambos
problemas, el gen de la proteina F29 fue
subclonado en el vector de expresion pQE32.
(Qiagen).

Eluso de la 6His-F29 en lugar de la MBP-F29
simplifico el ensayo y redujo el costo debido a
que el método anterior requeria la adicion de
MBP en la dilucién de los sueros para evitar las
reacciones inespecificas.

La produccion de proteina F29 es sencilla y
escalable, como se demostréo en un trabajo
conjunto entre el Instituto Nacional de
Parasitologia y la Universidad de Quilmes
(resultados no publicados), lo que permite la
aplicacion de la ELISA F29 a grandes grupos de
poblacion.

RESUMEN

La proteina flagelar F29 es una proteina
ligadora de calcio del Trypanosoma cruzi. En el
presente trabajo se realizd un estudio transversal
en sueros de pacientes con infeccion cronica
por T. cruzi tratados con nifurtimox (Nx) o
benznidazol (Bz) y no tratados, para evaluar el
antigeno F29 como marcador de eficacia
terapéutica. Se utilizd6 un ensayo inmuno-
enzimatico con la proteina recombinante F29
(ELISA F29) y se analizé su relacién con la
serologia convencional (SC) y la evolucion
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parasitologica y clinica en esos pacientes. Se
estudiaron 118 sueros de pacientes que formaban
parte de una cohorte, de los cuales se
disponia de informacion retrospectiva, seroldgica,
parasitoldgica y clinica.Los pacientes se dividieron
en 3 grupos: A) 30 tratados negativizaron SC
post-tratamiento; B) 34 tratados permanecieron
con SC reactiva; C) 54 no tratados. Las muestras
de suero se procesaron a doble ciego en forma
simultainea mediante serologia convencional
(hemoaglutinacion indirecta, aglutinacion directa
e inmunofluorescencia indirecta) y ELISA F29.
El test ELISA F29 result6 no reactivo en: 100%
del grupo A, 82,4% del grupo B y 13% del grupo
C. Los infectados con alteraciones electrocar-
diograficas compatibles con miocardiopatia
chagasica cronica (n = 11) fueron reactivos al
ELISA F29. Los pacientes en quienes los estudios
parasitologicos (xenodiagnéstico y/o strout)
fueron (+) presentaron elevada reactividad al
ELISA F29. La correlacion entre ELISA F29 y
SC en los pacientes tratados con SC no reactiva
(grupo A) y no tratados (grupo C), fue
significativa (p < 0,05). En cambio, en pacientes
tratados que mantuvieron la SC reactiva (grupo
B) el test de ELISA F29 fue reactivo sélo en
17,6%. Estos resultados sugieren que el test
ELISA F29, rapido y sencillo, podria ser util para
monitorear cambios post-tratamiento tripanocida.
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