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COMUNICACIONES 

Reactividad de sueros de pacientes chagásicos crónicos con extractos de aislamientos 
mexicanos de Trypanosoma cruzi 

Victor M. Monte6n P., Angélica Ramos E. y Pedro A. Reyes L. 
Laboratorio de Inmunología, Instituto Nacional de Cardiología ''1: Chávez" Juan Badiano No.I, México D.E C.P. 15600, 
México. 

(Rec. 17-Vill-1992. Acep. 14-V1I-1993) 

Abstracl: An antigenic extract prepared Crom Cour different Mexican isolates oC Trypanosoma cruz; cultured on BHI 
(three carne froen human cases-Agripina, Fidelfa and Ninoa, and other Crom triatoma-Cocula) were assayed with 
human sera. EUSA results always were consistent with clinical diagnosis. Sera Croen patients with a diagnosis oC 
Chagas disease were reactive and non-chagasic sera were negative. Westem blot oC chagasic sera recognized antigens 
of molecular weight >81 kd, 81 kd, 54 kd, 42 kd, and 26 kd. Sera with high OD in EUSA reacted with more peptide 
bands. The soluble extract antigens prepared Croen Mexican isolates oC T. cruz; and Crom the Brazilian Y strain have an 
homogenous and similar reactivity. 
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La enfennedad de Chagas es una parasitosis 
causada por el hemoflagelado Trypanosoma 
cruzi, que es transmitido por reduvidos hema
tófagos (Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus y 
Cavernicola, Mott 1972). Es una enfermedad 
limitada a América (W.H.O. 1960), el número 
de casos en México ha ido en aumento desde 
que fue reconocida en 1940 (Mazzotti 1940, 
Tay et al. 1980). 

Se ha informando que la población d e  
Trypanosoma cruzi es m u y  heterogénea y 
presenta un comportamiento clonal (Tibayrenc 
et al. 1990). Tambien existe variación de 
comportamiento entre cepas (Andrade 1985). 

No c onocemos estudios realizados con 
extractos antigénicos de aislamientos mexica-

nos de T. cruzi. ni de su comparación con cepa 
de referencia internacional. Aquí se compara la 
reactividad serológica de sujetos con diagnós
tico clínico de cardiopatía chagásica crónica 
(Gloss el al. 1990) con la reactividad de sueros 
de sujetos clínicamente sanos hacia la fracción 
obtenida' por sonicación y centrifugación de 
cuatro aislamientos mexicanos (Agripina, 
Cocula, Fedelfa, Ninoa) y la cepa brasileña Y. 

El extracto antigénico fue obtenido de parási
tos cultivados en medio de Infusión cerebro-co
razón, los que fueron sonicados en cama de hie
lo en presencia de inhibidores de proteasas 
(PMSF, ácido amino caproico y EDTA a con
centración final de 10 mM). El sonicado se cen
trifugó a 12 OOOg durante 30 min, el sobrenadan-
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te se almacenó a -70 C (se le determinó 
proteínas por el método de Lowry el al. 1951). 

Se trabajaron 20 sueros de pacientes 
hospitalizados con diagnóstico de miocardio
patía chagásica crónica (Gloss el al. 1990) y 20 
sueros de individuos sanos. En los sueros 
chagásicos había sido demostrado anticuerpo 
reactivo por inmunofluorescencia indirecta 
(Monteón el al. 1989). 

El ensayo inmunoenzimático en fase sólida 
se llevó a cabo en tiras Inmunolon 11  
(Dynatech), sensibilizando con 100 ul de 
antígeno por pozo de cada uno de los 
aislamientos, con una concentración de 10 
u gtml. La dilución seleccionada para los 
sueros humanos fue de 1 :400 incubando por 1 
hr a 37 C. El inmunomarcador de cabra anti 
IgG humana-peroxidasa se diluyó 1:40 000. 
En cada ensayo se incluyeron controles 
negativos, positivos y blancos. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) se hizo según Leamli (1970). La 
electroforesis (500 ug de proteina) de antígeno 
se llevó a cabo en geles al 10% en condiciones 
no reductoras en una cámara Mini Protean 11 
(Bio-Rad). 
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La Inmuno electrotransferencia a papel de 
nitrocelulosa se hizo según Towbin (1979) en la 
misma cámara. 

El bloqueo del papel de nitrocelulosa se 
realizó en PBS-Tween 0.1 % - Albumina bovina 
3% durante toda la noche a 4 C. La dilución de 
los sueros humanos y la del inmunomarcador 
de cabra anti-Ig G humana conjugado con 
peroxidasa fue 1: 1 000, la reacción se puso de 
manifiesto con una solución de 30mg de 4 
cloro Naftol diluido en lOml de metanol y 50 
mI de PBS con 50 ul de H202' La reacción se 
detuvo con agua. 

Los aislamientos mexicanos provienen de 
distintas zonas geográficas del país y distinta 
fuente: Agripina, Crónico (1985), Edo. Oaxaca; 
Cocula Triatoma (1968) Edo. Jalisco, Fidelfa 
Agudo (1985) Edo. Oaxaca y Ninoa, Agudo 
(1979), Edo. Oaxaca. Al ser utilizados como 
antígeno en los ensayos de ELISA no mostra
ron diferencias; los sueros positivos se compor
taron como tales, un mismo suero enfrentado a 
los cuatro antígenos mostró diferencias 
mínimas en la lectura de densidad óptica (pig. 
1), el coeficiente de variación intraplaca fue del 
10% mientras que el interplaca resultó de 20% . 
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Fí¡. 1. Valores en Elisa de sueros chagásicos crónicos y sanos frente a extractos de varios aislamientos mexicanos. Dilución: 
1-400. 
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Fig. 2. Patrón antigénico de extractos de TrypanosofM cruzi. Aislamientos mexicanos. Carril 1 testigo sano, carriles 2 al S 
chagásicos. Electroforesis en SDS-PAGE al 10%. A Agripina, e Cocula, F Fidelfa, N Ninoa. 

La sensibilidad y especificidad de la prueba 
ELISA (Monteón et al. 1989) fueron 100% y 
93% respectivamente. 

Los patrones de reconocimiento antigénico 
de los aislamientos mexicanos fueron 
comparables entre sí tanto en posición como en 
número de bandas (Fig. 2). 

Para fines de análisis el patron antigénico se 
dividió en 3 zonas: 1 mayor de 65 kd; 2 de 65 a 
40 kd Y 3 menor de 40 kd. 

En la zona 1 se observó el mayor número de 
bandas (alrededor de 20), con patrón similar en 
los sueros positivos probados; sobresalió un 
doblete de 81 kd, reconocido en los cuatro 
aislamientos mexicanos. En la 2 se observaron 
hasta 10 bandas, las dos más frecuentes tienen 
peso molecular alrededor de 54 kd y 42 kd Y en 
la 3 la reactividad fue más irregular y hubo un 
número menor de bandas reconocidas. 

Los sueros normales presentaron reactividad 
inespecífica h acia polipéptidos situados 
alrededor de 41 kd. Al comparar el patrón 
antigénico de los aislados mexicanos con el 
obtenido de la cepa Y, no observamos 
diferencias notables (Fig. 3). 

Estos aislamientos mexicanos pertenecen al 
biodemo 3 de la clasificación de Andrade 
(1985). El patrón isoenzimático y la susceptibi
lidad a fármacos en datos preeliminares 
(Ramírez y Jiménez 1990 y Nogueda et al. 
1990) sugieren que se trata de poblaciones 
distintas de parásitos. 

En la literatura se ha informado que el 
patrón antigénico de T.cruzi de las cepas 
sudamericanas es similar (Mc Daniel et al. 
1986) a pesar de existir variabilidad en compo
nentes de superficie entre las poblaciones 
(Beard el al. 1988). Nuestra observación con
firma estos datos, al comparar el patron antigé
nico de aislamientos mexicanos de T.cruzi con 
una cepa de referencia brasilefia, porque hasta 
donde sabemos no hay estudios con antígenos 
obtenidos de aislamientos mexicanos. 

Ello tal vez es debido a que se ha especulado 
sobre la importancia de la enfermedad de Chagas 
en México, existiendo variedad de suposiciones, 
desde las que la consideran un problema de salud 
pública hasta aquellas que dicen que las cepas 
mexicanas son relativamente poco patógenas 
(Salazar et al. 1988, Velasco el al. 1992). 
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Fig. 3. Patrón antigénico de la cepa Y de Trypanosoma cruzi. Los carriles 1 al 4 corresponden a los sueros chagásicos 
positivos de la Fig. 2., mios carriles 20 al 28 testigos negativos. Electroforesis en SDS-PAOE al 10%. 
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