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Resumen

Resumen

La transmisién vertical es la principal via de contagio de la enfermedad de Chagas en areas libres
del vector. Puede prevenirse mediante el tratamiento temprano de los nifios infectados; sin embargo, las
barreras de accesibilidad a los servicios de salud y las limitaciones del diagnéstico actual demoran la
confirmacioén del resultado y propensan la pérdida de pacientes. Debido a que las técnicas disponibles
para tal fin tienen limitaciones, como ser dependientes del operador (microhematocrito), requerir varios
meses de seguimiento (deteccidn de IgGG) o laboratorios especializados (PCR), es necesario el desarrollo
de nuevos y mejores métodos. El objetivo de la Tesis fue desarrollar diferentes plataformas diagnosticas
mediante ensayos de ELISA e Inmunoensayo de flujo lateral (IFL) para la deteccién de la enfermedad

de Chagas vertical (ECv).

En primer lugar, se obtuvo una nueva proteina recombinante quimérica, CP4, compuesta por 5
Ags especificos de T. cruzi. Luego se desarrollé un ELISA de captura de Ac IgM utilizando como Ags,
diferentes proteinas recombinantes previamente obtenidas en el Laboratorio de Tecnologia
inmunoldgica (LTI) y CP4 y se las evalud frente a un panel sueros de bebés. Posteriormente se logré
acoplar con éxito el ensayo a telefonia celular, permitiendo de esta manera obtener una prueba en el
lugar de atencién (POCT), ELISA POCT, destinado a ser utilizado como diagndstico en entornos de

atencion primaria de salud.

Por otro lado, se abordd el desarrollo de dos estrategias diagnosticas: un ELISA de Avidez de
IgG especifica utilizando como Ag SAPA y, alternativamente un ELISA indirecto utilizando como Ags
SAPA y TS. Las estrategias propuestas se evaluaron frente a sueros de binomios mama-bebé para la

deteccion de Acs IgG anti-SAPA y Ac IgG anti-TS.

Por dltimo, basado en la captura de Ac IgM y utilizando el Ag CP4, evaluamos dos prototipos
de ensayos de IFL. Las dos estrategias de IFL se evaluaron frente a sueros de bebé y suero proveniente

de muestras de cordén umbilical.

Todas las estrategias propuestas, con diferentes rendimientos en cuanto a su performance
diagnostica, mostraron potencialidad para el diagnéstico de ECv, las cuales contribuirian a mejorar la
vigilancia y control de esta via de transmisién. Cabe destacar que tanto la estrategia de ELISA POCT
como la de IFL son valiosas herramientas que permiten un diagndstico rapido, de facil adaptabilidad
para uso en establecimientos de atencién primaria de salud y hospitales ptblicos, lo que incrementaria
la deteccion de los casos positivos y la administracién temprana del tratamiento cuando su efectividad

estd asegurada.
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Abstract

Abstract

Vertical transmission is the main route of Chagas disease infection in areas free of the vector.
It can be prevented through early treatment of infected children; however, barriers to access healthcare
services and limitations in current diagnosis methods delay result confirmation and contribute to patient
loss. Since available techniques for this purpose have limitations such as operator dependency
(microhematocrit), requiring several months of follow-up (IgG detection), or specialized laboratories
(PCR), the development of new and improved methods is necessary. The objective of this study was to
develop different diagnostic platforms using ELISA and lateral flow immunoassays (LFIA) assays for

the detection of vertical Chagas disease (vCD).

Firstly, a new chimeric recombinant protein, named CP4, encompassing 5 specific T. cruzi Ags,
was obtained. Then, an IgM Ab capture ELISA was developed using as Ags, different recombinant
proteins previously obtained in the Laboratorio de Tecnologia inmunolégica (L'TI) and CP4 and they
were evaluated against a panel of baby sera. Subsequently, the reading of the assay result was
successfully adapted to cell phones, thus making it possible to obtain a point-of-care testing (POCT),
ELISA POCT, assay intended to be used as a diagnosis in primary health care settings.

Additionally, two diagnostic strategies were explored: a specific IgG avidity ELISA using
SAPA as the antigen and, alternatively, an indirect ELISA using SAPA and TS as antigens. These
strategies were evaluated using maternal-infant serum samples to detect anti-SAPA IgG antibodies and

anti-TS IgG antibodies.

Finally, two prototypes of LFIA were evaluated, based on IgM antibody capture using the CP4

antigen. Both LFIA strategies were assessed using baby and umbilical cord serum samples.

All proposed strategies, with varying diagnostic performance, showed potential for the
diagnosis of vCD, contributing to the improvement of surveillance and control of this transmission
route. It is worth noting that both the ELISA POCT strategy and the LFIA strategy would be valuable
tools, allowing for rapid diagnosis and easy adaptability for use in primary healthcare facilities and
public hospitals., These strategies would increase the detection of positive cases and early

administration of treatment when effectiveness is assured.
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INTRODUCCION

I. Antecedentes de la problematica de la enfermedad de Chagas e
importancia del desarrollo de plataformas diagnosticas para la

deteccion de la enfermedad de Chagas vertical en nifios
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I.1 Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas (EC), también conocida como Tripanosomiasis americana, es una
enfermedad potencialmente mortal debida a la infeccién por el pardsito Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Fue descrita por primera vez en el afio 1909 por Carlos Chagas en Brasil y afios después sus estudios

fueron confirmados por los aportes de Salvador Mazza en Argentina.

Reconocida por la OMS como una de las 13 enfermedades tropicales mds desatendidas del
mundo (Hotez et al., 2007), la EC es una patologia endémica en 21 paises de la regién de las Américas,
aunque las migraciones de personas infectadas han dado lugar a un aumento de los casos detectados en

paises no endémicos de América y de otros continentes (Figura 1).

Segtin estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2015), basado en un reporte
de 2010, entre 6 y 7 millones de personas en el mundo, principalmente en América Latina, se encuentran
infectadas por T cruzi'y cerca de 70 millones estdn en riesgo de contraer la infeccidn, con una incidencia
anual de 30 mil casos por todas las formas de transmisién y alrededor de 12 mil muertes al afio. En
Argentina se estima que existen alrededor de 1,5 millones de personas infectadas por 7. cruzi (WHO,

2015).

0000
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Figura 1: Distribucion global de casos de Enfermedad de Chagas, basada en estimaciones oficiales. Imagen
adaptada de WHO, 2018.

L1.1 Agente etiologico: T. cruzi
El parésito protozoario 7. cruzi es el agente etioldgico de la EC. Es un protista de la familia

Trypanosomatidae, caracterizado por la presencia de un tnico flagelo y una sola mitocondria. El
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genoma mitocondrial se encuentra ordenado en una compleja y compacta regiéon denominada

kinetoplasto.

En 2009 se propuso un consenso para la nomenclatura de 7. cruzi donde se reconocié un
minimo de seis linajes genéticos o unidades discretas de tipificacion (UDT), desde UDT I hasta UDT
VI (Zingales et al., 2009). Para esta recomendacion se consideraron estudios previos que dividieron
al T. cruzi en distintos grupos basados en el patrén de marcadores genéticos, bioquimicos o
bioldgicos. Esta diversidad entre las distintas UDT ha sido correlacionada con diferencias en
morfologia de las formas sanguineas, virulencia, patogenicidad, susceptibilidad a los agentes
terapéuticos, propiedades inmunoldgicas e infectividad en las células del huésped (Grosso et al.,
2010). Ademds, ha sido asociada con la distribucién geogréfica: mientras que UDT 1 estd
principalmente asociado a América Central y al sur de Estados Unidos; UDT II, UDT V y UDT VI
se encuentra asociado a los paises del sur de Latinoamérica (Zingales, 2018). En Argentina se ha
encontrado una prevalencia de las UDT V y VI identificadas principalmente en triatominos, perros

y humanos (Bizai et al., 2020; Ferndndez et al., 2014).

El ciclo de vida de T. cruzi consiste en varias etapas de desarrollo e involucra dos huéspedes
intermediarios: el vector invertebrado (insectos triatominos) y el huésped vertebrado (humanos). Las
formas tipicas del pardsito identificadas en los huéspedes vertebrados son los tripomastigotes
sanguineos no replicativos y los amastigotes intracelulares replicativos, mientras que los epimastigotes
replicativos y los tripomastigotes metaciclicos se encuentran en el insecto (Rassi et al., 2010) (Figura

2).

El ciclo comienza cuando el triatomino succiona sangre de los vertebrados infectados por 7.
cruzi. La mayoria de los tripomastigotes ingeridos son descompuestos por el sistema digestivo del
insecto, mientras que aquellos que logran sobrevivir se transforman pocos dias después en
epimastigotes. Estos dltimos se multiplican en el intestino y alli tiene lugar la transformacién de los
epimastigotes no infectivos en tripomastigotes metaciclicos. El triatomino pica al mamifero y excreta
los tripomastigotes metaciclicos en sus heces, los cuales penetran la herida de la mordedura o las
membranas mucosas. Esta forma del pardsito expresa una serie de glicoproteinas de superficie que
penetran en las células de los mamiferos y se transforman en amastigotes. Los amastigotes se
multiplican por fisién binaria y se diferencian en tripomastigotes que luego vuelven a entrar al torrente

sanguineo, cerrando el ciclo (Bern, 2015).
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Figura 2: Esquema representativo del ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. Imagen adaptada de Bern, 2015.

L12 Vias de transmision de T. cruzi

La principal via de transmision de 7. cruzi en dreas endémicas es la via vectorial mediada por
triatominos hematéfagos infectados. La especie predominante en Argentina es Triatoma infestans,
popularmente conocida como “vinchuca” (Figura 3). Los triatominos pican en zonas expuestas de la
piel o mucosas, como labios o conjuntiva, y tienen el habito de defecar cerca de la picadura. Los
parésitos entran en el cuerpo cuando la persona instintivamente se rasca la picadura e introduce las
heces del insecto infectado a través de la herida o de las membranas mucosas (Echeverria & Morillo,

2019).
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Figura 3: Fotografia de un Triatoma dimidiata capturado en Honduras. Imagen extraida de la pdgina web de
la OMS: “La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana)” (WHO, 2020).

La transmision también puede ocurrir por vias no vectoriales como la transfusion sanguinea o
el trasplante de 6rganos de un donante infectado, la ingesta de alimentos contaminados (transmisién
oral), los accidentes de laboratorio, o la transmision de la madre infectada a su hijo durante el embarazo

(transmision vertical) (Echeverria and Morillo, 2019).

En Argentina se cuenta con medidas de control vectorial, la via oral no tiene registro y existe
una elevada cobertura de control en bancos de sangre para evitar la transmision transfusional. De esta
manera, la transmisidn vertical ha incrementado su importancia relativa y se ha convertido en la
principal via de generacion de nuevos casos en nuestro pais, con una incidencia de aproximadamente

1500 casos anuales (Chuit & Segura, 2012; Danesi et al., 2019).

L1.3  Patogénesis de la infeccion

La enfermedad de Chagas presenta dos etapas sucesivas: aguda y crénica. La etapa aguda
comienza inmediatamente luego de la infeccién por 7. cruzi. En la mayoria de los casos es asintomatica,
puede durar entre seis a ocho semanas y se caracteriza por una elevada parasitemia en sangre (Moncayo
& Ortiz Yanine, 2006). Si bien la mayoria de las personas infectadas son asintomaticas, en algunos
casos se pueden evidenciar sintomas leves y no especificos como fiebre, malestar,
hepatoesplenomegalia o dolor muscular. También se puede formar un nédulo cutdneo (denominado
chagoma) en el sitio de inoculacién o un edema (signo de Romaia) si la inoculacién es via conjuntiva.
En menos del 1% de las infecciones, la fase aguda es grave y potencialmente mortal debido a la

meningoencefalitis o miocarditis (Bern et al., 2011).

Dentro de los 2 meses de producida la infeccion, la enfermedad trasciende a la fase crénica,
caracterizada por una baja o nula parasitemia, con titulos positivos de anticuerpos (Acs) anti T. cruzi
(Castro, 2009). Se estima que entre el 70 y el 80% de las personas infectadas permanecen asintomaticas
toda su vida, mientras que entre el 20 y el 30% de éstas evolucionan a una etapa sintomética denominada
fase cronica determinada. Esta fase puede manifestarse afios o décadas después de la infeccién inicial
y los individuos pueden desarrollar miocardiopatia de Chagas o enfermedad gastrointestinal de Chagas

(Bern, 2015).
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L1.4 Tratamiento de la infeccion

Actualmente, sélo dos drogas han probado tener eficacia en el tratamiento parasitolégico de la
EC: Benzinidazol (Bz) y Nifurtimox (Nf). El Bz tiene mejor perfil de seguridad y eficacia (Viotti et al.,
2009) y, por lo tanto, generalmente se usa como tratamiento de primera linea. El Bz se administra en 2
dosis diarias (5 mg/kg/dia) por 60 dias, mientras que el Nf en 3 tomas al dia (10 mg/kg/dia) durante 60-
90 dias (Parker & Sethi, 2011).

Se ha reportado que el uso de Bz y Nf resulta efectivo al ser suministrado durante la fase aguda
de la infeccién, alcanzando tasas de curacién de aproximadamente entre el 65 y el 80%, e incluso cerca
del 100% en los casos de nifios con infeccién adquirida verticalmente (Echeverria & Morillo, 2019).
Sin embargo, la efectividad del tratamiento parece disminuir con el tiempo desde la infeccién primaria
(Pérez-Molina & Molina, 2018). Esto resalta la importancia que tiene la deteccién temprana de la

infeccion.

El tratamiento con estas drogas puede generar efectos secundarios adversos en los pacientes.
Los efectos mds comunes del uso de Bz incluyen dermatitis alérgica, neuropatia periférica, anorexia,
pérdida de peso e insomnio. En el caso del tratamiento con Nf, los efectos mas frecuentes son pérdida
de peso, nduseas, vomitos, dolores de cabeza, anorexia, polineuropatia y vértigo (Pérez-Molina &

Molina, 2018).

1.2 Enfermedad de Chagas vertical

La enfermedad de Chagas por transmision vertical de 7. cruzi (ECv) es un problema de salud
publica cada vez mds relevante que puede ocurrir tanto en dreas endémicas como no endémicas. La
OMS estima que en Latinoamérica alrededor de 1,125 millones de mujeres en edad fértil se encuentran
infectadas con 7. cruzi, con una incidencia de la infeccién vertical de 8668 casos por aiio (WHO, 2015).
Aunque se pueden observar grandes diferencias entre los paises, una revision internacional de 2013 ha
estimado que en dreas endémicas la transmision vertical ocurre en aproximadamente el 4,7% de los
nifios nacidos de madres infectadas, siendo la tasa de transmisién a nivel nacional del 4,2%, con rango
de 1,9 a 8,2% (Howard et al., 2014). Esta transmision puede tener lugar tanto en el estadio agudo como
en el crénico de la infeccién materna, repetirse en cada embarazo y transmitirse de una generacion a

otra (Carlier et al., 2011).

Las diferentes barreras de accesibilidad a los controles médicos y el diagndstico previo dificultan
el control de esta transmisiéon no vectorial (Howard et al., 2014). Recientemente, la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS han planteado un Marco para la eliminacién de la
transmision materno infantil del VIH, sifilis, hepatitis B y Chagas, lo que indica en la infeccién por
T. cruzi la necesidad de aumentar la cobertura de deteccién a mas del 90% en mujeres embarazadas y

neonatos (PAHO, 2017).
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La transmisiéon transplacentaria de 7. cruzi resulta en una infeccidn parasitaria
caracteristicamente aguda. Si bien la mayoria de los recién nacidos infectados (entre el 60 y el 90%)
son asintomdticos, pueden mostrar mayores frecuencias de bajo peso al nacer y prematuridad en
comparaciéon con los no infectados y, en caso de no ser tratados, la infeccion puede progresar a

patologias crénicas en el futuro (Kemmerling et al., 2019).

12.1 Tratamiento en niiios

El tratamiento antiparasitario (Bz o Nf) durante el embarazo no es recomendado debido al
desconocimiento sobre los efectos de las drogas en el feto y al alto riesgo de reacciones adversas en los
adultos. Sin embargo, el tratamiento administrado a mujeres en edad fértil ha demostrado ser eficaz
para evitar la transmisioén vertical (Bustos et al., 2019). En el caso de los recién nacidos o infantes
infectados, el tratamiento con antiparasitarios resulta altamente efectivo y con baja incidencia de efectos
adversos (Altcheh et al., 2014). Los nifos deben ser tratados con Bz (5 a 10 mg/kg al dia) en dos o tres
tomas divididas durante 60 dias, o con Nf (15 mg/kg al dia) en tres tomas divididas durante 60 a 90 dias

(Rassi et al., 2010).

Se han reportado tasas de curacién, evaluadas mediante serologia convencional, que superan el
90% en los nifios tratados durante el primer afio de edad. De lo contrario, la infeccién puede progresar
a la enfermedad crénica, manifestando sintomas como cardiopatias severas y lesiones viscerales, etapa

en la cual el tratamiento pierde efectividad (Carlier et al., 2019).

Aunque el tratamiento de la infeccion se puede realizar en cualquier momento en los primeros
afios de vida con igual efectividad (Carlier et al., 2019), se ha descrito que alrededor del 50% de los
bebés se pierden del seguimiento antes de que se pueda confirmar la infeccién connatal (Alonso-Vega
et al., 2013; Bern et al., 2009; Blanco et al., 2000; Romero et al., 2011). Por lo tanto, estos pacientes
pierden una oportunidad tnica para ser tratados. Por tal motivo el diagndstico y el tratamiento al
momento del nacimiento, especialmente durante las primeras horas que los recién nacidos permanecen

en el hospital, pueden ser criticos.

I.3 Diagnostico
El diagnéstico de la infeccion por T. cruzi hace uso de distintas herramientas segtn se trate de

un caso agudo o crénico.

1.3.1 Diagnostico de Chagas cronico

En la etapa crénica, la parasitemia es baja e intermitente, lo que hace poco fiables los métodos
de diagndstico directo parasitoldgico y basado en PCR. Por lo tanto, como se observa en la Figura 4,
el diagndstico de las infecciones crénicas se basa en pruebas seroldgicas que detectan Ac del tipo IgG

especificos contra el pardsito. Se emplean métodos convencionales como el Ensayo Inmuno-enzimatico
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(ELISA), Hemoaglutinacién Indirecta (HAI) o Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). La mayoria de
estos métodos utilizan lisados de epimastigotes como antigeno (Ag) para la deteccién los cuales,
frecuentemente, muestran resultados falsos positivos (FP) por reaccién cruzada con otros pardsitos
filogenéticamente relacionados con 7. cruzi, como es el caso de Leishmania spp. La aplicacién de la
tecnologia del ADN recombinante ha permitido superar estos inconvenientes mediante la sustitucién de
los Ag nativos de T. cruzi por Ag recombinantes (da Silveira et al., 2001; Umezawa et al., 2003;
Umezawa & Silveira, 1999). Sin embargo, ninguno de los métodos mencionados anteriormente es cien
por ciento confiable, por lo que la OMS recomienda el uso de por lo menos dos técnicas
complementarias, basadas en diferentes metodologias o en diferentes preparaciones antigénicas, para
identificar a un paciente con enfermedad de Chagas (WHO, 2002). De todas maneras, los resultados
serologicos pueden ser discordantes y las muestras pueden arrojar resultados no concluyentes
persistentes. Ante esta situacion, se indica un tercer ensayo para aclarar el estado de infeccién. Técnicas
como el western blot pueden resultar ttiles en estas circunstancias, especialmente en paises donde las
Leishmania spp es endémica ya que los anticuerpos anti-7. cruzi que se detectan con esta técnica no
tienen reactividad cruzada los de Leishmania spp, a diferencia de lo que ocurre con otros métodos (Riera

et al., 2012).
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Figura 4: Diagnostico de Chagas cronico. Algoritmo de técnicas diagndsticas recomendado por la OMS: uso de
dos técnicas complementarias (ELISA y HAI), para identificar a un paciente con enfermedad de Chagas. Ante un
resultado discordante, se indica un tercer ensayo para aclarar el estado de infeccion (por ejemplo, IFI).

Dada la alta Se y Es de ELISA, una tnica prueba puede ser suficiente para el cribado, siendo
necesaria la confirmacién seroldgica tinicamente en caso de un resultado positivo (Brasil et al., 2010).
Las pruebas de diagndstico rdpido (ensayos inmunocromatogréficos que usan proteinas recombinantes)
no son lo suficientemente sensibles para ser utilizadas como herramientas de diagndstico seroldgico de
primera linea (Sdnchez-Camargo et al., 2014). Sin embargo, tanto estas pruebas como el uso de muestras
de sangre seca son una buena opcion para pacientes que tienen dificultades para acceder a los centros

de atenciéon médica o cuando se necesita una deteccién a gran escala (Holguin et al., 2013; Sanchez-
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Camargo et al., 2014). Para el diagndstico de la infeccién crénica por T cruzi, la PCR tiene
sensibilidades bajas y variables que van del 50% al 90% (Brasil et al., 2010). Los factores que
contribuyen a esa variabilidad son el volumen de sangre, la metodologia, los genes a los que se dirige,
la fase de la infeccidn, la presencia de inmunosupresion, el pais de origen del paciente y la diversidad
genética de T. cruzi (Brasil et al., 2010; Schijman et al., 2011). Sin embargo, la PCR puede ser titil
cuando los resultados de la serologia no son concluyentes (Ministério da Satide. Secretaria de Vigilancia
em Satude, 2005), y como método auxiliar para monitorear el tratamiento (Britto, 2009). La PCR es util
para identificar el fracaso del tratamiento a partir de la deteccién positiva de ADN de T cruzi, pero no
el éxito del tratamiento, ya que incluso los resultados negativos repetidos de PCR no indican
necesariamente una cura parasitologica. En el mejor de los casos, tales resultados son indicativos de la

ausencia de ADN del pardsito en el momento de la prueba.

13.2  Diagnostico de la infeccion aguda y vertical por T. cruzi

El diagnéstico en los recién nacidos es particularmente ttil ya que pueden ser tratados con altos
niveles de eficacia durante la fase aguda de la infeccion. Sin embargo, las limitaciones de las técnicas
de diagndstico disponibles actualmente y las barreras de accesibilidad a los servicios de salud, conducen

a bajas tasas de deteccidn y a una baja adherencia a los programas de seguimiento diagnéstico (Carlier

et al., 2019; L. Messenger & Bern, 2018).

El algoritmo diagnéstico de la infeccidn vertical (Figura 5) se aplica en bebés nacidos de madres

en estadio cronico de la infeccidn.

R Infectado
id Tratamiento

Recién nacido

&S

Infectado
Tratamiento

w SEROLOGIA

A partir de
’ los 10 meses

No infectado
Alta de
seguimiento

Figura 5: Diagnostico de Chagas vertical. Algoritmo de técnicas diagndsticas recomendado por la OMS e
inclusion de PCR en Argentina.
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Frente al caso de una mujer embarazada con diagnéstico confirmado, se procede con la
deteccidon de la infeccion en el recién nacido. En primera instancia, se realiza la técnica del
microhematocrito (MH), la cual consiste en la observacion directa del pardsito por microscopia en una
muestra concentrada de sangre del recién nacido. Este método toma mucho tiempo y tiene una Se
limitada y variable ya que depende de la calidad de la muestra y del entrenamiento del operador (L. A.
Messenger et al., 2017; L. Messenger & Bern, 2018). Se ha reportado que el MH permite detectar solo
entre el 40 y el 60% de los recién nacidos infectados (Bustos et al., 2019). Si el MH resulta positivo se
indica inmediatamente el tratamiento antiparasitario, mientras que en caso de ser negativo debe
realizarse el seguimiento mediante las pruebas serolégicas mencionadas anteriormente para la deteccién
de infeccidn crénica, de manera de poder confirmar el diagndstico (Ministerio de Salud de la Nacién,

2018).

Dependiendo de la Se de la prueba, los Ac IgG maternos caen por debajo de los niveles
detectables en el suero infantil entre los 6 y los 10 meses después del nacimiento (Bern et al., 2009; L.
A. Messenger et al., 2017). Motivo por el cual el diagndstico seroldgico se realiza a los nifios a partir
de los 10 meses de vida, cuando la presencia de los Ac especificos para 7. cruzi puede asociarse a una
infeccion vertical (L. Messenger & Bern, 2018). Esto constituye la principal limitacion del diagndstico
en neonatos, ya que, se estima un retraso minimo de 10 meses para la confirmacion del resultado. Esta
estrategia retarda el diagndstico y el tratamiento y aumenta el riesgo de pérdida del paciente, poniendo
en riesgo su salud. Teniendo en cuanta estas dificultades, se estima que, en nuestro pais, menos de un

20% de los nifios recibe diagndstico y tratamiento oportunos (Fabbro et al., 2014).

En las dltimas décadas, se ha propuesto a los métodos moleculares como una alternativa
prometedora para el diagndstico precoz. Recientemente en Argentina, se consensud incluir en el
algoritmo diagndstico la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) como método parasitolégico de eleccion
en caso de estar disponible. La determinacion por qPCR se lleva a cabo en muestras de sangre venosa
del recién nacido, tomadas desde las primeras 24 h desde el nacimiento hasta los 10 meses de vida
inclusive. Esta técnica presenta mayor Se que los métodos microscépicos, es automatizable y permite
procesar un elevado niimero de muestras en simultdneo (Benchetrit et al., 2021). Sin embargo, los
métodos moleculares requieren equipamientos costosos, entrenamiento sofisticado y rigurosos
controles de calidad, lo cual es dificil de implementar y sustentar en dreas de recursos limitados (Alonso-

Padilla et al., 2017; L. Messenger & Bern, 2018).

Diversos autores han reportado que, en el sistema de salud correspondiente a los tltimos afios,
el seguimiento se logra sélo en entre el 22 y el 44% de los casos, lo que representa una pérdida de
oportunidades de diagndstico y tratamiento de hasta el 80% de los nifios expuestos (Alonso-Vega et al.,
2013; Blanco et al., 2000; Danesi et al., 2019; De Rissio et al., 2010; Diez et al., 2008). Dichos

antecedentes resaltan la importancia del desarrollo de pruebas diagnésticas que permitan obtener
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resultados definitivos en poco tiempo, especialmente durante las primeras horas desde el nacimiento,

cuando los recién nacidos permanecen en el centro de salud.

1.3.3  Diagnostico mediante la deteccion de Ac IgM

Las pruebas serolégicas convencionales basadas en el uso de 7. cruzi especifico no permiten
diferenciar los Acs producidos por el recién nacido, secundario a una infeccién congénita, de los
producidos por la madre durante los 9 primeros meses después del nacimiento (Carlier & Truyens,
2015). Por el contrario, durante la respuesta aguda del sistema inmune del feto (o nifio) infectado se
producen IgM especificas que no cruzan la membrana fetoplacentaria. Estas particularidades los sefialan
como biomarcadores efectivos para detectar la infeccién connatal. Este criterio se aplica en otras
infecciones, como por ejemplo en toxoplasmosis en la que es posible la deteccion de infeccién connatal
en alrededor del 70 al 80% de los recién nacidos (Carral et al., 2018; Fricker-Hidalgo et al., 1996; Lago
et al., 2014; Naot et al., 1981).

Sin embargo, muy pocos trabajos han explorado el uso de Ac IgM para el diagndstico de
infeccion connatal por 7. cruzi (Castro-Sesquen et al., 2021; Lorca et al., 1995; Noazin et al., 2019;
Rodriguez et al., 2005; Stagno & Hurtado, 1971; Umezawa et al., 1996). Ademas, estos estudios no se
han basado en técnicas de captura de IgM que se requieren para obtener la especificidad (Es) y la
sensibilidad (Se) adecuada para medir este isotipo (Naot et al., 1981). Esta limitacion ha llevado a que
el rendimiento informado sea desfavorable debido a las tasas de falsos positivos (FP) y falsos negativos

(FN).

1.3.4  Otros diseiios diagnosticos

Se han desarrollado métodos mdas sofisticados, laboriosos y dificiles de interpretar. Estos
incluyen la prueba de la muestra del recién nacido por immunoblot contra la fraccién TESA (Umezawa
et al., 1996), que luego fue evaluada mediante la deteccion de las bandas especificas del Ag SAPA en

IgM TESA-blot en comparacién con el MH y qPCR (Noazin et al., 2018).

Por otro lado, se ha reportado la prueba de Chunap (Nanoparticulas de orina de Chagas) que en
lugar de detectar Acs especificos contra 7. cruzi, detectan la infeccién activa mediante la captura y
concentracion de Ags TESA de T. cruzi de la orina del paciente, que luego se revelan mediante un Ac
monoclonal dirigido contra un lipofosfopéptidoglicano del pardsito, incluido en la prueba (Castro-

Sesquen et al., 2014).

L4 Plataformas diagnosticas para llevar cerca del paciente

En relacién con el diagnéstico de enfermedades infecciosas, cabe destacar que, hasta el momento,
las técnicas de inmunodiagndstico basadas en ELISA han sido las més evaluadas y mejor validadas.

Estas, ademads, han mostrado gran aceptacion por parte de los usuarios de laboratorio.
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Sin embargo, también se tiene en cuenta que, las técnicas de ELISA presentan restricciones
metodoldgicas para reducir los tiempos de reaccidn y los pasos de realizacion. En el drea del diagndstico
clinico, se buscan desarrollar dispositivos de diagndstico para llevar cerca del paciente (Point-of-care,
POC), no solamente para el caso de poblaciones aisladas, sino también para emergencias, salas de
cirugia, puntos de atencién y cuidado personal (Chin et al., 2006; Walt, 2005; Yager et al., 2006). De
particular interés para esta Tesis son las plataformas microfluidicas basadas en papel y otros derivados
de la celulosa, que es un campo de investigacion emergente desde el afio 2008 aproximadamente
(Martinez et al., 2008). Estos soportes son muy estudiados debido a varias ventajas que ofrecen: son de
gran disponibilidad y bajo costo, son auténomos pues permiten el transporte de fluidos mediante
capilaridad, son compatibles con los sistemas bioldgicos y permiten la adsorcidén/desorcién de proteinas
para reacciones enzimdticas y/o Antigeno (Ag)-Ac. Dentro de la gran variedad de dispositivos de
microfluidica basados en papel, los inmunoensayos de flujo lateral (IFL) tienen una gran demanda para
la deteccidn de diversos indicadores bioquimicos en el campo de la salud humana y animal (R. C. Wong,

2009).

Actualmente, existen varios fest diagnésticos rapidos (TDRs) comerciales para la deteccién de
infecciones crénicas por 7. cruzi. Algunos han sido evaluados y comparados en distintos trabajos,
mostrando ser altamente sensibles y especificos (Lozano et al., 2019; Sanchez-Camargo et al., 2014).

Sin embargo, no existen TDRs para la deteccién de la fase aguda de la infeccion.

14.1 Diagnostico basado en comunicaciones

Paralelamente al crecimiento de los TDRs en el mundo, se ha producido una rdpida expansién
de la tecnologia de la telefonia mévil. Un teléfono mdévil contiene todos los componentes requeridos
para lograr un lector analitico comun: la pantalla, una entrada para capturar una sefial (que podria ser a
través de la cdmara, sensores de luz ambiental; memoria para almacenar los datos) y varios modos de
conectividad inaldmbrica (Wi-Fi, Bluetooth, NFC, etc.) (Mudanyali et al., 2012; Quesada-Gonzilez &
Merkogi, 2017). Por lo tanto, pueden ser aplicados como instrumentos de lectura de pruebas
diagnésticas y aprovechar otras funciones asociadas. La penetracién social extrema del teléfono
inteligente, la familiaridad para usuarios de todos los rangos de edad y su funcionalidad, tienen la
potencialidad de transformar la biomedicina, ofreciendo oportunidades sin precedentes para el
diagnéstico remoto, monitoreo y gestiéon de enfermedades (Erickson et al., 2014; McKay et al., 2018;

Weinstein et al., 2014).

Hay varios trabajos centrados en las distintas aplicaciones de esta tecnologia (TDC: “tecnologia
de diagnostico y comunicacion™), como la deteccion de enfermedades cardiovasculares, monitoreo de
seguridad alimentaria y biosensores con multiples aplicaciones (Hu et al., 2016; Preechaburana et al.,
2014; Quesada-Gonzdlez & Merkoci, 2017; Rateni et al., 2017; Xu et al., 2015; Y. Zhang et al., 2019).

Resulta particularmente importante para el diagnéstico en paises de recursos limitados, en los que la
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telefonia es una de las pocas tecnologias ampliamente disponibles (debido a que la instalacion de las
redes tiene bajos requerimientos de infraestructura), por lo que aseguraria la implementacion global de
esta herramienta diagndstica, sin implicar costos adicionales de adquisicién de equipos e instrumentos

especificos (Ding et al., 2019; Erickson et al., 2014).

142 Acoplamiento de la Tecnologia

El sistema tipico de TDC consta de un accesorio adaptador, que es instalado en el teléfono
inteligente e interactia con su camara y/o el puerto de comunicaciones USB, y luego el TDR se inserta
en dicho accesorio (Figura 6) (Erickson et al., 2014). Se puede lograr la lectura de fests colorimétricos,

electroquimicos y otros tipos.

“ Accesorio
para el test

Fibra dptica

Accesorio
adaptador
Teléfono

celular

Sistema para la integracién del IFL al Extraer el IFL de su envoltorio.
teléfono. Acoplar al teléfono celular. Iniciar la
aplicacién y seguir las instrucciones.

Measure TSH

(Thyroid Stimulating Hormone)

V]

4.85 miU/L

Las instrucciones indicaran Insertar el IFL en Esperar a que la aplicacion arroje el
el lector, la adicion de la muestra y diluyente. resultado en la pantalla (10 min aprox.)

Figura 6: Esquema del sistema de acoplamiento de un IFL al teléfono celular. A) Partes que lo componen. B,
Cy D) Ejemplo de un test de medicion de la hormona estimulante de la Tiroide (TSH) integrado al celular. Imagen
adaptada de You et al., 2013 (You et al., 2013).

La integracién de los TDRs a los teléfonos aporta nuevas ventajas al diagndstico y seguimiento
de pacientes: los usuarios pueden acceder a bases de datos (por ejemplo, sus registros médicos) o enviar
mediciones biométricas a profesionales de la salud en tiempo real, los médicos pueden brindar atencién
y monitorear pacientes enfermos en linea descongestionando los servicios de atencion de la salud, etc
(Erickson et al., 2014; Lee et al., 2014). Esto asegura la atencién a tiempo del paciente y facilita el
acceso a la salud de poblaciones de bajos recursos y/o remotas, contribuyendo a disminuir las brechas
socio-economicas entre los distintos sectores de la sociedad. Adicionalmente, la conectividad a través

del GPS permite el georreferenciamiento de casos de enfermedades, vectores de transmision o fuentes
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de infeccidn, facilitando el relevamiento de informacidn util para la vigilancia de la salud, estudios

epidemioldgicos, monitoreo de brotes, seguimiento de pandemias, etc (Erickson et al., 2014; Lee et al.,

2014).
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OBJETIVOS

Objetivo General:

En base a la problemdtica anteriormente planteada, en esta tesis se buscé desarrollar un

dispositivo que permita un diagndstico rdpido y certero de la infeccidn en recién nacidos infectados

connatales, hijos de madres con Enfermedad de Chagas. En primera instancia se trabajo en la deteccién

de antigenos de fase aguda como de anticuerpos IgM mediante captura en formato de ensayo de ELISA.

Luego se aplic6 la determinacién a una plataforma de diagnéstico rdpido de inmunocromatografia de

flujo lateral.

Objetivos Especificos:

ii.

iii.

1v.

Vi.

Obtencion de un panel de sueros de neonatos hijos de madres con enfermedad de
Chagas que hayan sido diagnosticados como positivos o negativos segtin indicaciones
de OMS y protocolos nacionales de seguimiento del paciente con Chagas, sueros de
neonatos hijos de madres que sean negativas para la enfermedad de Chagas y sueros de
neonatos con otro tipo de infecciones de transmision vertical para evaluar la reactividad
cruzada de la plataforma diagnostica a disefiar.

Disefio y obtencién de proteinas recombinantes de 7. cruzi que sean altamente
antigénicas y que puedan fijarse a la plataforma diagnostica a obtener. En esta instancia,
también se evaluardn clones ya disponibles en el laboratorio, los que seran evaluados
en el sistema propuesto en el inciso iv y vi.

Obtencién de conjugados de los antigenos del inciso ii ligdndoles moléculas que
permitan alcanzar la sensibilidad y especificidad adecuadas para el sistema de analisis
desarrollado. Evaluacion de la reactividad de los antigenos y de los conjugados
obtenidos.

Disefio, optimizacién y evaluacion de un ensayo de ELISA de captura para la deteccién
de antigenos de fase aguda y deteccidn de IgM especifica frente a los antigenos de 7.
cruzi disponibles en el laboratorio y los obtenidos en el inciso ii.

Sintesis de particulas de oro para ser utilizadas en la conjugaciéon de antigeno y/o
anticuerpo para su posterior utilizacion en plataformas disefiadas en el inciso (vi).
Disefio, optimizacién y evaluacion de plataformas de microfluidica basadas en papel
y nitrocelulosa, en las que se puedan implementar ensayos de flujo lateral, con

reacciones de tipo antigeno anticuerpo, enzimaticas.
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1. Capitulo 1:
Diseiio y obtencion de proteinas recombinantes de

T. cruzi y conjugado del antigeno CP4
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1.1 Introduccion

Gracias a la tecnologia de ADN recombinante, ha sido posible que una secuencia codificante
de una proteina de interés puede insertarse en un vector de expresion apropiado y transformarse en un
huésped procaridtico, como la bacteria Escherichia coli (E. coli) (Rosano et al., 2019). E. coli es el
sistema de expresion de proteinas recombinantes mds popular a pesar del gran desarrollo alcanzado
hasta el momento por los sistemas de expresion eucariéticos. La clave del éxito estd relacionada con la
facilidad de manejo, el costo reducido, el alto rendimiento y la posibilidad de optimizar los procesos
posteriores mediante procesos de escalado asequibles. Ademas, se dispone de una gran cantidad de
herramientas de expresion de proteinas, lo que puede corroborarse en la base de datos estructural de
proteinas PDB, en la cual la mayoria de las proteinas descriptas se encuentran expresadas en E. coli

(Ferrer-Miralles et al., 2015).

Los cuatro pasos invariables fundamentales para la clonacién de cualquier fragmento de ADN
mediante un enfoque cldsico basado en la restriccidn y la ligadura implican la fragmentacién del ADN
con endonucleasas de restriccidn, la ligadura de los fragmentos de ADN a un vector, la transformacién
y el cribado/seleccion (Figura 7). En general, los pasos tradicionales mencionados anteriormente deben
ser respetados entre los procedimientos de clonacién; sin embargo, se pueden seleccionar varias rutas

alternativas en diversos puntos dependiendo de la aplicacion particular (Ashwini et al., 2016).

Plasmido bacteriano

Marcador de seleccion
(ej. resistencia a ampicilina) Gen de interés

N\

1- El gen de interés y el ADN
plasmidico son cortados por
las mismas enzimas de
restriccion

4N

2- ADN ligasa permite la union
l de las piezas de ADN mediante
el apareamiento de bases

ADN plasmidico recombinante

O

3- Se transforma E. coli con el
plasmido recombinante l

ADN plasmidico
recombinante

Célula de E. coli

¢

DNA bacteriano

Colonia de bacterias

4- Placa de células en gel de
agarosa conteniendo ampicilina

5- Expansion de clones positivos para
replicar exponencialmente las copias
del ADN deseado

=)

Figura 7: Pasos en la tecnologia de ADN recombinante. Imagen adaptada de Deans, 2015 (Deans, 2015).
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La tecnologia del ADN recombinante estd desempefiando un papel vital en la mejora de las
condiciones de salud mediante el desarrollo de nuevas vacunas y productos farmacéuticos. Las
estrategias de tratamiento también se mejoran mediante el desarrollo de kits de diagndstico, dispositivos

de seguimiento y nuevos enfoques terapéuticos (Khan et al., 2016).

1.1.1 Proteinas recombinantes en el diagnostico de infecciones y en la enfermedad de

Chagas

Desde el surgimiento de la tecnologia del ADN recombinante, se han disefiado y preparado
muchas moléculas de proteina para finalmente ser evaluadas para el diagndstico seroldgico. Las
proteinas obtenidas a través de esta tecnologia se pueden utilizar como antigenos (Ags) para la captura
de anticuerpos (Acs), en forma muy especifica, evitando posibles interferencias de otros componentes
que suelen ocurrir cuando los Ags se han obtenido mediante la purificacién de proteinas de origen
nativo (da Silveira et al., 2001). El uso de proteinas recombinantes, como Ags para detectar o cuantificar
Acs marcadores especificos de una enfermedad, permite aumentar la Es de la reaccién inmunolégica

involucrada, lo que conduce a un diagndstico mds preciso (Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009).

Estas protefnas cuentan con una caracteristica deseada de los reactivos de diagndstico, ya que
su produccién y evaluacién pueden ser altamente estandarizados. Desde otro punto de vista, los Ags
recombinantes no requieren la manipulacion del agente infeccioso. Este ha sido un progreso
significativo al considerar las caracteristicas de los agentes infecciosos virales, para los cuales la
produccién de reactivos ha cambiado sustancialmente a la derivada de la tecnologia del ADN
recombinante. No menos importante es el beneficio econémico de ahorro de estos reactivos. De hecho,
una vez que las bacterias se transforman en cepas productoras de proteinas competentes, se pueden usar
para preparar cantidades sustanciales de antigeno con un bajo costo de produccién (Marcipar & Lagier,

2012).

La aplicacién de la tecnologia del ADN recombinante, ha permitido la produccién de Ags del
parasito 7. cruzi de distinto peso molecular o de diferentes estadios del parasito en grandes cantidades,
con un alto grado de pureza y calidad estandarizada (da Silveira et al., 2001). Muchos de los genes
codificantes de los Ags de T. cruzi estin compuestos por secuencias repetidas en tdndem, altamente
conservadas en los distintos linajes de 7. cruzi, cuya longitud varia entre 5 y 68 residuos aminoacidicos
(Abel et al., 2005). Estos Ags repetitivos son inmunodominantes; tienen la capacidad de provocar una
respuesta inmune con altos titulos de Acs especificos y/o de alta afinidad; y parecieran ser potentes

activadores de linfocitos B (da Silveira et al., 2001).

La utilizaciéon de Ags recombinantes del 7. cruzi en inmunoensayos, ademds de tener ventajas
en términos de la definicién quimica y del costo de produccién, podria resolver el problema de

reacciones cruzadas, que originan falsos positivos, manteniendo una alta Se. Ademads, los valores de Es
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obtenidos en ensayos de ELISA presentan una mejora con respecto a los ensayos convencionales. Sin

embargo, ninguno de los Ags recombinantes utilizados son reconocidos por todos los sueros positivos.

Debido a esto, el uso de mezclas antigénicas ha sido ampliamente evaluado en ensayos de
ELISA, conduciendo a un aumento en la Se, en comparacion a los Ags recombinantes utilizados en
forma individual. Sin embargo, en algunos casos, se registré una disminucion en la Es del ensayo debido
aque en los ensayos de ELISA los sitios de unién son limitados y los distintos Ags de la mezcla estarian

aglomerados, viéndose alterada la unién Ag-Ac (da Silveira et al., 2001).

Para solucionar este inconveniente, se ha recurrido al uso de proteinas quiméricas, que expresan
varios determinantes antigénicos no relacionados (Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009;
Houghton et al., 1999; Marcipar & Lagier, 2012; Peverengo et al., 2018; F. L. N. Santos et al., 2016).
La estrategia se basa en la eleccién de epitopes inmunodominantes dentro de los Ags enteros y su
posterior ensamblaje, lo que permite contemplar la Se de varias moléculas, sin perder la Es que brindan

los fragmentos.

Otro argumento propuesto a favor del uso de moléculas multiepitopes, es que éstas facilitarian
el proceso de estandarizacion de los ensayos en los que fueran incluidas, balanceando el nimero de

epitopes por unidad de superficie sélida (Camussone et al., 2009).

1.1.2 Antigenos utilizados en el presente trabajo

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado, como Ags para el diagndstico de la

enfermedad de Chagas, proteinas recombinantes y proteinas recombinantes quiméricas.

1.1.2.1 Proteinas recombinantes:

Se han utilizado cuatro proteinas recombinantes que se mencionan a continuacién:

e P2B también encontrada en bibliografia como R13 (Marcipar & Lagier, 2012). El péptido R13 se
defini6 como un determinante antigénico lineal de 13 residuos carboxilo-terminales de la proteina
recombinante JLS (proteina P ribosomal de 7. cruzi). Como se demostré para JLS, R13 defini6
especificidades de Acs que aumentaron significativamente en pacientes con enfermedad cardiaca

crénica de Chagas (Mesri et al., 1990).

e B13 puede ser encontrada en bibliografia como Ag2, TCR39, PEP-2 y RP5 (Marcipar & Lagier,
2012). Es un Ag inmunodominante de 7. cruzi reconocido por Acs séricos IgG del 98% de los
individuos infectados por 7. cruzi (tanto para la enfermedad de Chagas con miocardiopatia crénica,
como para asintomdticos/indeterminados) en América Latina y codifica un motivo de 12 aminoacidos
repetitivos en tdndem parcialmente degenerado presente en una proteina de membrana de 140 kDa

(Gruber & Zingales, 1993).
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e TS es una de las proteinas mds abundantes de 7. cruzi y es expresada también por otras especies
como el T. brucei 'y el T. rangeli (Bueren-Calabuig et al., 2014). Las TS se localizan en la membrana
de T. cruzi y estan implicadas en la invasién de las células del huésped como resultado de la
transferencia de 4cido sidlico desde las células hacia moléculas aceptoras localizadas en la superficie
del parésito TS es una enzima que cataliza la transferencia reversible de 4cido sidlico (SIA) desde las
células del huésped hacia mucinas presentes en la superficie del pardsito (Colli, 1993). Se ha
descripto que estas moléculas de SIA son indispensables en el ciclo de vida del T. cruzi: cumplen un
rol fundamental en el proceso de adherencia e invasion de las células del huésped e intervienen en la
proteccién del mismo frente al ataque de Acs, generando asi un mecanismo por el cual el parasito
evade la respuesta inmune del huésped (Freire-de-Lima et al., 2015). El 7. cruzi no posee la
magquinaria celular necesaria para sintetizar dichos SIAs, por lo que debe tomarlos de las células del

huésped, lo que posiciona a la TS como una de las enzimas claves en su metabolismo.

e SAPA es un Ag de fase aguda, también conocido como TCNA, TS (da Silveira et al., 2001) o RP2
(Marcipar & Lagier, 2012). La secuencia codificante para esta proteina consiste en 14 repeticiones
de 12 amino4cidos inmunodominantes dispuestas en tindem (Pollevick et al., 1991). Las repeticiones
de SAPA se localizan en el dominio C-terminal de las enzimas trans-sialidasas de T. cruzi (TS),
mientras que el dominio N-terminal de TS con 642 aminodcidos constituye el sitio catalitico
(Campetella et al., 1994). Ha sido propuesto para el diagnéstico precoz de la enfermedad de Chagas
(Affranchino et al., 1989). Segin Affranchino y col. (1989) y Reyes y col. (1990) los Ac contra

SAPA estdn presentes principalmente en sueros de pacientes agudos y congénitos.

1.1.2.2 Proteinas recombinantes quiméricas:
Ademas, se han utilizado dos proteinas recombinantes quiméricas, CP1 (Chimeric Protein 1) y
CP3 (Chimeric Protein 3). La conformacién de dichas quiméricas fue en base a Ags repetitivos

recombinantes de 7. cruzi tal como se describe a continuacion:

e CP1 (Camussone et al., 2009) estd compuesta por un segmento de FRA, fusionado a un segmento de

SAPA.

o El antigeno repetitivo flagelar (FRA), también encontrado en bibliografia como H49, JL7, Agl
o RP1 (Marcipar & Lagier, 2012), es usado para el diagndstico de la etapa crénica de la

infeccidn.
o El Ag SAPA mencionado anteriormente.

e CP3 (Peverengo et al., 2018) compuesta por un segmento de MAP fusionado a un segmento de TcD

y a uno de TSSAIIL:
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o Laproteina asociada a microtubulo (MAP) también puede encontrarsela en la bibliografia como
Ag36, JL9 o RP3 (Marcipar & Lagier, 2012), es utilizada para el diagndstico de la infeccién

tanto aguda como crénica.

o El Ag perteneciente a la familia de las trans-sialidasas (TcD) es utilizado para el diagndstico de

la infeccién tanto aguda como cronica.

o Se ha informado que, el Ag pequefio de superficie de tripomastigote (TSSAII), muestra la Se
del 87,8% y el 100,0% de Es para discriminar entre pacientes con enfermedad de Chagas y
Leishmania (Cimino et al., 2011). Este Ag, ha mostrado ser especifico de los genotipos UDT
I, UDT V o UDT VI y desarrollar Ac especificos en pacientes infectados (Bhattacharyya et al.,
2010; Di Noia et al., 2002). Dado que estos son los UDT predominante en América del Sur,
podrian ser de utilidad para la determinacién de infecciones por 7. cruzi, en las regiones que

son co-endémicas para ambas infecciones (Marcipar & Lagier, 2012).
1.1.3 Conjugacion de proteinas

1.1.3.1 Sistema de biotina: estrept-avidina

Entre los sistemas de marcaje no radioactivos mds sensibles y ampliamente aplicados en el
campo de la biotecnologia se encuentra el sistema basado en la unién de la biotina con las proteinas
avidina y estreptavidina, llamado también biotina: estrept-avidina (Bayer & Wilchek, 1980). La biotina
tiene una afinidad muy alta con las proteinas avidina y estreptavidina, con una constante de disociacién
apH7de 0,6 x 10 My 4 x 10" M, respectivamente (Green, 1990). Dada esta propiedad, el sistema
biotina: estrept-avidina es utilizado en la conjugacién de moléculas para inmunoensayos y en la

hibridacién de 4cidos nucleicos (Diamandis & Christopoulos, 1991).

La biotina es una molécula pequefia de 244,31 daltons (Da). Por su parte, la avidina es una
glucoproteina que contiene cuatro subunidades idénticas de 16,4 kilodaltons (kDa), dando un peso
molecular de aproximadamente 66 kDa (Green, 1975). Cada subunidad tiene un sitio de unién a una
molécula de biotina y una modificacién de oligosacédrido que se encuentra vinculada a la asparagina. El
alto componente de oligosacdridos consiste principalmente en manosa y N-acetilglicosamina, por lo
que puede interactuar inespecificamente con cargas negativas, especialmente con las de superficies
celulares y 4cidos nucleicos (Bruch & White, 1982). Por estas razones, actualmente se suele emplear
como conjugado a la estreptavidina, homotetramero de ~56 kDa de la bacteria Streptomyces avidinii
con la capacidad de unir hasta cuatro moléculas de biotina con alta afinidad. Es una proteina con alta
termoestabilidad, resistente contra pH extremo, agentes desnaturalizantes y degradacién enzimatica
(Wilchek et al., 2006). Estas propiedades han representado en la estreptavidina una herramienta
sobresaliente para las diferentes disciplinas de biociencias, biomedicina y, recientemente, para otros

campos de la ciencias naturales y tecnologia. Se trata de una proteina no glicosilada de cuatro
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subunidades, cada una de 159 aminodcidos. Las dos proteinas, avidina y estreptavidina, tienen un 33%
de homologia en su secuencia y cuatro residuos de triptéfano que estarian involucrados en los sitios de
unién a la biotina (Green, 1990). En general, el uso de estreptavidina ocasiona una menor unién

inespecifica que la avidina debido a que no presenta carbohidratos.

La mayoria de las aplicaciones basadas en esta interaccion requieren de la biotinilacién previa
de las moléculas diana. Existen distintos métodos de biotinilizacion, dentro de ellos se describe la

técnica de biotinilacién quimica la cual es sencilla y de uso comuin.

1.1.3.2 Marcaje quimico de proteinas con biotina

La D-biotina es, el componente basico para la construccion de reactivos de biotinilacion.

Para la incorporacién de biotina en las proteinas, se utilizan derivados de biotina que contienen
porciones reactivas capaces de unirse a determinados grupos funcionales en las proteinas. A través de
esta modificacién denominada biotinilacidn, se obtienen proteinas biotiniladas que contienen sitios de
unidn a la avidina/estreptavidina. Los agentes biotinilantes empleados son relativamente pequefios, por
lo que los reactivos no deberian afectar significativamente las propiedades quimicas y fisicas de la

molécula (Della-Penna et al., 1986).

El disefio basico de un compuesto marcador de biotina se ilustra en la Figura 8 el cual presenta
un anillo biciclico de biotina en un extremo de la estructura, un grupo reactivo en el otro extremo que
puede usarse para acoplarse con otras moléculas y grupos espaciadores construidos a partir de la cadena

lateral del acido valérico de la molécula.

Sistema de anillo
Brazo espaciador / biciclico

3

Grupo reactivo

Cadena lateral de
Acido Valerico

Figura 8: Diseiio bdsico de un reactivo de biotinilacion. Incluye los anillos biciclicos y la cadena lateral del
dcido valérico de la D-biotina en un extremo y un grupo reactivo para acoplarse con los grupos diana en el otro
extremo. Se pueden incluir grupos espaciadores en el diseiio para extender el grupo de biotina lejos de las
moléculas modificadas, asegurando asi una mejor capacidad de interaccion con las sondas de avidina o
estreptavidina.

Existen varios reactivos de biotinilacién disponibles para la modificacién de proteinas y otras
biomoléculas. Dentro de ellos se encuentran los reactivos de biotinilacién con amina que contienen

grupos reactivos fuera de la cadena lateral del dcido valérico de la biotina que pueden formar enlaces
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covalentes con aminas primarias en proteinas y otras moléculas. Dos tipos bdsicos de reactivos de

aminas que estdn comunmente disponibles son: ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) y carboxilatos.

1.1.3.3 Esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS):

Los ésteres de NHS reaccionan espontineamente por ataque nucleofilico de una amina en el
grupo carbonilo, liberando el grupo NHS y formando un enlace amida estable (Figura 9). Mientras que
los compuestos de biotina que contienen carboxilato pueden activarse en un éster de N-
hidroxisuccinimida (NHS) mediante una reaccién mediada por carbodiimida utilizando EDC (1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida), para luego acoplarse a amina para modificacién directa de grupos
amina en proteinas y otras moléculas. NHS-biotina es el reactivo de biotinilacion mds simple disponible.
Las reacciones de modificacién se llevan a cabo en condiciones ligeramente alcalinas y generalmente

dan como resultado una alta eficiencia de incorporacion de biotina.

o
o HN)I\NH
o O S

NHS-Biotina

@)
— L, £
Molécula que H HN- O NH N-OH
contiene RN +
Amina [o)
(o} S
Formacién de N-Hydroxy-
enlace Amida succinimide

Figura 9: Reacciéon de biotinilizacion. El grupo éster activo de NHS-biotina reacciona con compuestos que
contienen amina para formar enlace de amida. Imagen adaptada de Hermanson, 2008 (G. T. Hermanson, 2008).

NHS-biotina es insoluble en ambientes acuosos. Debe disolverse primero en disolvente
orgénicos como dimetilformamida (DMF) o dimetilsulf6xido (DMSO). La adicién de una solucién de
NHS-biotina a una reaccién no debe exceder un nivel de aproximadamente 10 por ciento de solvente
orgdnico en el tampdn para evitar problemas de precipitaciones de proteinas. Una vez afiadida al medio
de reaccion, la NHS-biotina puede aparecer como un suspension turbia o nebulosa, lo que indica una
solubilidad incompleta. Sin embargo, tales microdispersiones todavia son efectivos en la modificacion.
Se puede realizar la biotinilaciéon de péptidos u otras moléculas que son insolubles en agua

completamente en solvente organico (G. T. Hermanson, 2008).
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1.2 Objetivos del capitulo 1

A los fines de obtener un nuevo antigeno util para para el diagnéstico de la infeccion aguda por
T cruzi, en este capitulo se describe el disefio y obtencién de CP4, una nueva proteina recombinante
quimérica, compuesta por cinco Ags especificos de 7. cruzi. En una primera etapa, dicho Ag se evalué
para la deteccién de Ac IgG en sueros de Chagas crénicos mediante ensayo de ELISA indirecto debido
a que los sueros de Chagas agudos son muy escasos. Por tltimo, se conjugdé CP4 a moléculas de biotina
y se evaluo su reactividad mediante ensayo de ELISA de captura de Ac IgG para posteriormente poder
utilizarlo mediante ensayos de ELISA de captura para la deteccién de Ac IgM anti-CP4 para la

deteccion de la infeccion vertical.
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1.3 Materiales y métodos:

1.3.1 Diserio y obtencion de la proteina recombinante CP4

1.3.1.1 Disefio y obtencién de ADN codificante
Como se esquematiza en la Figura 10 la construcciéon de la nueva proteina recombinante

quimérica a obtener, a la cual llamamos CP4, consiste en la fusién de las proteinas recombinantes CP1

' N\

pET28a His MAP TCD - FRA SAPA pET28a

Figura 10: Representacion esquemdtica de la construccion de una nueva proteina quimérica, CP4. Pldsmido
recombinante pET28a-CP4 fusionado a His; constituido por la union de dos proteinas recombinantes que dan
lugar a la expresion de los Ags: MAP, TcD, TSSA 1I/V/VI (CP3) FRA y SAPA (CP1).

Se disefiaron cuatro primers para unir, mediante PCR overlapping (OV), los dos fragmentos de
ADN de interés (Figura 11). Los primers de los extremos contaron de las enzimas de restricciéon EcoRI
y Sall (Gris) (Fw1:GAATTCCCGCGCCATGTGG;
Rv4:GTCGACATCGGGCAAAATCAAAACCATA).

Por su parte, los primers internos (Rv2:CTTCTTACTTCCTGACGACGCTTCAGCCG;
Fw3:TCGTCAGGAAGTAAGAAGAAGCTTGCCGACC, se diseniaron de manera tal que tengan una

zona de hibridacién de 18 pb (Amarillo), incluyendo nucleétidos que den lugar a los aminoécidos

glicina y serina (Negrita) para dar flexibilidad a la proteina en su conformacion.

Se llevaron a cabo dos amplificaciones: en el paso 1 se realizé la amplificacion del gen que
expresa a CP3 utilizando Fw1 y Rv2, y en el paso 2 se realiz6 la amplificacion del gen que expresa CP1

utilizando Fw3 y Rv4.
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PASO 1 PASO 2

CP3 CP1
Rv2 F Rv4

s ;- - I s
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[
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R —
PASO 3B

[
Fw1

Figura 11: Obtencion de una nueva proteina quimérica para el diagnostico de T. cruzi. Esquema del diseriio
propuesto para realizar PCR-OV.

Tanto para el paso 1 como para el paso 2 realizamos PCR en un volumen final de 50 pL
utilizando como molde 5 pL de miniprep (Mp) de CP3 como de Mp de CP1. La mezcla de amplificacién
consistié en 5x buffer de PCR (Promega), 250 uM de dNTP (TransGen Biotech Co), 1 U de Tag DNA
polimerasa (Promega) y 0,25 uM de primers (Invitrogen) Fw y Rv. La amplificacion de las muestras se
realizé en el termociclador Veriti™ (Applied Biosystems™) con un programa de desnaturalizacién
inicial a 94°C durante 1,5 min, seguido de 10 ciclos de: desnaturalizaciéon a 94°C durante 1 min,
alineamiento a 51°C durante 30 segundos y extensién a 72°C durante 30 segundos; 20 ciclos de:
desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, alineamiento a 55°C durante 30 segundos y extensioén a 72°C

durante 30 segundos; y por dltimo un paso de extension a 72°C durante 5 min.

Luego se realiz6 PCR-OV, paso 3, en la cual el perfil térmico de la PCR fue disefiado para
fomentar la formacién de un producto hibrido de los productos obtenidos de los pasos 1 y 2. El volumen
final de la PCR fue de 50 uL utilizando como molde 117 ng/uL de la amplificacién obtenida de CP3 y
119,21 ng/uL de la amplificacién obtenida de CP1. El paso 3A consistid en la desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 3 min, fue seguida de 10 ciclos de: desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos,
alineamiento a 45°C durante 40 segundos y extensioén a 72°C durante 1 minuto; continuando con el
paso 3B en el cual se procedié con la incorporacién de los primers (Fwl y Rv4) seguida por una
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 3 min y luego 20 ciclos de la siguiente secuencia:
desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, alineamiento a 55°C durante 40 segundos y extension a

72°C durante 1 min; y por dltimo un paso de extensién a 72°C durante 5 min.
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1.3.1.2 Transformacién de bacterias E. coli de la cepa DH5a

Se purificé el fragmento de interés de 800 pb con precipitacion de ADN con etanol, se chequed
la concentraciéon de ADN utilizando un equipo nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific
™)y se ligé al vector de expresion p-GEM-T (Promega®) mediante el uso de la enzima T4 ADN Ligasa

(Promega®). La mezcla de ligacion se incubé toda la noche a 4°C.

Se transformaron bacterias E. coli de la cepa DH5a por shock térmico a 42°C durante 45
segundos. Las bacterias fueron plaqueadas en medio LB-Agar suplementado con Ampicilina. Las placas
se incubaron durante toda la noche a 37°C. transformadas que captaron el vector con el gen (colonias
blancas) y las que no lo hicieron (colonias azules). Luego, con el fin de verificar si el fragmento de
interés se insertd dentro del vector, se seleccionaron colonias blancas a las cuales se les realizé una PCR
de colonias. Para esto se utilizaron los primers Fwl y Rv4. A las colonias que fueron positivas para la
PCR, se les realizé6 Mp del ADN plasmidico utilizando un kit comercial (Wizard® Plus SV Minipreps

DNA purification System,Promega®), siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.3.1.3 Extraccion y Ligacion del ADN recombinante

Una vez corroborada la presencia de ADN plasmidico en la Mp, se procedi6 a realizar el corte
de la misma con las enzimas de restriccion Sall (Promega®) y EcoRI (Promega®) y se ligd al vector
de expresion pET-28a (Novagen™) en los sitios de restriccion EcoRI y Sall. El vector de expresion
pET-28a, de 5369 pb, presenta seleccidn por resistencia a Kanamicina (Kan), promotor T7lac y produce
proteinas fusionadas a 6 Histidinas (His) en su extremo N terminal. El mismo fue elegido debido a que
la secuencia de His incorporadas permite su purificacién en columna de Niquel inmovilizado. La
ligacién se realizé mediante el uso de la enzima T4 ADN Ligasa (Promega®). La mezcla de ligacion

se incubd toda la noche a 4°C.

1.3.1.4 Transformacion de bacterias E. coli
Con el producto de ligacién (pET28-CP4) se transformaron bacterias E. coli BL21 (DE3) por
shock térmico a 42°C durante 45 segundos. Las bacterias fueron plaqueadas en medio LB-Agar con

Kan como agente selector.

Para verificar que el producto clonado en el vector pET-28 sea el correspondiente a CP4, se

realiz6é una PCR de colonias utilizando los primers Fwly Rv4, y Mp de las colonias obtenidas.

1.3.1.5 Expresion de la proteina recombinante CP4

Para la expresion de la proteina recombinante las colonias obtenidas se replicaron en 3 mL de
medio LB liquido con 50 pg/mL de Kan a 37°C bajo agitacion durante toda la noche (ON, del inglés:
over night). Al dia siguiente, las muestras se diluyeron 100 veces en un medio LB fresco suplementado
con Kan y se incubaron, en iguales condiciones hasta llevar a crecimiento exponencial (2 h

aproximadamente, DOsso = 0,5-0,6), momento en que se indujo la expresion mediante el agregado del
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agente inductor IPTG (Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido). Con el fin de optimizar este paso de
expresion proteica, se ensayaron dos condiciones de induccién: a) mediante el agregado de IPTG
0,1 mM ON a 180 rpm y 20°C b) mediante el agregado de IPTG 1 mM durante 3 h a 180 rpm y 37°C.

En ambos casos se prepard también un cultivo sin IPTG como control de la induccién.

La expresion de la proteina de interés se evalu6é mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
al 15% con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). La composicién de los geles y las distintas soluciones
empleadas durante la electroforesis son detalladas en el anexo. Para ello, 250 pl. de cada cultivo
inducido fue centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos. Cada, precipitado fue solubilizado con 32 pl
de agua destilada y 8 pL. de buffer de muestra 5X y hervido durante 5 min. Luego, se sembraron 10 pL
en el gel junto al marcador de peso molecular Pierce Unstained Protein (14,4 a 116 kDa, Thermo Fisher
Scientific™). La corrida electroforética se realiz6 en una cuba BIO-RAD® a 150 V y el gel se tifié con

azul de Coomasie durante 40 minutos.

1.3.1.6 Obtencidn de la proteina recombinante CP4

Para, la preparacién de proteina recombinante en las cantidades requeridas para los ensayos,
una colonia fue repicada en 2 mL de medio LB-Kan e incubada a 37°C bajo agitacién durante toda la
noche. Al dia siguiente, 1 mL del cultivo se repic6é en 100 mL de medio LB-Kan y se dejé crecer a 37°C
hasta alcanzar una DOsso = 0.5-0.6. En ese punto, se agregd IPTG 0,1 mM y se incubé durante toda la
noche a temperatura ambiente bajo agitacidon para la expresion del Ag de interés. Paralelamente, la
muestra fue repicada en 3 mL de medio LB-Kan sin agente inductor, como control de la expresién

proteica.

El cultivo obtenido fue centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos. El precipitado fue solubilizado
con agua destilada en una proporcién de 40% del volumen inicial y sonicado (Vibra-Cell, Sonic &
Material Inc) hasta la clarificacién del cultivo. Luego, el cultivo clarificado fue centrifugado durante 5
minutos a 10000 rpm. Para determinar si la proteina de interés se encontraba en la fraccién soluble o en

la precipitada, alicuotas de cada una de ellas fueron analizadas en SDS- PAGE.

1.3.1.7 Purificacién de la proteina

Se utiliz6 una columna de agarosa con Niquel inmovilizado (Ni-NTA Agarose R901-15,
Invitrogen™) de 1 mL, con el objetivo de eliminar contaminantes celulares y evitar, de este modo,
posibles interferencias en los ensayos de ELISA. El Niquel interacciona especificamente con la cola de
His presentes en las proteinas recombinantes, de esta manera, la mismas, quedan retenidas en el interior
de la columna separdndose del resto. Para la elucién de los fragmentos se utilizaron soluciones de
Imidazol con concentraciones crecientes de 20 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM. Todas las
fracciones recolectadas fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 15% para visualizar en qué

fracciones de elucion se encontraba la proteina y a su vez para evaluar su integridad y pureza. Luego se

39



Capitulo 1

calcul6 la concentracion de proteinas mediante el método colorimétrico del dcido bicinconinico (BCA)

(Bainor et al., 2011).

1.3.1.8 Expresion y purificacion de la proteina recombinante SAPA:
De modo similar se trabajé para la expresion y purificacion de la proteina SAPA cuyo clon fue
obtenido previamente en el Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica, en E.coli DE3 (BL21) bajo la

construccién plasmidica pET32a-SAPA (Camussone et al., 2009).

1.3.2 Proteinas recombinantes CP1, CP3, P2f5, B13, TSNty TSf:

En el Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica se disponia de stock de las proteinas
recombinantes CP1, CP3, P2B, B13, TSNt y Tsf purificadas y cuantificadas segtn las publicaciones del
grupo (Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009; Peverengo et al., 2018; Prochetto et al., 2017,
2022).

1.3.3 Panel de suero

1.3.3.1 Panel de sueros para evaluacion de Ac anti-IgG especificos de 7. cruzi (Panel G):

Se obtuvieron muestras de sueros de donantes de sangre que asistieron al Hospital J. B. Iturraspe
(Santa Fe, Argentina). Se excluyeron muestras con serologia positiva para el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), sifilis y hepatitis A, B y C. Dos pruebas comerciales diferentes incluyendo ELISA y
HAI de Wiener Lab (Argentina) fueron empleadas para evaluar estado de infeccidn crénica por 7. cruzi.
La condicién seroldgica fue confirmada como positiva cuando se obtuvieron resultados concordantes,
seglin lo establecido por procedimientos técnicos estdndar de la OMS (WHO, 2002). Las muestras se
clasificaron como: CH+: cuando dieron positivo para la infeccion crénica por 7. cruzi y CH-: en el caso

de ser negativos para 7. cruzi (Figura 12).

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la FBCB-UNL
(CE2020-58).

Figura 12: Panel de suero G. Panel reducido y amplio de sueros Chagas cronicos.
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1.3.3.2 Pools de muestras positivas y negativas:
Para evaluar el conjugado de CP4-B se utilizaron pools de sueros, los cuales se conformaron, a

partir de las muestras descriptas anteriormente, de la siguiente manera:

e Pool CH+: conformado por muestras perteneciente al grupo CH+.

e  Pool CH-: conformado por muestras pertenecientes al grupo CH-.

1.3.4 Evaluacion de la reactividad del antigeno CP4 obtenido

1.3.4.1 Puesta a punto del ensayo de ELISA:

En la puesta a punto del ensayo, para la sensibilizacion de la microplaca de ELISA, se utilizaron
100 pL de diferentes concentraciones de CP4 (100 ng y 500 ng por pocillo) en buffer carbonato (pH
9,6). Luego se realizé un bloqueo con 200 puL de leche descremada al 5% en PBS 1X (pH 7,4) y se
evalud incubando con 100 pl. de sueros (dil 1/100) de un panel reducido (CH+; n=10 y CH-; n=10) y
como Ac conjugado se utiliz6 100 pL por pocillo de Ac de cabra anti-IgG humana conjugada a
peroxidasa (anti-IgGn,-HRP, Jackson) (dil 1/15000). Para las diluciones de los sueros como del Ac anti-
IgGhe-HRP se utiliz6 leche descremada al 1% en PBS 1X. Entre cada paso, las placas se lavaron tres
veces con PBS que contenia 0,05% (v/v) Tween 20 y cada paso de incubacién fue a 37°C -30 min. La
reaccion enzimatica se desarrolld con 100 pl. por pocillo de TMB (Invitrogen) y se detuvo usando
100 pL por pocillo de 0,5 N H>SO4. Se determino densidad éptica (DO) de las placas a 450 nm en un
lector ELISA (Molecular Devices Emax).

Se calculd la relacién entre la DO media de los sueros CH+ y la DO media de los sueros

CH- (ADO+/ADO-) para evaluar la discriminacién entre sueros positivos y negativos.

1.3.4.2 Evaluacion del panel de sueros G:
Se sensibilizaron las microplacas de ELISA con 500 ng por pocillo del Ag CP4 en buffer

carbonato (pH 9,6) y luego se procedid con el ensayo como se describe en el inciso anterior.

Las muestras de suero se evaluaron por duplicado y el resultado de la prueba fue el valor medio
de densidad 6ptica (DO). Los valores de corte (cut-off) se calcularon como el DO medio de los controles

negativos mds 2 desviaciones estdndar de esa media.

Para salvar la heterogeneidad propia de la técnica de ELISA, los valores de DO fueron
expresados como el indice de densidad Optica (IDON) que corresponde a la DO de la muestra en

relacion con el valor de cut-off definido en la ecuacién 1 como:

DO muestra (1)

IDON =
cut — of f
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Los valores de IDON se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad (Versién
5.03) donde se determind una LC que permitié obtener valores éptimos de Se, Es, drea bajo la curva
(AUC) e indice de Youden (J). La muestra se considerd positiva para la EC cuando se obtuvo un

resultado >1.C y negativa cuando se observo un resultado <LLC.
1.3.5 Conjugacion de CP4 con Biotina

1.3.5.1 Biotinilizacién de CP4:

Se dializ6 por diafiltracién (1/1000) 1000 uL de la proteina recombinante quimérica CP4
(C= 2 mg/ml) contra buffer Acido Bérico/Borato (0,1M pH 8,8 a 4 °C) utilizando una columna de
ultrafiltracion Vivaspin™ de 20 mL, con una linea de corte de 10,000 MWCO (molecular weight cut-
off). Se prepard una solucién de 10 mg/mL de Biotininyl N-hydroxysuccinimide ester (Sigma) en
dimetilsulf6xido (DMSO). Luego de obtener CP4 dializada, se le adicion6 40 uL de solucién de éster
biotina de manera de cumplimentar la relacién de 100 pg de biotina por cada mg de proteina. Se incub6

durante 4 h en agitacion en balanceador a temperatura ambiente.

Luego de la etapa de biotinizacién propiamente dicha, se inhibid la reaccién agregando una
soluciéon de NH4Cl 1M, para neutralizar la biotina remanente con iones amonio, respetando una relacion
de 20 pL de solucién por cada 250 pg de biotina agregada. Se incubd en balanceador a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Luego, para eliminar la biotina no reaccionante, se dializé (1/1000)
mediante diafiltracién contra buffer PBS 1X. Como tltimo paso, se centrifugd el material biotinilado
en microcentrifuga a 13.000 rpm durante 5 minutos, se descartd el precipitado y se recuperd el

sobrenadante conservandolo a -20 °C.

1.3.5.2 Evaluacion de la reactividad del conjugado CP4-B:

Para determinar la correcta biotinilizacién de la proteina, se realiz6 un ensayo de ELISA directo.
Para esto, se sensibilizaron pocillos de la placa de ELISA con 20 pL. de CP4-B y se utilizé como control
un pocillo sin sensibilizar. Se realizé un bloqueo con 40 pL. de PBS-Leche descremada al 5% en PBS
1X y luego se incubd con 20 pl. de una solucién de Streptavidina-Peroxidasa (SAv-HRP; BD
OptEIA™) en dil 1/150 en PBS 1X. Entre cada paso, las placas se lavaron tres veces con PBS con
0,05% (v/v) Tween 20. La reaccidon enzimatica se desarrolld con 20 pL por pocillo de TMB (Invitrogen)
y se detuvo usando 20 pL por pocillo de 0,5 N H2SOs. Se determiné la densidad 6ptica (DO) de las

placas a 450 nm en un lector ELISA (Molecular Devices Emax).

1.3.5.3 [Evaluacion del comportamiento antigénico del conjugado CP4-B:

Se realiz6 un ensayo de ELISA de captura para la deteccién de Ac IgG especifica enfrentando
CP4-B a pools de sueros (panel G) CH+ y CH-. Se evaluaron diferentes variables: diluciones (1/100;
1/250) del Ac anti-IgG humano (anti-IgGn,, Millipore), concentraciéon de CP4-B (0,5 mg/ml; 1mg/mL

y 1,5 mg/mL) y la utilizacién de la mezcla de CP4-B con SAv-HRP previamente incubados.
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La cantidad 6ptima de los reactivos utilizados en el ensayo ELISA se determiné mediante

valoracidn de tablero de ajedrez. Se calcul6 la relacion entre la DO del pool CH+ y la DO del pool CH-

(ADO+/ADO-) para evaluar la discriminacidn entre positivos y negativos.
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1.4 Resultados

1.4.1 Obtencion de la proteina recombinante CP4

1.4.1.1 Disefio y obtencién del nuevo antigeno:

Con la finalidad de obtener una proteina recombinante quimérica que contenga a los cinco Ags
que dan lugar a CP1 y CP3, se disefié una nueva construccién quimérica multiepitope recombinante de
T. cruzi, la cual llamamos CP4. Para llevar a cabo su obtencion, como se detalla en el inciso 1.3.1.1, se
disefiaron cuatro primers para unir mediante PCR-OV los dos fragmentos de ADN de interés que la

componen.

De las amplificaciones llevadas a cabo, se obtuvo una banda de 370 pb correspondiente al gen
que expresa CP3 y un fragmento de 430 pb correspondiente al gen que expresa CP1 (Figura 13 A).
Utilizando estos dos fragmentos en la PCR-OV se obtuvo un fragmento de 800 pb (Figura 13 B).

A MPM CP1 CP3 B CP4 BM MPM

pb

800

Figura 13: Obtencion de una nueva proteina quimérica para el diagnéstico de T. cruzi. Gel de agarosa para
los fragmentos obtenidos del paso 1y paso 2 (izquierda) y PCR-OV (derecha).

Luego, el fragmento se ligd al vector pPGEM-T y se transformé en bacterias E coli. Utilizando
X-Gal, se pudo determinar que 6 de 65 colonias, eran blancas, por lo que podiamos interpretar que esas
colonias captaron la ligacién pGEM-T-CP4. Posteriormente se realiz6 una PCR de colonias y como tal
como se observa en la Figura 14, de las 6 colonias, solo 4 amplificaron el fragmento de interés. Las
colonias 11, 14, 23 y 33 presentaron una banda a aproximadamente 800 pb coincidiendo con la altura

deseada para el fragmento de interés.
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5 11 14 23 33 58 MPM BMM

pb

800

Figura 14: PCR de colonias para los clones pGEM-T-CP4 obtenidos. Clon 5 y 58 no presentaron banda de
reaccion. Clones 11, 14, 23 y 33 presentaron banda de reaccion a una altura aproximada de 800 pb.

Se obtuvieron Mp de dichas colonias y se realizaron los cortes con enzimas de restriccion. El
fragmento de interés liberado de 800 pb se purificd y se ligd al vector de expresion pET28a. Luego de
la transformacion de la ligacién pET28a-CP4 con células de E. coli BL21 (DE3) se obtuvieron 7 clones,

todos positivos para la PCR de colonias realizada (Figura 15).
1 2 3 4 5 6 7 BMM MPM

pb

800

Figura 15: PCR de colonias para los clones pET28a-CP4 obtenidos. Clon 1 a 7 presentaron banda de reaccion
a una altura aproximada de 800 pb. BMM: blanco molecular de reaccion. MPM: marcador de peso molecular.

1.4.1.2 Expresion y purificacion de CP4:

Se verific6 mediante SDS-PAGE Ia capacidad de expresién de la proteina recombinante
quimérica con un peso molecular de 60 kDa. Se obtuvo induccién tanto con el protocolo de incubacién
durante toda la noche a temperatura ambiente y el protocolo de incubacién de 3 h a 37°C. En la Figura
16 A, se puede observar, que solo un clon presentd induccién para el protocolo 3 h, mientras que 4

clones para el protocolo ON. Se seleccioné el clon de la calle 13, para ser inducido en un cultivo de
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mayor volumen (100 mL). A su vez, para conservar un stock de este clon, se lo repicé en medio LB-

glicerol y se congel6 a -80°C.

Luego del sonicado, se verificoé mediante SDS-PAGE la presencia de CP4 en la fraccion
soluble. Posterior a la purificacidn, las fracciones eluidas, fueron analizadas por SDS-PAGE. En la
Figura 16 B se observa que la mayor cantidad de CP4 eluye con la soluciéon de Imidazol
100 mM. Ademds, puede observarse, que las calles 8 a 11 no presentaron bandas relacionadas con
impureza. Estas fracciones se juntaron y concentraron mediante centrifugacién utilizando una columna
de ultrafiltracién Vivaspin ™ de 20 mL, con una linea de corte de 10,000 MWCO (molecular weight
cut-off). Luego se cuantificé por el método del 4cido bicinconinico obteniendo una concentracion de

0,75 mg/ml.

A B
1 2 3 4 5 6 mMM N 7 8 9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6 7Twwg 9 10 11 12 13 14
£ -~
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Figura 16: SDS- PAGE. A) Induccion de CP4. Calles 1 a 6 induccion de diferentes clones 3h; MPM, marcador
de peso molecular; NI, cultivo no inducido; calles 7 a 13 induccion de diferentes clones ON. B) Purificacion de
CP4. Calle 1, eluido; calle 2, fraccion de CP4 en Imidazol 20 mM; calle 3, fraccion de CP4 en Imidazol 50 mM;
calles 4 a 7, fraccion de CP4 en Imidazol 100 mM; MPM, marcador de peso molecular; calles 8§ a 11, fraccion
de CP4 en Imidazol 250 mM; calles 12 a 14 fraccion de CP4 en Imidazol 500 mM.

1.4.1.3 Expresion y purificacion de SAPA:
A partir del clon disponible en el laboratorio correspondiente a la secuencia repetitiva de SAPA
insertada en el pldsmido pET24 y clonada en E. coli BL21 (DE3), se expresé y purificd la proteina

recombinante de 7. cruzi de fase aguda SAPA.

Se verific6 mediante SDS-PAGE la capacidad de expresiéon de la proteina recombinante
quimérica con un peso molecular de 40 kDa. En la Figura 17 A, se pudo observar, que los cinco clones
evaluados presentaron induccién para el protocolo de induccién utilizado. Se selecciond el clon de la
calle 3, para ser inducido en un cultivo de mayor volumen (100 mL). Luego del sonicado, se verificé

mediante SDS-PAGE la presencia de SAPA en la fraccién soluble.

Posterior a la purificacién, las fracciones eluidas, fueron analizadas por SDS-PAGE. En la
Figura 17 B y Figura 17 C se observa que la mayor cantidad de SAPA eluye con la solucién de Imidazol

100 mM y 250 mM. Ademads, puede observarse, que las calles no presentaron bandas relacionadas con
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impureza. Estas fracciones se juntaron y luego se cuantificaron por el método del 4cido bicinconinico

obteniendo una concentracién de 0,744 mg/ml.

Figura 17: SDS- PAGE. A) Induccion de SAPA. Calles 1 a 5 induccion de diferentes clones ON; NI, cultivo no
inducido; MPM, marcador de peso molecular. B'y C) Purificacion de SAPA. Calle 1, eluido; calle 2 y 3, fraccion
de SAPA en Imidazol 100 mM; MPM, marcador de peso molecular; calles 4 a 7, fraccion de SAPA en Imidazol
250 mM; calle 8 a 11, fraccion de SAPA en Imidazol 500 mM.

1.4.1.4 Anadlisis mediante SDS-PAGE de los Ags CP1, CP3, P2y B13:

Las proteinas recombinantes solubles CP1, CP3, P2 y B13 con un peso molecular de 45, 35,
34 y 32 kDa respectivamente estaban en stock disponibles en el LTI. Antes de proceder con su
utilizacion fueron evaluadas mediante SDS-PAGE para corroborar su integridad. Como se observa en

la Figura 18, para las 4 proteinas analizadas, las calles no presentaron bandas relacionadas con

impureza.
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Figura 18: Evaluacion de la integridad de los Ags CP1, CP3, P2f3, B13. SDS-PAGE al 15% de los Ags con un
peso molecular de 45, 35, 34 y 32 kDa respectivamente.
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1.4.2 Evaluacion del comportamiento antigénico de CP4

En primera instancia, teniendo en cuenta la problemaética respecto a la disponibilidad de sueros
de bebés, para evaluar el desempefio antigénico de la nueva proteina recombinante, se la evalud

mediante ensayo de ELISA indirecto enfrentdndola al panel de sueros G.

Para la puesta a punto del ensayo de ELISA indirecto para el diagndstico de la infeccién crénica,
mediante la detecciéon de Ac IgG anti-CP4 especificos para 7. cruzi se evaluaron diferentes
concentraciones del Ag para la sensibilizacion de la placa de ELISA frente a sueros clasificados como
Ch+ (n=10) y Ch- (n=10). Como se observa en la Tabla 1, se obtuvo una mejor discriminacién entre

sueros positivos de negativos con la condicién de 500 ng.

Tabla 1: Valores de la relacion ADO+/ADO- obtenidos para las condiciones de ELISA de captura de IgG.
Condiciones evaluadas de CP4 frente al panel reducido de sueros G, sueros Ch+ y sueros Ch

Condicién ADO+/ADO-
100 ng por pocillo 6,07
500 ng por pocillo 10,8

Por lo tanto, se decidi6 realizar la evaluacion del panel de sueros ampliado (n=35 CH+ y n=29
CH-) utilizando 500 ng de CP4 en la sensibilizacion del ensayo de ELISA. En la Figura 19 se observa
que, si bien se obtuvo buena discriminacion entre sueros positivos y negativos (ADO+/ADO- = 7,17),

la misma disminuyé en comparacién al ADO+/ADO- obtenido en la evaluacién previa con el panel

reducido.
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Figura 19: Desempeiio diagnostico de la quimera CP4 frente al panel de sueros G. A) Distribucion de los
valores de IDON y B) Curva ROC, para el panel de sueros evaluado (n=35 CH+ y n=29 CH-) La linea de
tendencia central muestra el valor medio con desvio estdndar SD para cada grupo de suerosy la linea discontinua
roja indica la LC para discriminar entre sueros positivos y negativos.
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Los valores de Se y Es obtenidos a partir de la curva ROC de los valores de IDON fueron del
100%.

1.4.3 Conjugacion del antigeno CP4 a Biotina

1.4.3.1 Evaluacion de la reactividad del conjugado CP4-B
La evaluacién del conjugado obtenido de CP4-B, se realizé de manera preliminar mediante un
ensayo de ELISA directo, incubando la placa sensibilizada con el mismo y revelando con SA-HRP. Se

observé muy buena sefial para CP4-B en comparacién con el control (DO=1,40 vs DO=0,5).

1.4.3.2 Evaluacion del comportamiento antigénico del conjugado CP4-B

Como se menciond anteriormente, teniendo en cuenta la variable limitante de los sueros de
bebés, en primera instancia para evaluar el desempefio antigénico del conjugado CP4-B se llevé a cabo
un ensayo de ELISA de captura de Ac IgG. Para ello se evaluaron diferentes variables: diluciones de
Ac anti-IgGp, concentraciéon de CP4-B y la utilizacion de la mezcla de CP4-B con SA-HRP
previamente incubados, frente a un pool de sueros Ch+ y un pool de sueros Ch-, conformados por sueros

de Chagas crénicos (panel reducido G).

La cantidad 6ptima de los reactivos a utilizar en el ensayo de ELISA de captura de Ac IgG anti-

CP4 especificos de T. cruzi, se determiné preliminarmente mediante valoracién de tablero de ajedrez.

Como puede observarse en la Tabla 2, la mejor condicién con la cual se obtuvo una buena
discriminacion entre pool de sueros Ch+ del pool de sueros Ch- (ADO+/ADO- = 3,54) fue en la que se
utiliz6 el Ac anti-IgGp, con una dil de 1/250 y la mezcla de 500 ng de CP4-B con SA-HRP (1/150),

incubados previamente.

Tabla 2: Valores de la relacion ADO+/ADO0O- obtenidos para diferentes condiciones de ELISA de captura de
IgG utilizando CP4-B. Condiciones evaluadas frente a pool de sueros Ch+ y pool de sueros Ch-.

CP4-B

Condicion Ac anti-IgGhu Suero . SA-HRP ADO+/ADO-
(ng por pocillo)
I 1/250 1/100 500 1/150 2,37
I 1/250 1/100 1000 1/150 2,30
III1 1/250 1/100 1500 1/150 2,18
11 1/250 1/100 500 1 en 50 1,10
1AY 1/250 1/50 500 1/150 1,62
v 1/250 1/100 500 + 1/150 3,54

Por lo tanto, el ELISA de captura de Ac IgG permitié corroborar que la utilizacion del Ag CP4
conjugado a biotina, tiene un buen funcionamiento cuando es utilizado en el formato de ensayo de

ELISA de captura para la determinacion de IgG especifica.
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1.5 Discusion

Durante la fase crénica de la enfermedad de Chagas, la infeccion se diagnostica mediante la
deteccion de Acs contra los Ags de 7. cruzi presentes en el suero. La deteccion se logra a través de

métodos seroldgicos convencionales basados en principalmente ensayo de ELISA, HAI o IFIL.

La tendencia actual es producir ensayos de inmunodiagnéstico basados en proteinas
recombinantes como elementos sensibilizantes para mejorar el rendimiento diagndstico, lograr ensayos
mas estandarizados, reducir costos y evitar el uso de microorganismos patégenos (Aguirre et al., 20006;
Camussone et al., 2009; da Silveira et al., 2001; Granjon et al., 2016; Houghton et al., 1999; Praast et
al., 2011; F. L. N. Santos et al., 2017). Sin embargo, como los Ags individuales a menudo no son lo
suficientemente sensibles, las mezclas de estos Ags son de uso comin (WHO, 2010). Para mejorar el
rendimiento de un inmunoensayo preparado con multiples Ags, también se han propuesto proteinas
multiepitopos que expresan varios determinantes Ags no relacionados (Aguirre et al., 2006; Houghton
et al., 1999, 2000; F. L. N. Santos et al., 2016). Esta estrategia ofreceria varias ventajas, como (i) una
disminucién en la cantidad de Ags utilizados en los inmunoensayos, (ii) proporcidon controlada de
determinantes antigénicos que se muestran a los Acs, (iii) mayor nimero de epitopos disponibles en la
misma superficie, (iv) mas simple procesos de produccion (da Silveira et al., 2001; Marcipar & Lagier,

2012).

En este trabajo obtuvimos y evaluamos una nueva proteina recombinante quimérica, CP4, la
cual fue obtenida mediante PCR-OV de dos proteinas recombinantes quiméricas CP1 (compuesta por
los Ags FRA y SAPA) y CP3 (compuesta por los Ags MAP, TSSA 1I/V/VI y TcD), ambas previamente
descriptas por nuestro grupo de trabajo (Camussone et al., 2009; Peverengo et al., 2018). Por lo tanto,
toda la composicién de determinantes antigénicos de CP4 qued6 conformada entonces por los Ags
SAPA, FRA, MAP, TcD y TSSA II/ V/VI, los cuales fueron utilizados previamente en diferentes
quimeras para el diagndstico de la enfermedad de Chagas (Carvalho et al., 1993; Houghton et al., 1999;
Peverengo et al., 2018; Praast et al., 2011; A. P. D. Santos et al., 2018; Umezawa et al., 2003). El Ag
quimérico novedoso pudo expresarse y purificarse en forma soluble, una caracteristica que lo hace

adecuado para su uso en diferentes plataformas diagnoésticas.

Previamente, se ha destacado la complementariedad de las proteinas CP1 y CP3 cuando se
utilizaban en mezcla, para definir correctamente la infeccién crénica por 7. cruzi en humanos
(Peverengo et al., 2018). Se observé que, si bien CP1 y CP3 tenian rendimientos similares segtn el
andlisis ROC, habia sueros que arrojaban resultados negativos con la proteina CP1 y se clasificaban
correctamente utilizando CP3. Asi también los sueros que arrojaban resultados en la zona gris

disminuian notablemente cuando se utilizaba la mezcla de CP1 y CP3.
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En base a este hallazgo que destaca la complementariedad de estas proteinas, inferimos que los
determinantes antigénicos de CP1 y CP3 serian ttiles para definir la infeccién crénica por 7. cruzi en
humanos si se expresaran como una unica proteina, CP4. Para evaluar esta posibilidad, usamos CP4
para determinar si resultaba igual en relacion con el uso de las proteinas CP1 y CP3 en mezcla en cuanto
a la discriminacion entre la DO de sueros reactivos y no reactivos mediante ensayos de ELISA indirecto

para la deteccion de Ac IgG.

En cuanto a la evaluacién de CP4 frente al panel de sueros completo, podemos decir que se
clasificaron con éxito todos los sueros, lo que se vio reflejado en los valores de Se y Es obtenidos del
100%. Motivo por el cual CP4 presento la misma Se y Es que la mezcla de CP1+CP3 (Peverengo et al.,
2018) mediante la plataforma diagnostica de ensayo de ELISA indirecto para detectar Ac IgG especifica

anti-T. cruzi.

Por otro lado, dado la propiedad de que el sistema biotina: estrept-avidina es utilizado en la
conjugacion de moléculas para inmunoensayos (Diamandis & Christopoulos, 1991), por la alta afinidad
que tiene la biotina por la avidina y estreptavidina (Green, 1975), se procedié a conjugar a la nueva
proteina recombinante quimérica CP4 con moléculas de biotina. Con la finalidad de poder utilizarla en
la plataforma diagnostica de ELISA, en principio para detectar la enfermedad de Chagas crénico y a

posteriormente la enfermedad de Chagas vertical.

Fue posible obtener el conjugado de CP4-B con reactividad frente a estrept-avidina peroxidasa.
Luego la aplicacién diagnostica del conjugado CP4-B se evalué mediante ensayo de ELISA de captura
de Ac IgG frente a sueros Chagas crénico (panel G), donde fue posible obtener buena discriminacién

entre el pool de sueros Ch+ del pool de sueros Ch-.

Motivo por el cual se decidi6 continuar y utilizar el conjugado frente a la evaluacién de sueros
de bebés para la deteccion de Ac IgM anti-CP4 frente a un ensayo de ELISA de captura utilizando el

conjugado CP4-B obtenido que se describe en el siguiente capitulo.
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2. Capitulo 2:
Desarrollo de un ensayo de ELISA de captura para la deteccion
de IgM especifica frente a los antigenos de

T. cruzi
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2.1 Introduccion:

Los Ac IgM especificos para T. cruzi constituyen un biomarcador potencialmente efectivo para
la deteccién de la infeccidn vertical (Carlier & Truyens, 2015). Los Ac IgM maternos, en contraste con
los Ac IgG, no son capaces de atravesar la membrana fetoplacentaria ni son transferidas por la lactancia.
Por lo tanto, la deteccion de Ac IgM especificos para T. cruzi indica que se trata de Ac producidos por
el sistema inmune del feto o del recién nacido en respuesta a la transmision transplacentaria del parasito.
Este criterio mostré buenos resultados al ser aplicado para otras infecciones de transmision vertical
como Toxoplasmosis, donde es posible detectar la infeccion congénita en alrededor del 70 al 80% de
los recién nacidos (Carral et al., 2018; Fricker-Hidalgo et al., 1996; Lago et al., 2014; Naot et al., 1981),
y Sifilis, siendo en este tltimo caso, el método serolégico mds sensible para el diagndstico de infeccién

congénita (Herremans et al., 2010; Pastuszczak et al., 2018).

2.1.1 AcIgM anti-T. cruzi en la enfermedad de Chagas vertical

Particularmente en el caso de la enfermedad de Chagas vertical, Umezawa y col. (1996)
encontraron que mediante ensayos de Western blot (TESA blot) empleando Ag de excrecién del
parasito, era posible detectar Ac IgG (TESA blot IgG) e IgM (TESA blot IgM) especificos para SAPA
y diferenciar entre pacientes en estadio crénico o agudo de la infeccidn. La estrategia TESA blot IgM
se evalué para la deteccién de nifios con infeccién vertical por 7. cruzi. El método mostrd una Se de
80,0% y una Es de 94,0%, considerando qPCR como prueba diagndstica de referencia (Noazin et al.,
2019). Sin embargo, TESA blot implica gran complejidad técnica, demanda mucho tiempo (1-2 dias),
requiere equipamiento e insumos costosos y personal experto, por lo que es poco transferible a los

laboratorios de diagndstico clinico.

Por otro lado, se han reportado distintas estrategias de ELISA para la deteccién de
Ac IgM anti-T. cruzi en neonatos, las cuales se mencionan en la introduccién de esta Tesis, indicindose
que dichos enfoques no han sido satisfactorios originalmente debido a la falta de la captura de IgM en
dichos ensayos. Sin embargo, mds recientemente se ha descrito un ELISA indirecto para la deteccion
de Ac IgM basado en el uso del Ag SAPA recombinante. Este método mostr6 una performance similar
al diagndstico por qPCR, con 94,3% de Se y 92,6% de Es al evaluar muestras de neonatos de menos de
1 mes de edad (Castro-Sesquen et al., 2021). Estos valores deben ser considerados con cautela ya que,
en dicho trabajo, se consideré como gold estdndar diagnéstico a la técnica de qPCR, por los cual
podriamos sugerir que la Se puede estar sobrevalorada, al no analizar el rendimiento diagnéstico frente

a muestras clasificadas de acuerdo al algoritmo diagnostico estdndar sugerido por la OMS.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, para lograr una deteccién temprana de la enfermedad
de Chagas vertical en este capitulo se describe el desarrollo de un ensayo de ELISA de captura de Ac

IgM. Dicho ensayo se evalu6 frente a sueros de bebés para determinar su desempefio.
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2.1.2 Acoplamiento de ELISA a teléfonos inteligentes para pruebas en el punto de atencion

(POCT)

En este contexto, las pruebas POCT son necesarias para la deteccion de la ECv. Se espera que un
sistema POCT ideal sea asequible, sensible, especifico, facil de usar, rdpido y robusto, sin equipo y
entregable a los usuarios finales, para tener conectividad en tiempo real y facil recoleccion de muestras.
Estos criterios se conocen con el acronimo REASSURED (por sus requisitos en inglés) (Land et al.,
2019; Mabey et al., 2004). El paradigma de POCT es quizas el ensayo de flujo lateral que los pacientes
pueden comprar en una farmacia para hacer por su cuenta; sin embargo, existe una variedad de ensayos
que se pueden realizar fuera de los laboratorios convencionales, con la asistencia de personal

capacitado; es decir, el paciente no es el operador de la prueba.

Sin embargo, el ELISA todavia requiere equipo de laboratorio tanto para la incubacién (como
bafios secos o estufas) como para la lectura de sefiales (medidores de densidad ptica o los tipicos
lectores de placas ELISA). Ademads, se sabe que el ELISA requiere mucho tiempo y demanda

operadores.

En la dltima década, los teléfonos inteligentes se han propuesto como equipo de lectura para
ensayos de laboratorio utilizando la cdmara integrada como sensor 6ptico (Martinez et al., 2008), que
encontrd aplicaciones que van desde dispositivos microfluidos a microscopios (Kim et al., 2020;
Quesada-Gonzilez & Merkogi, 2017; Vashist et al., 2014). Ademds de la lectura, los teléfonos
inteligentes ofrecen una diversidad de ventajas como almacenamiento de datos, potencia de cémputo,
conectividad, numerosos sensores, geolocalizacion, trazabilidad, asi como mecanismos de control y
guia del usuario mediante el uso de aplicaciones de software (Schaumburg et al., 2018, 2022). Estas
utilidades estdn ayudando a integrar facilmente los POCT al campo de Internet de las cosas médicas

(Jain et al., 2021).

En particular, la lectura de ELISA usando teléfonos inteligentes ha sido reportada para varias
aplicaciones, como la deteccién de neuropéptidos (Murdock et al., 2013), hormonas (Zhdanov et al.,
2018), biomarcadores de cancer (Barbosa et al., 2015) y enfermedades que incluyen Zika (Kabir et al.,
2020), sifilis (Laksanasopin et al., 2015), influenza A (Wu et al., 2017), paperas, sarampidn y herpes
(Berg et al., 2015). Algunos de los enfoques utilizan chips de materiales poliméricos personalizados
(Laksanasopin et al., 2015; Zhdanov et al., 2018) o de papel (Wu et al., 2017), mientras que otros se
basan en placas ELISA comerciales (Berg et al., 2015; Song et al., 2022), asi como en alternativas
imitando la matriz de pocillos de la placa ELISA (Carrilho et al., 2009; Murdock et al., 2013; Wang et
al., 2021).
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2.2 Objetivos del capitulo 2:

En este capitulo, se propuso disefiar, optimizar y evaluar ensayo de ELISA de captura para la
deteccion de IgM especifica frente a los antigenos de 7. cruzi disponibles en el laboratorio y el obtenido
en el capitulo 1. Luego, de modo de adaptar el ELISA de captura de IgM desarrollado a una plataforma
POC, se desarrollé un método para reemplazar la lectura convencional del ELISA por la cdmara de un
teléfono inteligente destinado a ser utilizado como una herramienta practica de diagndstico en entornos

de atencién primaria de salud.
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2.3 Materiales y métodos:

2.3.1 Panelde suero para evaluacion de Ac anti-IgM especificos de T. cruzi (Panel M):

Se obtuvieron muestras de suero de neonatos y nifios pequefios que asistieron a sus visitas de
control regulares al Hospital de Nifios "Dr. Ricardo Gutiérrez" (Buenos Aires, Argentina). Se
excluyeron los recién nacidos de mujeres con serologia positiva para VIH. Las muestras se clasificaron

de la siguiente manera:

2.3.1.1 Muestras positivas y negativas para optimizar el ensayo de ELISA:
Los grupos controles se conformaron de la siguiente manera:

e Grupo de control positivo (GCP): obtenidas de individuos infectados por transmisién vectorial
durante la fase aguda, que muestran positividad para el método parasitolégico, MH y por PCR.

e Grupo de control negativo (GCN): recién nacidos hijos de mujeres con serologia negativa para la EC
y cuyo estado fue confirmado por resultados negativo en el seguimiento seroldgico posterior de 9

meses después del Nacimiento.
En la Figura 20 se describe la cantidad de muestras que conformaron cada grupo.

2.3.1.2 Panel de sueros positivos y negativos para evaluar el ensayo de ELISA:

Se obtuvieron sueros de hijos de mujeres con serologia positivos para la EC en el contexto de
los controles neonatales habituales que presentaron MH+ o MH- con serologia positivos 9 meses
después del nacimiento, clasificando a los sueros como Ch+ y a los sueros que mediante el seguimiento
seroldgico posterior a los 9 meses dieron negativo, se los clasifico como Ch-. A su vez, los sueros fueron
clasificados como <15: para el caso de las muestras obtenidas dentro de los primeros 15 dias después
del nacimiento (primera consulta pediatrica, dada la dificultad de obtener sueros del Rn) y >15: para el

caso de las obtenidas 15 dias después del nacimiento (Figura 20).

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la FBCB-UNL
(CE2020-58) y el Comité ético del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (DI-2014-221). Se destaca que
los restos de muestras de sangre empleadas en este trabajo se obtuvieron en el marco de los controles
clinicos y bioquimicos habituales durante el seguimiento de los nifios, conservados con codificacion y

proteccién adecuada de los datos personales.
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Figura 20: Panel de sueros M. Panel control: conformado por dos grupos, GCP n=6 y GCN n=6. Panel a
evaluar: conformado por cuatro grupos Ch + <15 con n=6; Ch + >15 con n=7; Ch- <15 con n=11y Ch- 215
conn=22.

2.3.1.3 Sueros para evaluar reactividad cruzada
Ademds, se obtuvieron sueros de nifios que han adquirido la infeccién del microorganismo de
Toxoplasma gondii (T+ n=5) o de Treponema pallidium (S+ n=5) durante el embarazo para evaluar

reactividad cruzada de la plataforma diagnostica desarrollada.

2.3.2 Panel de sueros extendido (Panel M extendido):

Para esta instancia se obtuvieron mds muestras de suero de neonatos y nifios pequefios

pertenecientes al Hospital Gutiérrez (Buenos Aires, Argentina).

e Ch-: muestras, pertenecientes a hijos de mujeres con serologia positiva para la EC en el contexto de
los controles neonatales habituales que presentaron MH- y serologia negativa a los 9 meses, por lo
cual fueron clasificadas como Ch-.

e Ch+: muestras, pertenecientes a hijos de mujeres con serologia positiva para la EC que presentaron
MH+ o MH- con serologia positivos 9 meses después del nacimiento, clasificando a los sueros como
Ch+.

En la Figura 21 se describe la cantidad de sueros clasificados.

Figura 21: Panel de sueros M extendido. Conformado por n=5 Ch+ y n = 66 Ch-.
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2.3.3 Desarrollo de ELISA de captura de IgM

Como se observa en la Figura 22 se diseiidé un ensayo de ELISA de captura de Ac IgM. El
disefio consistié en principio en la bisqueda de un Ac anti-IgM humano (Ac anti-IgMh.) que sea capaz
de ser inmovilizado a las microplacas de ELISA. Luego, para el paso posterior a la incubacion de las
muestras de sueros de bebe (BB), se pens6 en la incubacién con un Ag especifico de 7. cruzi que sea
expresado fusionado a una cola de polihistidina (Ag-Histag). Como paso siguiente, para que la
interaccion del Ag-Ac pueda ser detectada, se propuso la incubacién con un Ac anti-Histidina (Ac anti-
His), que sea capaz de unirse a la cola de polihistidina del Ag-Hist,e utilizado. Como ultimo paso, y
debido a que al Ac anti-His del cual se disponia no estaba conjugado a HRP, se necesit6é de un paso mas

para poder revelar la reaccidn, por lo cual se necesité de un Ac conjugado a peroxidasa (Ac conjugado).

.
-

Ac conjugado

\ / Ac anti-His

b Ag-Histag

Y Q\\\{’/ S BB
s =5 7= uero
iy s
4\ :

\V/AA\V/A\Y/]
\ /7 Ac anti-IgMnu

Figura 22: Diagrama de ensayo de ELISA desarrollado. Componentes utilizados.

2.3.3.1 Puesta a punto del ensayo:

Se realizé un ensayo de ELISA de captura de Ac IgM frente a sueros del GCP y del GCN
utilizando como Ags la mezcla de proteinas recombinantes CP1+CP3 mencionadas en el capitulo 1.
Como se observa en la Figura 23, se evaluaron diferentes condiciones de cada reactivo utilizado, las

cuales se describen a continuacion:

o Diluciones del suero: 1/50 y 1/100

o Diluciones del Ac anti-IgMhu hecho en conejo (Dako): 1/500 y 1/1000

o Diluciones del Ac anti-His Subclase IgG2a hecho en ratén (GE Healthcare): 1/500, 1/1000 y 1/5000
o Diluciones del Ac anti-IgG2 de ratén hecho en conejo conjugado a HRP (Sigma):1/2500 y 1/5000
o Concentraciones de Ag-HisTag: 1 ug/mL, 5 pg/mL y 10 ug/mL

o Bloqueo y sin bloqueo con Leche 5% en PBS 1X
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La cantidad 6ptima de los reactivos utilizados en el ensayo ELISA se determindé mediante

valoracién de tablero de ajedrez.

Con
o 2
Bloqueo
Sin e
bloqueo

.
‘/\

|7y

| TINs [
(Y4 \\”//\‘\\ o

Figura 23: Puesta a punto del ensayo. Componentes y concentraciones utilizadas.

2.3.3.2 Optimizacién del ensayo:

A partir de los Ags mencionados y obtenidos en el capitulo 1, se realizaron diferentes
formulaciones, siendo la Formulacién 1 (F1) la mezcla conformada por CP1+CP3, Formulacién 2 (F2):
CP1+CP3+P2p+B13 y Formulacion 3 (F3): la nueva proteina recombinante quimérica obtenida, CP4 y

se evaluaron frente a los sueros del panel de control conformado por el GCP (n=6) y GCN (n=6).

Los pocillos de la placa ELISA (Geiner Bio-One) se revistieron con 100 pl. de Ac anti-IgMp,
(dil 1/500) 1 ha 37 ° C y luego 4 ° C durante la noche. Luego se incub6 con 100 pul de una dilucion
1/100 de suero humano en PBS 1X (pH 7,4) - leche descremada al 1% durante (60 min 37°C). Después
de eso, se prepararon las formulaciones que consistieron en 5 ug/mL de cada Ag en buffer PBS 1X,
complementado con Ac anti-His, (dil 1/1000) para reconocer las 6His de los Ags y el Ac conjugado a
peroxidasa (dil 1/2500) para reconocer el complejo de los Ags unidos al Ac anti-His. La formulacién
se prepar6 antes del siguiente paso y se incubd a (45 min a 37 °C). Luego se incubaron los pocillos con
100 puL de cada formulacién (60 min a 37 °C). Entre cada paso, las placas se lavaron tres veces con
100 uL de PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (v/v). La reaccién enzimdtica se desarroll6 con 100
uL por pocillo de TMB (Invitrogren) y se detuvo utilizando 100 uL por pocillo de 0,5 N H>SOs.

Finalmente se realizé la lectura de DO en un lector de ELISA a 450 nm (Molecular Devices Emax).

Se calcul6 la relacién entre la DO media de los sueros del GCP+ y la DO media de los sueros

del GCN (ADO+/ADO-) para evaluar la discriminacion entre sueros positivos y negativos.
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2.3.3.3 Evaluacién del ensayo:
Se realizé el ensayo de ELISA de captura de Ac IgM descripto en el inciso anterior (2.3.2.2)
con las formulaciones F2 y F3 y se evaluaron frente al panel de sueros conformado por los sueros de

bebés Ch+ (n=13) y Ch- (n=33).

Luego de leer los resultados en lector de ELISA se calcul6 el valor de cut-off como el promedio
de los valores de densidad 6ptica (DO) de los sueros controles negativos (GCN) mds 2 desviaciones
estandar. Para salvar la heterogeneidad propia de la técnica de ELISA, los valores de DO fueron

expresados como el indice de densidad 6ptica (IDON).

Los valores de IDON se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad donde se
determiné una LC que permitié obtener valores 6ptimos de Se, Es, AUC e indice de J; y el pardmetro
de razén de verosimilitud, likelihood ratio (LR). Se consideraron casos de bebés positivos para Chagas

vertical cuando se obtuvo un resultado >L.C y bebés negativos cuando se observo un resultado <L.C.

2.3.3.4 Andlisis de relacion carga parasitaria vs ELISA de captura de Ac IgM
Con los sueros Ch+ (Ch+>15; n=6 y Ch+ <15; n=4) para los cuales se tenia informacion de los
datos de qPCR, se realizé el andlisis de correlacién de Pearson con el respectivo resultado de cada uno

de esos sueros para el ensayo de ELISA de captura de Ac IgM.

2.3.4 ELISA de captura de IgM utilizando CP4-B

Tal como se observa en la Figura 24, en este caso se disefié un ensayo de ELISA de captura de
Ac IgM partiendo de la utilizacién del conjugado CP4-B obtenido como se describi6 en el capitulo 1.
El primer paso consistié en la inmovilizacion del Ac anti-IgMy, a las microplacas de ELISA. Luego de
la incubacidn de las muestras de sueros de bebé se procedi6 a incubar con el Ag especifico de T. cruzi
conjugado a biotina (CP4-B). Como ultimo paso, para poder revelar la reaccién se utilizé SA conjugada

a peroxidasa (SA-HRP).

La cantidad 6ptima de los reactivos utilizados en el ensayo ELISA de captura se determiné

preliminarmente mediante valoracién de tablero de ajedrez con sueros del GCP y del GCN.
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Figura 24: Diagrama de ensayo de ELISA de captura de IgM utilizando CP4-B. Componentes utilizados.

Las condiciones finales fueron las siguientes:

Los pocillos de la placa ELISA (Geiner Bio-One) se revistieron con 100 uLL de Ac anti-IgMp, (dil 1/500)
1 ha37°Cyluego4 °C durante la noche. Luego se incub6 con 100 pL de una dilucién 1/100 de suero
humano en PBS 1X (pH 7.4) - leche descremada al 1% durante (60 min 37°C). Luego, se preparo la
mezcla que consistié en 10 pg/mL de CP4-B con SA-HRP diluido 1/150 en buffer PBS 1X. La
formulacidn se preparé antes del siguiente paso y se incubé a (45 min a 37 °C). Luego se incubaron los
pocillos con 100 puL de la mezcla (60 min a 37 °C). Entre cada paso, las placas se lavaron tres veces con
100 uL de PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (v/v). La reaccién enzimdtica se desarrollé con
100 puL por pocillo de TMB (Invitrogren) y se detuvo utilizando 100 uL por pocillo de 0,5 N H2SOs.

Las placas se leyeron a 450 nm en lector de ELISA (Molecular Devices Emax).

El ensayo se evalud frente al panel de sueros conformado por los sueros de bebés Ch+ (n=8) y
Ch- (n=32), descriptos en el inciso 2.3.1.2. Luego de leer los resultados en lector de ELISA se calculd
el valor de cut-off como el promedio de los valores de densidad 6ptica (DO) de los sueros controles
negativos (GCN) mds 2 desviaciones estdndar. Para salvar la heterogeneidad propia de la técnica de

ELISA, los valores de DO fueron expresados como el indice de densidad 6ptica (IDON).

Los valores de IDON se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad donde se
determiné una LC que permitié obtener valores 6ptimos de Se, Es, AUC e indice J. Se consideraron
casos de bebés positivos para Chagas vertical cuando se obtuvo un resultado >L.C y bebés negativos

cuando se observo un resultado <LC.
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2.3.5 ELISA de captura de IgM utilizando Ac anti-Histidina-HRP (Invitrogen)

Para este ensayo, como se observa en la Figura 25, en este caso se disefié un ensayo de ELISA
de captura de Ac IgM con la utilizacién de un Ac anti-Histidina conjugado a peroxidasa (Ac anti-
HISHrp, Invitrogen). El primer paso consistié en la inmovilizacién del Ac anti-IgMy, a las microplacas
de ELISA. Luego, posterior a la incubacion de las muestras de sueros de bebé se procedi6 a incubar con
el Ag CP4-HISt, especifico de T. cruzi. Como ultimo paso, para poder revelar la reaccion se utilizé el

Ac anti-Hisurp.
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Figura 25: Diagrama de ensayo de ELISA de captura de Ac IgM utilizando Ac anti-HISurp. Componentes
utilizados.

La cantidad Optima de los reactivos utilizados en el ensayo ELISA se determind

preliminarmente mediante valoracién de tablero de ajedrez con sueros del GCP y del GCN.
Las condiciones finales fueron las siguientes:

Los pocillos de la placa ELISA (Geiner Bio-One) se revistieron con 100 pL de Ac anti-IgM
humana, hecho en conejo (Dako) (dil 1/500) 1 h a 37 ° C y luego 4 ° C durante la noche. Luego se
incubd con 100 pL de una dilucién 1/100 de suero humano en PBS 1X (pH 7,4) - leche descremada al
1% durante (60 min 37°C). Luego, se prepar6 la mezcla que consistié en 5 pg/mL de CP4 con Ac anti-
Histidina, hecho en cabra, conjugado a peroxidasa (Invitrogen) diluido 1/10000 en buffer PBS 1X. La
formulacién se preparé antes del siguiente paso y se incubé a (45 min a 37 °C). Luego se incubaron los
pocillos con 100 pL de la mezcla (60 min a 37 °C). Entre cada paso, las placas se lavaron tres veces con
100 uL de PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (v/v). La reaccioén enzimadtica se desarrollé con 100
uL por pocillo de TMB (Invitrogen) y se detuvo utilizando 100 puL por pocillo de 0,5 N H,SO4. Las

placas se leyeron a 450 nm en lector de ELISA (Molecular Devices Emax).
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El ensayo se evalu6 frente al panel de sueros conformado por los sueros de bebés Ch+ (n=8) y

Ch- (n=32), descriptos en el inciso 2.3.1.2.

Luego de leer los resultados en lector de ELISA se calcul6 el valor de cut-off como el promedio
de los valores de densidad optica (DO) de los sueros controles negativos (GCN) mas 2 desviaciones
estandar. Para salvar la heterogeneidad propia de la técnica de ELISA, los valores de DO fueron

expresados como el indice de densidad 6ptica (IDON).

Los valores de IDON se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad donde se
determiné una LC que permitié obtener valores éptimos de Se, Es, AUC e indice J. Se consideraron
casos de bebés positivos para Chagas vertical cuando se obtuvo un resultado >[.C y bebés negativos

cuando se observo un resultado <LC.

2.3.6 Acoplamiento de la lectura del ensayo de ELISA a smartphones (ELISA POCT)

Este trabajo se realiz6 en conjunto con el Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria
Quimica (INTEC, UNL-CONICET) con el Dr. Federico Schaumburg y el Dr. Claudio Berli
(Co-Director de Tesis).

Para este objetivo se utilizé un teléfono con una aplicacién personalizada que guia al usuario a
través de los pasos del ensayo, la lectura robusta de resultados, los informes y conexién a la nube. La
aplicaciéon fue creada por el grupo de trabajo de INTEC usando una plataforma previamente
desarrollada por el mismo grupo, llamada “appuente”, que permite la integracion de dispositivos
microfluidicos, dispositivos méviles y la nube (Schaumburg et al., 2022). En esta plataforma, los

usuarios finales emplean la aplicacién que los va guiando mientras se realiza el ensayo.

Se llevo a cabo el ensayo de ELISA de captura de Ac IgM descripto en el inciso 2.3.4, pero con
la particularidad de que se utilizaron microplacas de ELISA de fondo plano (Nunc, Immuno MaxiSorp,
F8) y con el fin de minimizar el equipo necesario, las incubaciones se realizaron en un dispositivo de

calentamiento controlado por Bluetooth, miniaturizado y hecho a medida en vez de realizarse en estufa.

Se utilizaron como controles sueros del GCN (n = 3; descriptos en la seccién 2.3.1.1). Se
analizaron muestras de sueros de neonatos y nifios cuyas madres tuvieron EC y que han sido
diagnosticados como Ch+ (n = 5; descriptos en la seccién 2.3.1.2 y n=5 descriptos en la seccién 2.3.2)
0 Ch- (n = 32; descriptos en la seccién 2.3.1.2 y n = 66 descriptos en la seccién 2.3.2). Respecto a las
muestras Ch+, se tuvo en cuenta que 6 muestras eran positivas con valores de DO altos por ELISA de
captura de IgM y las otras 4 caian en la zona gris (pero con DO por encima del punto de corte). Mientras
que los negativos 94 muestras tenian un valor de DO por debajo del limite de ELISA y 4 dentro de la

zona gris (pero valores de DO por debajo del limite).
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Se realizaron cuatro ensayos en tres dias diferentes, utilizando 27 pocillos en cada caso. Las
lecturas de los ensayos se realizaron en espectrofotometro y mediante el teléfono celular. El
procedimiento de lectura basado en teléfonos inteligentes se llevé a cabo utilizando un celular Redmi 8

(Xiaomi, Beijing, China).
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2.4 Resultados

Para la puesta a punto de un ELISA de captura de IgM, se evaluaron diferentes reactivos y
disefios del ensayo. Finalmente, se evalué un panel sueros de bebés para la deteccion de Acs IgM frente
al Ag CP4. El ensayo se logré acoplar con éxito la lectura del resultado del ensayo a telefonia celular,
permitiendo de esta manera obtener un ensayo de ELISA POCT destinado a ser utilizado como

diagndstico en entornos de atencién primaria de salud.

2.4.1 Desarrollo de ELISA de captura de IgM

2.4.1.1 Puesta a punto del ensayo
Se evaluaron diferentes concentraciones de reactivos frente a sueros del GCP (n=6, sueros
clasificados como Ch+ por infeccion vectorial) y GCN (n=6, sueros de bebés clasificados como Ch-,

hijos de mamads Ch-).

La puesta a punto se llevé a cabo utilizando como Ags la mezcla de CP1+CP3 y la cantidad
optima de los reactivos utilizados en el ensayo ELISA se determiné mediante valoracion de tablero de
ajedrez. En la Figura 26 se detallan las concentraciones elegidas en la puesta a punto del ensayo de

ELISA de captura de Ac IgM.

Condiciones elegidas

¥ aun
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Figura 26: Condiciones elegidas en la puesta a punto del ensayo de ELISA de captura de Ac IgM. Se detalla
la concentracion utilizada de cada reactivo; de izquierda a derecha: Ac anti-IgMy,, muestra de suero, Ag-HIStag,
Ac anti-His y Ac conjugado.

2.4.1.2 Optimizacién del ensayo

Para continuar con la optimizacién del ensayo de ELISA de captura de Ac IgM especificos para
T. cruzi, se utilizaron diferentes formulaciones antigénicas: F1, F2 y F3 y se evaluaron frente a los

sueros del panel de control conformado por el GCP (n=6) y GCN (n=60).
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Como puede observarse en la Tabla 3, las tres formulaciones se analizaron a partir de la relacion
ADO+/DO- obtenido mediante el ensayo de ELISA de captura de IgM evaluando frente a sueros del
GCP y del GCN. Se observé que, aunque F3 incluye el mismo Ag que la F1, la formulacién quimérica
mostrd un incremento de unidades ADO+/ADO- (5,74) en sueros positivos mejorando la discriminacién
entre muestras positivas y negativas. En cuanto a F2 (4,71), se puede observar que la relacién
ADO+/ADO- obtenida con la F1 (4,81) no mejor6 mediante la adicion de los Ags P2B y B13 (presente
en F2). Sin embargo, esos resultados no permitian descartar que los determinantes antigénicos
complementarios P2 y B13 puedan mejorar la Se del ensayo con un panel ampliado de sueros.
Entonces se decidié evaluar todo el panel de sueros contra F3 pero también contra F2.

Tabla 3: Optimizacion del ELISA de captura de IgM para diferentes formulaciones antigénicas. Se detalla la

composicion de las formulaciones, las relaciones de ADO+/ ADO- y los valores de media obtenidos para los
sueros evaluados del GCP y GCN.

Formulacion Composicion ADO+/ ADO- Media GCP Media GCN
F1 CP1+CP3 4,81 0,779+0,363  0,162+0,009
F2 CP1+CP3+P2B+B13 4,71 1,52+0,607  0,323+0,060
F3 CP4 5,74 2,12+0,690  0,369+0,028

2.4.1.3 Evaluacion del panel de sueros con la F2 y la F3

Una vez determinadas las condiciones Optimas para llevar a cabo el ensayo de ELISA de captura
de Ac IgM especificos para T. cruzi, se evalué el panel de sueros conformado por sueros de bebés Ch+
(n=13) y Ch- (n=33) frente a las dos formulaciones antigénicas mencionadas anteriormente: F2 y F3.
Tabla 4: Comparacion de la F2 y la F3 mediante el ensayo de ELISA de captura de Ac IgM. Se expresan los

valores de mediana de IDON (IQR) para cada grupo evaluado (Ch+ y Ch-) acorde al periodo de obtencion de la
muestra (<15 y >15 dias).

Mediana IDON Ch+ Mediana IDON Ch-

F2 <15 1,67 (1,09-3,25) 0,700 (0,638-0,843)
> 15 1,25 (0,89-3,46) 0,756 (0,645-0,837)

F3 <15 1,88 (1,30-3,22) 0,807 (0,721-0,841)
> 15 2,46 (1,10-4,09) 0,815 (0,719-0,885)

Como se observa en la Tabla 4, comparando la F2 y la F3, el valor de mediana de IDON

obtenido para Ac anti-IgM entre pacientes Ch- fue ligeramente inferior para F2 en ambos grupos (>15
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y <15 dias), mientras que para F3 se observaron valores mas altos en pacientes Ch+, acompafiando a

los resultados de ADO+/ADO- referidos anteriormente.

En la Figura 27 A, podemos observar el grafico de distribuciéon de los valores de IDON
obtenidos para cada suero evaluado frente a la F2. Se observa que se obtuvieron tres sueros FN para los
pacientes Ch+ >15 y uno para los pacientes Ch+ <15. Con respecto al grupo Ch- >15 como al grupo

Ch- <15 se obtuvo un FP incluyendo a este valor dentro de la zona gris.

En cuanto a la evaluacién de reactividad cruzada, podemos observar que no se obtuvo
reactividad con sueros de nifios con diagndstico de S+, sin embargo, si se observo reactividad en la zona

gris con un suero para T+.

La Se y la Es se calcularon para el total de sueros Ch+ y Ch a partir del andlisis de la curva
ROC con la LC=1 (Figura 27 B) con un indice J de 0,73. F2 presento 69,2% (IC 95% 38,6-90,9%) de
Se 'y 93,9% (IC 95% 79,8 - 99,3%) de Es, con un valor de AUC de 0,914 (0,805-1,02; p <0,001).
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Figura 27: Determinacion especifica de Acs IgM contra T. cruzi en recién nacidos y niiios pequeiios para la
F2. A) IDO obtenido con sueros de los grupos Ch+ >15, Ch+ <15, Ch >15, Ch- <15 y sueros T + y S + para
analizar la reactividad cruzada. La linea de tendencia central muestra los valores de la mediana relativa (IQR)
para cada grupo de sueros en cada ensayo, y la linea discontinua indica el valor de corte relativo (LC = 1). La
zona gris se presenta como una linea continua en este color. B) Curva ROC obtenida para los IDON de los Acs
detectados para los sueros de los grupos Ch+ y Ch-.

En cuanto a la evaluacién de la formulacién F3, podemos observar el grafico de distribucién de
los valores de IDON obtenidos para cada suero que solo se obtuvo un FN para el grupo Ch+ >15
incluyéndose dentro de la zona gris (Figura 28 A). Con respecto al grupo Ch->15, se clasificaron dos
pacientes como FP mientras que para los pacientes Ch- <15 no. No se obtuvo reactividad cruzada frente

a la evaluacién de sueros de nifios con diagndstico S+ y T+.
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Figura 28: Determinacion especifica de Acs IgM contra T. cruzi en recién nacidos y nifios pequeiios para la
F3. A) IDON obtenido con sueros de los grupos Ch+ >15, Ch+ <15, Ch >15, Ch- <15y sueros T + y S + para
analizar la reactividad cruzada. La linea de tendencia central muestra los valores de la mediana relativa (IQR)
para cada grupo de sueros en cada ensayo, y la linea discontinua indica el valor de corte relativo (LC = 0,976).

La zona gris se presenta como una linea continua gris. B) Curva ROC obtenida para los IDON de Acs detectados
para los sueros de los grupos Ch+ y Ch-, p<0,0001.

La F3 a partir del andlisis de la curva ROC para una LC=0,960 y un indice de J de 0,86 mostrd
un desempefio diagndstico con una Es del 93,9% (IC 95% 79,8 - 99,3%) y una Se de 92,3% (IC 95%
63,9 - 99,8%) con un AUC de 0,976 (0,940-1,01; p <0,001) (Figura 28 B).

2.4.1.3.1 Comparacion de las performances diagnosticas de las formulaciones F2 y F3

Como puede observarse en la Tabla 5, ambas formulaciones para detectar Ac anti-IgM
mostraron la misma Es. Sin embargo, la F3 presento significativamente mayor Se que F2 con un valor
de AUC también mayor. En cuanto a otros pardmetros de rendimiento diagndstico de los Ags,
empleando F2, se observaron tres resultados FN entre los Ch >15 dias (uno incluido dentro de la zona
gris) y uno en el grupo de Ch <15 dias. Por otro lado, solo se detectd un FN con la F3 para el grupo de
Ch >15 dias, incluido dentro de la zona gris. Tanto F2 como F3 clasificaron a dos pacientes como FP,

pero en el caso de F3, no se observaron pacientes FP en los Ch <15 dias grupo.

Cabe destacar que los valores positivos de LR fueron significativamente mas altos para F3 en
comparacion con F2, acompaiiado de un LR negativo significativamente mds bajo. Para F3, no se
obtuvo reactividad con sueros de nifios con un diagnéstico positivo de Sifilis o Toxoplasmosis; sin

embargo, para F2 se observé reactividad con un suero T+.
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Tabla 5: Comparacion del desemperio diagnostico de las formulaciones F2 y la F3 para el ensayo de ELISA
de captura de IgM. Se detallan los pardmetros diagnosticos de Se, Es, AUC, FP, FN para cara condicion. Ns, no
significativo. La linea de corte de obtenida mediante curva ROC para cada condicion fue F2=1,00 y F3=0,960

F2 F3 P
Se 69,2% (95% CI 38,6 - 90,9%) 92,3% (95% CI 63,9 - 99,8%) 0,005
Es 93,9 (95% CI 79,8 - 99,3%) 93,9 (95% CI1 79,8 - 99,3%) Ns
AUC 0,914 (95% CI 0,806 -1,00) 0,976 (95% C1 0,940 -1,01) Ns
LR (+) 11,4 15,2
LR (-) 0,330 0,082
FP 1 (Ch <15 dias) - Ns
1 (Ch >15 dias) 2 (Ch >15 dias)
FN 1 (Ch <15 dias) - Ns
3 (Ch >15 dias) 1 (Ch >15 dias)

2.4.1.4 Carga parasitaria vs Ac IgM
Se logré obtener los datos de las qPCR realizadas solo de diez del total de muestras de sueros
de nifios utilizadas para la deteccién de Ac IgM. Estas muestras, resultaron positivas para la deteccién

de Ac IgM, salvo un suero Ch+ <15 dias que se encuentra en ZG.

La Figura 29 A permite visualizar la relacion de la carga parasitaria en funcién de los Acs IgM
para los sueros evaluados. En el mismo se observa en el eje x los datos obtenidos de carga parasitaria y
en el eje y los valores obtenidos de Ac IgM detectados por ELISA de captura con la F3, que utiliza a
CP4 como Ag, con su respectivo cut-off. En este trabajo se estableci6 una linea de corte de 50 eq par/mL
para diferenciar cargas altas o bajas de parasitos. Dicho valor corresponde a la cantidad de parasitos por
encima del cual pueden ser detectados por la técnica de MH y por debajo del cual siguen detectindose

mediante qPCR (Bustos et al., 2019).

A su vez, las muestras se encuentran clasificadas como <15y >15 dias de vida del momento de
la toma de muestra. Se observa que los sueros de Ch+ <15 dias tiene menos carga parasitaria, respecto
de los sueros Ch+ >15. De acuerdo con el andlisis de regresion lineal (Figura 29 B) que muestra una
asociacion positiva entre los Ac IgM y los niveles de parasitemia medidos por qPCR para los sueros
evaluados, si bien no es significativa, podemos sugerir que habria una tendencia de a mayor carga

parasitaria, mayor nivel de Acs.
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Figura 29: PCR vs ELISA de captura de Ac IgM. A) Relacion del Log2 de eq par/mL de T. cruzi (eje X) vs IDON
de los Acs IgM (eje Y) obtenidos con la F3 para los sueros de los grupos Ch+ >15 (n=6) y Ch+ <15 (n=4). La
linea discontinua roja indica el valor de corte relativo (IDON=DO / cut-off = 0,976) para en ensayo de ELISA.
La linea discontinua gris indica el limite establecido como bajo valor de eq para gPCR y equivale a un valor por
debajo del cual la gPCR permite detecciones, pero para el cual el MH es habitualmente negativo. B) Andlisis de
correlacion entre los Ac IgM obtenidos y los eq par/mL para el grupo de sueros evaluados, correlacion de
Pearson r=0,545; p=0,10.

De acuerdo con este limite establecido (50 eq par/ml), se puede observar en la Tabla 6, que tres
muestras diagnosticadas como positivas por qPCR, estan por debajo del limite de deteccién del MH.
De estas muestras, dos resultaron negativas para el MH (<2 y 27,5 eq par/ml por qPCR, ID 61 e ID 101
respectivamente), mientras que solo una muestra pudo ser detectada por el MH (23,6 eq de par/ml por
gPCR, ID 32). Cabe destacar que estas tres muestras resultaron positivas para el diagndstico mediante

ELISA da captura de IgM que utiliza el Ag CP4, siendo la muestra con ID 61 la que cae en Zona Gris.

Segtn la Tabla 6, analizando cada muestra en particular podemos observar que la muestra
32 con 5 dias de vida, pese a su bajo eq par/ml, presenta un IDON correspondiente a valores positivos
que es alto para la formulaciéon F3. La muestra 118 de 1 mes de vida, se destaca por tener elevado nivel
de Ac IgM con un eq par/mL no tan alto respecto de las otras muestras. Por otro lado, la muestra 141
con 1 mes y medio de vida, es llamativa ya que el nivel de Ac IgM anti-CP4 (F3) da alto (2,01) en
comparacion con el IDON negativo de F2 (0,837).
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Tabla 6: Clasificacion de los sueros positivos obtenidos de acuerdo con el algoritmo actualmente utilizado. Se
detallan los resultados de las técnicas de MH, gPCR (eq par/mL), ELISA de IgG luego de los 10 meses, dias del
sujeto al momento de la toma de muestra y niveles de Acs de tipo IgM (IDON) obtenidos para las muestras
analizadas (n=13) tanto para la F2 como para la F3.

ELISA
ID del Dias de MH qPCR IgG luego IDON IgM IDON IgM
sujeto Vida (eq par/mL) de los 10 F2 F3
meses
5 18 + No hay dato 2,97 4,36
15 6 + No hay dato 2,03 1,54
32 5 + 23,6 1,32 2,22
37 9 + 347.8 4,10 2,83
42 212 + 4718,3 1,25 3,17
53 226 NR 21453 + 3,94 4,97
61 15 - <2 + 0,892 0,889
66 4 + No hay dato 1,24 1,41
84 53 + 257.8 - 1,29 2,47
101 11 - 27,5 + 0,654 0,977
118 29 + 164,7 3,46 4,09
140 84 + 1698 0,956 1,10
141 44 + 320 0,837 2,01

Si bien el ELISA de captura de Ac IgM con la F3 presenté un muy buen rendimiento
diagnéstico, cabe destacar que uno de los reactivos que lo componen, el Ac anti-His (GE, Healthcare)
dej6 de fabricarse, motivo por el cual fue necesario proponer otros disefios en el cual no necesitaramos

de este reactivo para llevar a cabo el ensayo.

2.4.2 ELISA de captura de IgM con CP4-B

Se realiz6 el ensayo de ELISA de captura para el diagndstico de la infeccién vertical en bebés,
mediante la deteccion de Ac IgM especificos para 7. cruzi pero en esta instancia utilizando el conjugado
de CP4-B obtenido en el capitulo 1. En este disefio, el cambio respecto al disefio anterior (inciso 2.4.1)
es que se cambia el uso del Ag-HISt,s por el Ag conjugado a Biotina (CP4-B), lo que conlleva al cambio
de los reactivos consecuentes. En vez del Ac anti-His y el posterior Ac conjugado a HRP ahora se utiliza

un conjugado de SA-HRP.

Para llevar a cabo este ensayo, luego de la inmovilizacién del Ac anti-IgMy, a las microplacas
de ELISA y posterior incubacién de las muestras de sueros de bebé se procedié a incubar con el
conjugado de CP4-B. Como ultimo paso, para poder revelar la reaccion se utilizé6 SA-HRP. El ensayo

se evalud frente al panel de sueros conformado por sueros de bebés Ch+ (n=8) y Ch- (n=32).
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Como se observa en la Figura 30 A, no se obtuvieron resultados FN. Sin embargo, si se
obtuvieron 10 FP, de los cuales 3 cayeron dentro de la ZG. Por otro lado, con respecto a la evaluacién
de reactividad cruzada, se obtuvo reactividad con dos sueros de nifios con diagnéstico T+ que cayeron

dentro de la zona gris y con un suero S+.
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Figura 30: Determinacion especifica de Acs IgM contra T. cruzi en recién nacidos y niiios pequerios utilizando
el conjugado de CP4-B. A) IDO obtenido con sueros de los grupos Ch+ (n=8), Ch- (n=32) y sueros T +y S +
para analizar la reactividad cruzada. La linea de tendencia central muestra los valores de la mediana relativa
(IQR) para cada grupo de sueros en cada ensayo, y la linea discontinua indica el valor de corte relativo (LC =
1). La zona gris se presenta como una linea continua gris. B) Curva ROC obtenida para el IDON de los Acs
detectados para los sueros de los grupos Ch+ y Ch-.

La linea de corte (LC=0,921) se establecié mediante analisis de curva ROC con valores 6ptimos
de Se y Es para las muestras evaluadas (Figura 30 B) obteniendo un indice J de 0,643 y un AUC de
0,848 (0,689-0,945; p<0,001). La prueba diagnéstica presentd 100% (IC 95% 63,1-100%) de Sy 64,3%
(IC 95% 44,1 — 81,4%) de E para el total de sueros Ch+ y Ch- evaluados.

2.4.3 ELISA de captura de IgM con anti-HISgrp (Invitrogen)

Se realiz6 el ensayo de ELISA de captura para la deteccion de Ac IgM especificos para T. cruzi
utilizando un Ac anti-HISurp. En este disefio, el cambio respecto al disefio anterior (inciso 2.4.1) es que
se cambia el uso del Ac anti-HIS y el posterior Ac conjugado por la utilizacién directa de un Ac

conjugado, el Ac anti-HISurp.

Para llevar a cabo el ensayo, luego de la inmovilizacién del Ac anti-IgMy, a las microplacas de

ELISA y posterior a la incubacion de las muestras de sueros de bebé, se procedié a incubar con el Ag
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CP4-His especifico de T. cruzi. Por dltimo, para poder revelar la reaccion se utilizé el Ac anti-HISge.

El ensayo se evalué frente al panel de sueros conformado por sueros de bebés Ch+ (n=8) y Ch- (n=32).
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Figura 31: Determinacion especifica de Acs IgM contra T. cruzi en recién nacidos y niiios pequeiios utilizando
el Ac conjugado anti-HISurp. A) IDON obtenido con sueros de los grupos Ch+ (n=8), Ch- (n=32) y sueros T+
y S+ para analizar la reactividad cruzada. La linea de tendencia central muestra los valores de la mediana
relativa (IQR) para cada grupo de sueros en cada ensayo, y la linea discontinua indica el valor de corte relativo

(LC:1,07). La zona gris se presenta como una linea continua gris. B) Curva ROC obtenida para el IDON de los
Acs detectados para los sueros de los grupos Ch+ y Ch.

Como se observa en la Figura 31 A, se obtuvieron tres resultados FN y un FP. No se obtuvo

reactividad con sueros de nifos con diagndstico T+ y S+.

La S y la E se calcularon a partir de la linea de corte (LC=1,071) establecida mediante analisis
de la curva ROC (Figura 31 B) con un indice de J de 0,594 para el total de sueros Ch+ y Ch- evaluados.
La prueba diagnéstica presentd 62,5% (IC 95% 24,5-91,5%)] de S 'y 96,9% (IC 95% 83,8 — 99,9%) de
E, con un valor de AUC de 0,746 (0,584-0,870; p=0,04).

2.4.4 Comparacion de los ensayos de ELISA de captura de Ac IgM evaluados:

A modo de resumen, en la Tabla 7 se detallan los valores de Se, Es, AUC e indice J obtenidos
para los tres disefios de ensayo de ELISA de captura evaluados. Dentro de los tres ELISA de captura
evaluados, el ELISA IgM CP4-B present6 el 100% de Se y la mayor Es se obtuvo con el ELISA IgM

anti-HISurp. Sin embargo, al evaluar el rendimiento diagnéstico de ambos pardmetros, el ELISA IgM
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F3 fue el que mejor desempefio demostré con una Se del 92,3% y una Es del 93,9 %, mostrando un

muy buen rendimiento diagnostico con un AUC de 0,976 y un indice J de 0,860.

Tabla 7: Comparacion de las performances diagnosticas de los ensayos de ELISA de captura de Ac IgM
evaluados. 95% IC: intervalo de confianza de 95%.

Se % Es %

(95% IC) (95% IC) AUC J
ELISA IgM 92,3 93,9
0,976 0,860
F3 (63,9 - 99.8) (79,8 - 99,3)
ELISA IgM 100 64,3
0,848 0,643
CP4-B (63,1-100) (44,1 - 81,4)
ELISA IgM 62,5 96,9
0,746 0,594
anti-HISHrp (24,5-91,5) (83,8 — 99,9)

2.4.5 ELISA POCT

El ensayo de ELISA de captura de Ac IgM (con el Ac anti-HISurp) se llevé a cabo realizando
las incubaciones en un dispositivo miniaturizado, logrando uniformidad y estabilidad de ~+1 °C. El
lector de placas de ELISA fue reemplazado por la cdmara del teléfono inteligente y algoritmos de

procesamiento de imégenes.

A partir de la plataforma “appuente”, previamente desarrollada para ensayos POCT
(Schaumburg et al., 2022), el grupo de trabajo de microfluidica de INTEC creo una aplicacién
personalizada que permitié guiar al usuario a través de los pasos del ensayo, la lectura robusta de

resultados, los informes y conexidn a la nube.

En la Figura 32 se presentan algunas capturas de pantalla de la aplicacién destinadas a guiar a
los usuarios a lo largo de la prueba y proporcionar mecanismos de control. La orientacién consiste en

instrucciones secuenciales de texto y graficos.

Se analizé un panel de muestras que incluy6 sueros de neonatos y nifios cuyas madres tuvieron

EC y que han sido diagnosticados como Ch+ (n = 10) o Ch- (n = 98) para la ECv.
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appuente

Figura 32: Capturas de pantalla de aplicaciones seleccionadas. A) Pantalla de inicio. B) Lectura del codigo QR
de la aplicacion. C) Lectura de resultados usando la camara del teléfono inteligente. D) Esquema representativo
del procesamiento de datos y conexion a la nube.

En la Figura 33, se puede observar el resultado de uno de los cuatros ensayos realizados, donde
se comparan las lecturas obtenidas con el espectrofotometro y el teléfono inteligente, junto con las
lineas de corte y las zonas grises obtenidas para cada método. Entre las 108 muestras evaluadas, en los
cuatros ensayos realizados en diferentes dias, el 95,4% se clasificaron correctamente en positivas o
negativas. Se realizé una discriminacion exitosa entre los sueros clasificados como positivos y los
clasificados como negativos. Las cinco muestras clasificadas incorrectamente como FN se ubicaron
cerca de las lineas de corte, es decir, en la zona indeterminada o gris, donde el error inherente de los

métodos cobra relevancia.
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Figura 33: POCT ELISA para la enfermedad de Chagas congénita. A) Imagen original y drea procesada
(remarcada en celeste). B) Imagen segmentada para deteccion de pozos. C) Pozos detectados y canal azul
invertido para obtener la densidad optica (ODM). D) Comparacion de ODM y la densidad optica obtenida con
el lector de placas (ODR) para un ensayo particular. También se muestran lineas de corte (CM y CR), zonas
grises (indeterminadas), curva de calibracion (linea negra continua) y clasificacion (verde: muestras clasificadas
correctamente, rojo: muestras clasificadas incorrectamente).

Las lecturas realizadas con el teléfono inteligente, es decir, las imagenes tomadas, las regiones
analizadas y los resultados devueltos por la aplicacién, se guardaron automdticamente en una base de
datos en el sitio web appuente.com. Estos datos se pueden inspeccionar y descargar para su posterior

estudio.
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2.5 Discusion

El tratamiento antiparasitario de la infeccidn por 7. cruzi es muy efectivo durante la etapa aguda,
particularmente en neonatos y nifios, para quienes los firmacos disponibles (Bz y Nf) generan tasas
muy bajas de efectos adversos (Altcheh et al., 2011). Por el contrario, una vez establecida la infeccién
crénica, la eficacia del tratamiento disminuye a lo largo de los afios y presenta frecuentes efectos
adversos que limitan su uso (Morillo et al., 2015). En este contexto, el diagndstico precoz es relevante
porque promueve una mayor tasa de efectividad del tratamiento. La optimizacién del diagndstico
también tiene como objetivo evitar la pérdida de pacientes durante el seguimiento posterior,
favoreciendo el beneficio potencial de los medicamentos en etapas tempranas y, en consecuencia,
contribuyendo a eliminar la transmisién materno infantil. En el contexto latinoamericano, el principal
desafio para lograr este objetivo es contar con métodos diagndsticos efectivos que puedan realizarse en

centros de salud con equipos de baja complejidad para complementar la técnica del MH.

Para abarcar esta problemética, en el presente trabajo, se desarroll6 un ensayo de ELISA basado
en la captura de Ac IgM especifico de anti-T. cruzi y se compard con los procedimientos estdndar para
el diagnéstico de la ECv. Para seleccionar el Ag més apropiado, que permita el mejor desempeiio del
ensayo, se realiz6 una evaluacion preliminar de diferentes formulaciones antigénicas, siendo estas F1,
F2 y F3. Las mismas se evaluaron en el ELISA de IgM para el diagnéstico de la ECv. La F3, se
conformé con el Ag CP4 con la hipétesis de que un Ag dnico podia mejorar el desempeiio en un sistema
de captura, destacando a su vez que este Ag. ha mostrado buena performance diagnostica en la deteccién

de Ac IgG especificos por ELISA indirecto.

En primera instancia se evaluaron las formulaciones frente a un panel de sueros reducidos. Se
observé que, si bien la condiciéon F1 y F3, comparten los mismos determinantes antigénicos, el
rendimiento diagndstico mejoro para la F3 cuando se usé la quimera tinica (CP4), incluyendo todos los
Ags, permitiendo valores de IDON promedio mads altos para sueros Ch+. Una ventaja adicional de usar
una sola quimera es que facilita la estandarizacién de la técnica al reducir los costos y pasos de
produccién. Este resultado podria atribuirse a un efecto conformacional del Ag reconocido por los Acs
IgM especificos. Nuestro grupo ha descrito previamente este efecto en un ELISA indirecto para
determinar Ac IgG anti-T. cruzi en el que los epitopos unidos en una sola molécula mejoraron la sefial
en relacién con el uso de los mismos epitopos en diferentes moléculas (Camussone et al., 2009). Usando
los seis sueros de control positivos y seis negativos, F3 mostré mejores resultados en comparacién con
la formulacion F2 que comprende los Ag de F1 Ag con la adicion de B13 y P2PB. No obstante, para
descartar que los Ags B13 y P2 pudieran mejorar potencialmente la Se del ensayo, el estudio de estas

dos formulaciones se amplié a un panel de 13 muestras de bebés infectados y 33 de bebés no infectados,
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todos nacidos de mujeres con la EC crénica. Ambas formulaciones permitieron la misma Es, aunque el
uso de F3 mostré una Se significativamente mayor y resulté en valores de IDON promedio mas altos
para sueros positivos. Desde el punto de vista clinico, es importante considerar los valores de LR en el
rendimiento diagndstico de cada formulacién. Se observé un LR positivo mds alto para F3 en
comparacion con F2, lo que implica mayor cambio en la probabilidad posterior a la prueba de infeccién
congénita en nifios con resultados positivos. Ademads, valores significativamente mas bajos de LR
negativa, refuerza el excelente desempefio de esta formulacion sobre Ac IgM anti-T. cruzi con respecto
a su posible contribucién para descartar la infeccién con un grado considerable de certeza si estos

resultados se confirman en muestras mas grandes.

Estos resultados indicarfan que la adicion de los determinantes antigénicos B13 y P23 no traeria
beneficios. Una ventaja adicional de usar una sola quimera es que facilita la estandarizacién de la técnica
al reducir los pasos y costos de produccién. El objetivo principal de este desarrollo fue determinar la Se
en los primeros dias de vida. Dada la dificultad de obtener sueros de recién nacidos, se incluyeron sueros
obtenidos en la primera consulta pedidtrica, cuando se realiz6 a los 15 dias del nacimiento y después de
los 15 dias del nacimiento durante el primer afio de vida. En el primer grupo, para F3 no se obtuvieron

FN y FP para este Ag. Mientras que para F2 se obtuvieron tanto FN como FP.

Con respecto al anélisis de correlacién del ELISA y la carga parasitaria de los casos estudiados,
habria una tendencia de correlacién entre el valor de la carga parasitaria y el nivel de Ac de tipo IgM
anti-CP4 detectados en las muestras de suero utilizadas. Esta relacién ha sido previamente reportada
por Volta y col., para el anélisis de la carga parasitaria en relacién con el nivel de Ac IgG anti-SAPA
(Volta et al., 2015). Sin embargo, en el caso de una de las muestras obtenida a los 5 dias de vida, para
la cual se habia detectado una baja carga parasitaria, la misma presentd un alto nivel de anticuerpos IgM
anti-CP4. Desde el punto de vista del diagndstico, este comportamiento podria indicar una mayor
sensibilidad de la deteccién de IgM especifica con relacién a la de carga parasitaria por qPCR. Este
resultado es interesante y de corroborarse en mas muestras, podria hablar de una fortaleza del método
en diagndstico precoz para lo cual seria importante aumentar el nimero de muestras para poder realizar

un analisis estadistico.

Como antecedente del uso de la determinacién de IgM especifica para la determinacién de
Chagas agudo, previamente a nuestro estudio se han reportado dos trabajos que proponian el uso de un
ELISA indirecto (sin captura). Uno de ellos se llevd a cabo con Ag de epimastigostes y ha permitido
obtener 95% de concordancia con la PCR y del 71% con la técnica de IFI (Antas et al., 2000). En dicho
trabajo, no se analizé un panel de recién nacidos ya que la poblacién ensayada fueron pacientes con
infeccion aguda entre 2 y 15 afios, por lo que la utilidad del mismo para el diagndstico en recién nacidos
no fue reportada. En el otro estudio publicado, se utiliz6 como Ag a la proteina recombinante SAPA, y

el ensayo se evalu6 frente a muestras de neonatos de menos de un mes de edad, mostrando una
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performance similar al diagndstico por qPCR, con 94,3% de Se y 92,6% de Es (Castro-Sesquen et al.,
2021). Por otro lado, también se describié un método inmunoquimico pero basado en la técnica de
Western Blot, usando antigenos de excrecion (TESA BLOT IgM) para determinar IgM especificas
contra T. cruzi. El método consisti6 en separar las proteinas de excrecion TESA del parasito y luego
enfrentarlas al suero problema. En dicho trabajo, se informé una Se del 80% y una Es del 94% al
comparar el resultado con qPCR (Noazin et al., 2019). Estos resultados, como los mencionados
mediante el uso de ELISA indirecto, han sido muy prometedores, pero a diferencia del descripto en esta
Tesis no han realizado captura de Ac IgM, lo que favorece la sensibilidad y especificidad de las
determinaciones de IgM especifica. Ademds, en dichos estudios no se report6 ni la Se ni la Es en
relacién con el MH o la serologia mediante el seguimiento (que son los métodos de referencia), sino
que se consider6 solo a la PCR como prueba de referencia. Cabe destacar que ha sido demostrado que
la Se de la PCR aumenta recién en el segundo o tercer mes desde el nacimiento (Diez et al., 2008; Simén
et al., 2019; Volta et al., 2018), motivo por el cual algunos de los casos positivos de los trabajos
mencionados anteriormente, pueden haber sido mal clasificados y la Se puede ser menor en estos
trabajos. Aun asi, nuestros resultados son similares a los obtenidos con los métodos TESA BLOT IgM
y el del ELISA indirecto de IgM anti-SAPA. Por tanto, nuestros resultados realizando captura de Ac
IgM en recién nacidos como los de otros autores que han detectado IgM especifica, sugieren que el
diagnéstico de IgM seria 1itil para la determinacién de Chagas agudo y, en particular, nuestro estudio
indica que la ECv mediante la determinacién de Ac IgM seria util durante los primeros dias y meses de
vida. Se requieren mas muestras para validar el resultado, pero dado el bajo nimero de casos que se

reportan, somos conscientes que dicha validacién serd a muy largo plazo.

Una limitacién del uso de Ac IgM especificos para detectar la infeccién congénita por 7. cruzi
seria que, si el contagio se produce al final del embarazo o al nacer, el Ac IgM puede estar ausente. De
hecho, en la infeccién por toxoplasma, esta es probablemente la razén por la cual la Se de la deteccién
de IgM especifica en el recién nacido es del 80% (Carral et al., 2018; Fricker-Hidalgo et al., 1996; Lago
et al., 2014; Naot et al., 1981). En ese sentido es de destacar que el FN obtenido con F3 también fue
negativo para el método por MH, lo que indica que estas infecciones se pueden adquirir al nacer o a los
pocos dias antes de tomar en cuenta que este suero era de un bebé de 17 dias. Aunque estos casos no
pudieron detectarse con el ensayo de Ac IgM, la Se que observamos indica la utilidad del método para
la deteccion de la ECv, principalmente durante los primeros dias en las maternidades en las que podria
no haber personal capacitado para realizar la técnica de MH. Cabe sefialar que el servicio del Hospital
Ricardo Gutiérrez (Buenos Aires) es el centro de referencia de la ECv en Argentina y donde se dispone
de personal experto para realizar MH con la mayor Se que permite el método. Esta alta sensibilidad se
reflejo en el hecho de que de 13 pacientes con ECv en el presente estudio, 10 han sido diagnosticados
por MH al nacer. En este centro se reportd una Se superior al 80-90% para la técnica directa (Freilij &

Altcheh, 1995), cercana a la obtenida aqui para el ELISA de captura de IgM con F3, pero otros autores
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reportaron sensibilidades del 10% (L. A. Messenger et al., 2017; Simén et al., 2019). Es concebible que
en centros no especializados la Se de la MH sea baja, pero la deteccién de IgM por ELISA, que no es
operador dependiente y no requiere personal altamente capacitado, permitiria mejorar el tamizaje de la
infeccién por T. cruzi. De hecho, uno de los sueros del grupo Ch+ >15 dias que fue MH negativo da un
resultado positivo por IgM ELISA lo que indicaria una mayor Se de deteccién de Ac IgM que MH,

aunque se deben analizar mas casos para confirmar este resultado.

En relacidn, a los FP, ambos corresponden a Ch->15 dias (33 y 55 dias respectivamente). Estos
positivos son reactivos débiles y teniendo en cuenta la edad de estos bebés, la colonizacién del intestino
y el desarrollo de IgM contra la flora intestinal pueden aumentar la reactividad cruzada de estos sueros.
Una LC mas alta podria resolver este problema porque estos sueros son reactivos débiles. En este
estudio utilizamos el criterio de determinar la mejor Se y Es al mismo tiempo, pero en futuros estudios
con un panel ampliado puede llevarnos a determinar cudl es el criterio mas apropiado para seleccionar

el punto de corte con el fin de evitar resultados FP.

Luego de haber realizado el desarrollo que fue muy prometedor, y motivo de una publicacion,
se ensayaron nuevos insumos para el disefio del ensayo ya que, como se menciond, el Ac anti-HIS (GE,
Healthcare) dejo de fabricarse. Uno consistié en la utilizacién de un conjugado de CP4 a biotina y otro
en la utilizacién de un Ac anti-HIS conjugado a peroxidasa. La utilizacién del conjugado de CP4-B
permitiria reducir los costos del ensayo al prescindir de la utilizacién de dos Ac que forman parte del
primer disefio propuesto (Ac anti-HIS y Ac conjugado) ademads de proveer una mayor sefial de reaccién
(Ag-Ac) al utilizar el sistema de alta afinidad que provee la unién de la biotina a la avidina y
estreptavidina. Y la utilizacién del Ac anti-HISurp reduciria uno de los reactivos del ensayo propuesto

al prescindir del Ac anti-HIS y por consiguiente se remplazaria el conjugado que se venia utilizando.

Cabe destacar que para la instancia de evaluacion de estos disefios propuestos el panel de sueros,
ya se veia reducido, particularmente los sueros positivos, contando con 5 sueros menos Ch+. En cuanto
a la performance diagnéstica obtenida con las modificaciones de estos reactivos podemos decir que el
ELISA IgM CP4-B si bien presento una Se del 100%, la Es disminuy6 mucho respecto al disefio anterior
(64,3%), lo que se vio reflejado en muchos sueros con resultados FP. Y con respecto al ELISA
anti-HISurp, sucedié lo contrario, se obtuvo una muy buena Es del 96.9%, pero el pardmetro de
sensibilidad se redujo a un 62,.5 %, reflejandose en la presencia de sueros con resultados FN. Dados
estos resultados, es necesarios seguir ensayando nuevos Ac anti-His que permitan lograr la Se y Es

obtenida con la primera version del ELISA de captura.

Finalmente, presentamos un sistema POCT basado en el ELISA desarrollado para la deteccion
de la ECv. Con el fin de minimizar el equipamiento necesario, la incubacion se realiz6 en un dispositivo
de calentamiento controlado por Bluetooth, miniaturizado y hecho a medida, mientras que el lector

ELISA convencional fue reemplazado por la cdmara del teléfono inteligente y algoritmos de
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procesamiento de imagenes. A partir de la plataforma “appuente”, el grupo de microfluidica de INTEC,
desarrollé una aplicaciéon para smartphone que permite guiar al usuario durante el ensayo, brindar
conectividad y llenar una base de datos, lo que, a futuro, ayudard a cubrir las necesidades de vigilancia

del paciente y facilitar el seguimiento de los pacientes para brindar un mejor tratamiento.

El POCT propuesto para ser utilizado como una herramienta préictica de diagnéstico en entornos
de atencidn primaria de salud se basé en el ensayo de ELISA. Este mostré resultados prometedores para
los ensayos de deteccion, mejorando significativamente el diagndstico de la ECv en entornos donde la
aplicacion para teléfonos inteligentes que se presenta podria jugar un papel fundamental a través de las
multiples funciones que permite cubrir. Estas funciones abarcan guiar al usuario durante la realizacién
del fest, facilitar la determinacién en entornos con escaso equipamiento, procesar datos, generar
informes, registrar la situacién epidemioldgica en tiempo y espacio, lo que permitiria una mejor

atencion del paciente y la implementacion de medidas de prevencion.

Se requiere mds trabajo para optimizar la prueba, que estd siendo retrasada por la escasa
disponibilidad de muestras de sangre de recién nacidos que portan la enfermedad. Esta escasez de
muestras para el andlisis es la razén detrds del bajo nimero de positivos evaluados. Por otro lado, cabe
mencionar que esta evaluacidn se realiz6 con el sistema de captura que utiliza Ac anti-HISugrp el cual,
como se describié previamente, presenta menor Se que el ensayo ELISA de captura de IgM
originalmente descripto en este capitulo. Por tanto, en futuras evaluaciones se ensayard el sistema con

un ELISA de captura optimizado.

Es importante considerar que este estudio se llevé a cabo utilizando sueros de nifios cuyas
madres provenian de Argentina, Bolivia y Paraguay, paises que comparten los mismos linajes
predominantes UDT V y VI. Por lo tanto, en estudios futuros, seria necesario incluir muestras de nifios
cuyas madres pertenezcan a otras regiones geograficas para evaluar el desempefio de los antigenos en

relaciéon con otras UDT.
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3. Capitulo 3:
Uso del Ag de fase aguda SAPA y el Ag TS para la determinacion

de la infeccion aguda por 7. cruzi en el recién nacido mediante la

determinacion de IgG especificas
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3.1 Introduccion

La cinética de los anticuerpos IgM e IgG luego de una determinada infeccion, puede variar
segun el patdégeno y la respuesta inmune individual, pero generalmente sigue un patrén similar. En la
etapa aguda de la enfermedad infecciosa, los Ac IgM aumentan rdpidamente ya que son los primeros
en aparecer luego de unos dias posterior a la infeccion, alcanzan un pico maximo alrededor de una o
dos semanas y luego disminuyen. A medida que la enfermedad progresa, la respuesta inmunitaria
comienza a enfocarse en la produccién de Ac IgG. Los niveles de Ac IgG pueden aumentar durante la
etapa aguda, pero generalmente aumentan lentamente, siendo en la etapa crénica donde son producidos
en mayor cantidad pudiendo persistir durante meses o incluso afios. Ante el caso de un embarazo, existe
una transferencia fisiolégica de inmunoglobulinas de la madre al feto para proporcionar inmunidad
pasiva contra enfermedades infecciosas. El isotipo de Ac IgG es la Unica clase de Ac que atraviesa
significativamente la placenta humana brindando una proteccién fundamental durante los primeros
meses de vida cuando la respuesta humoral neonatal es ineficiente. Si bien los anticuerpos IgM son un
isotipo que permite la determinacién de una infeccién aguda cuando son detectados en forma especifica,
los mismos son mds dificiles de determinar debido a las limitaciones mencionadas en el capitulo 2, por
lo que existen muchas aproximaciones que se han descripto para determinar infecciones agudas

mediante la determinacién de IgG especifica.

Con la finalidad de poder realizar el diagndstico de la etapa aguda de diferentes enfermedades,
se han implementado varias estrategias que permiten, a partir de la medicién del nivel de Acs IgG

presentes, diferenciar si una infeccion es reciente o lejana.

3.1.1 Diagnéstico de infecciones agudas mediante la deteccion de anticuerpos IgG

Un método para diagnosticar la fase aguda de una infeccion, que ha sido reportado para el
diagnéstico de la enfermedad de Toxoplasmosis es medir los titulos de Ac IgG en el suero de un paciente
en dos muestras tomadas en un intervalo de 3 semanas; el aumento de Ac sugiere que la infeccién

comenzd menos de 2 meses antes de la primera muestra (Durlach et al., 2003).

Por otro lado, ha sido descripto que, durante la fase aguda de determinadas enfermedades
infecciosas, algunos de los Ags que se expresan durante esta fase (proteinas de fase aguda), generan
niveles de Ac de tipo IgG que son bajos o insignificantes durante la fase crénica de la infeccién (Martin
et al., 2004; Parmley et al., 1992). Esta funcién podria usarse para desarrollar inmunoensayos para la
diferenciacion entre las etapas de la infeccidn, segin la identificacién de los niveles de umbral del Ac
generado, como ha sido reportado para las enfermedades de Hepatitis B (Aldershvile et al., 2008;
Gerlich et al., 1986), Toxoplasmosis (Li et al., 2000; Redlich & Miiller, 1998) y Mononucleosis

infecciosa por virus de Epstein-Barr (De Paschale et al., 2010).
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Otro de los métodos utilizados para el diagnédstico de infecciones agudas son los ensayos de
avidez de Ac IgG. La avidez es descrita como la fuerza de unién entre una mezcla de Ac policlonales y
los epitopos de un Ag. Esta afinidad de unién funcional aumenta progresivamente luego de una
exposicién prolongada o repetida a un Ag, proceso también conocido como maduracion de la respuesta

inmunitaria humoral (Teimouri et al., 2020).

El test de avidez de Ac IgG, descrito por primera vez por Hedman y col. (1989), para identificar
la infeccién primaria de la Rubeola, ha permitido diferenciar entre Ac IgG de baja avidez producidos
en una infeccién adquirida recientemente y Ac IgG de alta avidez producidos en una infeccion distante
en el tiempo, mediante el uso del indice de avidez (IA). El formato de prueba mas comun utilizado es
el ELISA. En este, luego de una incubacién del Ac con el Ag inmovilizado en la fase sélida se agrega
un agente desnaturalizante, como por ejemplo urea en altas concentraciones (4-8 M), como diluyente o
como agente de lavado. Este desnaturalizante actda previniendo la formacién (diluyente) o permitiendo
la disrupcién (agente de lavado) de los puentes de hidrégeno en los complejos Ag/Ac débiles (Teimouri
et al., 2020). Por lo tanto, se requieren concentraciones de iones caotrpicos mas elevadas para romper
los enlaces de hidrégeno de los Acs de alta avidez que permanecen unidos al Ag en comparacién con
los Acs de baja avidez que se disocian casi por completo (Berth et al., 2014; Goldblatt, 2001; Hedman
et al., 1989). Las muestras se evaldan por duplicado y en paralelo, y el IA de una muestra es calculado
como la relacién entre los niveles de Ac detectados luego del tratamiento con el agente desnaturalizante

y los niveles de Ac en las muestras no tratadas (Teimouri et al., 2020).

Desde entonces los ensayos de avidez de Ac IgG han sido ampliamente utilizados en el
diagnostico de varias enfermedades como Toxoplasmosis, Citomegalovirus y Hepatitis B (Besteiro,
2010; Hedman et al., 1989; Minosse et al., 2021; Remington et al., 2004), permitiendo diferenciar entre

infeccion reciente (aguda) y lejana (crénica) (Barros et al., 2017; de Castro Zacche-Tonini et al., 2017).

En el caso del diagndstico de Toxoplasmosis aguda, por ejemplo, si bien la tasa de maduracién
de Ac IgG varfa para cada individuo, un IA elevado confirma la fase crénica, descartando asi una
infeccién reciente. Por otro lado, un IA bajo sugiere que el individuo ha sido recientemente infectado

(Garcia et al., 2018).

3.1.2 Criterios para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en la etapa aguda mediante

la deteccion de Ac IgG

En el diagnéstico seroldgico para la deteccion de la enfermedad de Chagas agudo se han
utilizado y evaluado una gran variedad de preparaciones antigénicas: homogenatos, Ag excretados del
pardsito en sus diferentes estadios, lisados de epimastigotes y proteinas recombinantes. En los dltimos
afios, los estudios se han enfocado en encontrar marcadores serolégicos especificos que permitan la

deteccion temprana de la infeccion.
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3.1.2.1 Deteccién de Ac IgG mediante seguimiento serologico

Como hemos mencionado en el capitulo 2, el algoritmo actual de diagndstico procede con la
deteccion de la infeccidn en el recién nacido realizando en primera instancia la técnica del MH. Si el
MH resulta positivo se indica inmediatamente el tratamiento antiparasitario. Mientras que si el MH es
negativo debe realizarse el seguimiento mediante las pruebas serolégicas mencionadas anteriormente
en el capitulo 1. El diagndstico seroldgico se realiza a partir de los 10 meses de vida, cuando los niveles
de Ac maternos transferidos al nifio disminuyen por debajo de niveles detectables y, por lo tanto, la
presencia de Ac IgG especificos para T. cruzi puede asociarse a una infeccion vertical (L. Messenger &

Bern, 2018).

Estos 10 meses minimos que se deben esperar para confirmar el resultado, constituyen la

principal limitacién del diagnéstico en neonatos.

3.1.2.2 Deteccion de Ac IgG anti- Ag de fase aguda SAPA

Affranchino y col. (1998) clonaron y caracterizaron un Ag de 7. cruzi el cual era reconocido
mayormente por sueros de pacientes con infeccidén aguda y no por suero de personas con infeccién
cronica. Luego demostraron que el Ag se liberaba al medio de cultivo en la etapa infectiva del
tripomastigote. Tras comprobar que era posible detectar este Ag en sangre de ratones con infeccién
aguda para la enfermedad de Chagas lo denominaron antigeno de fase aguda (SAPA, Shed Acute Phase

Antigen), siendo una de las principales proteinas eliminadas durante el periodo agudo de la enfermedad.

A diferencia del Ag SAPA, se ha demostrado que durante la fase crénica de la infeccién por 7.
cruzi, los pacientes presentan Ac IgG anti-TS que neutralizan a la enzima Trans-sialidasa (Leguizamén
et al., 1994). Estos Acs permitieron el desarrollo del ensayo de inhibicién de TS (TIA), para el
diagnéstico de infecciones crénicas por 7. cruzi en reservorios de mamiferos humanos, domésticos y

silvestres (Leguizamén et al., 1997; Sartor et al., 2013).

Mientras que la TS es un Ag de fase cronica, la fraccion SAPA se ha evaluado frente a sueros
humanos y se ha detectado que el 93% de las personas que cursaban la enfermedad en etapa aguda
presentaban reactividad contra SAPA mientras que, sélo el 8-10% de los sueros humanos que padecian
la enfermedad en estadio créonico contenian niveles detectables de Acs contra SAPA. Ademads, han
podido demostrar que los Acs contra SAPA son detectables 15 dias después de la manifestacién de los

sintomas agudos de la enfermedad de Chagas en humanos (Affranchino et al., 1989).

Por tales motivos, a partir de la aparicién temprana de Acs anti-SAPA, se abre la posibilidad de
disefiar ensayos de deteccién de dichos anticuerpos para identificar la enfermedad de Chagas en
infectados recientemente (Affranchino et al., 1989). Reyes y col. (Reyes et al., 1990) han demostrado
que el Ag SAPA es un marcador de fase aguda, que resulta confiable y altamente sensible para la

deteccion de la infeccidn vertical por T. cruzi. Posteriormente se ha desarrollado una prueba de ELISA,
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denominada ELISA-SAPA, que detecta Ac IgG contra la proteina recombinante SAPA en nifios nacidos
de madres infectadas con alta sensibilidad a los 3 meses de edad (Russomando et al., 2005, 2010), ya
que los Acs especificos SAPA de transmisidén materna desaparecen en los bebés antes que los Acs
convencionales. El uso de esta prueba permitié identificar casos de Chagas vertical entre aquellos
lactantes infectados por 7. cruzi no detectados o que habian resultado FP por la serologia convencional
(Russomando et al., 2010). E1 ELISA-SAPA es aplicado actualmente en el sistema de Salud Publica de
Paraguay.

Por otro lado, se planted que los altos niveles de Ac IgG anti-SAPA en bebés al nacer no son
un indicador suficiente de infeccidn vertical por 7. cruzi debido a la presencia de Ac transferidos por la
madre (Mallimaci et al., 2010). Sobre esta base, se ha propuesto comparar los niveles de Ac IgG anti-
SAPA en muestras de sangre binomiales de madres seropositivas y sus bebés (ELISA-SAPA). Para tal
fin se determina el diferencial entre los valores de DO de IgG anti-SAPA del neonato y de la madre, de
manera de diferenciar la reactividad debida a los Ac producidos por el bebé de la reactividad debida a
los Ac maternos. La evaluacién de esta estrategia en Argentina permitié el diagndstico del 90,5% de
los nifios estudiados infectados por 7. cruzi alrededor del mes de edad (Mallimaci et al., 2010; Volta et
al., 2015). En linea con estos resultados, se ha observado una correlacién positiva entre los niveles de
parasitemia en madres y bebés evaluados por qPCR vy los titulos de Ac IgG anti-SAPA detectados por
ELISA-SAPA, lo que probablemente se explica por la secreciéon del Ag por los tripomastigotes en el
torrente sanguineo en forma temprana (Volta et al., 2015). Sin embargo, en otros intentos de aplicacién
de la estrategia en el sistema de salud se han observado resultados discordantes (datos sin publicacion)
y no se ha logrado su implementacion para el diagndstico de rutina de la infeccién vertical en nuestro

pais.

3.1.2.3 ELISA de avidez

Para nuestro conocimiento, no hay antecedentes de ELISA de avidez para el diagndstico de
infecciones por 7. cruzi. Considerando que los Ac de la madre con infeccién crénica que son
transferidos a su hijo son Ac IgG de AA, mientras que los anticuerpos del neonato transcurriendo la
infeccién aguda son Ac IgG de BA, la medicién de la avidez de Ac representa una potencial estrategia

para la deteccion de la infeccién vertical.

3.1.3 Correlacion y relacion de transferencia de Ac maternos hacia los bebés

Los niveles de anticuerpos IgG se deben al transporte mediados por el receptor Fc neonatal
(FcRn) presente en las células del sincitiotrofoblasto. Dicho transporte de Acs durante el embarazo
puede verse afectado por una serie de factores y condiciones clinicas, ademds de la edad gestacional
como factor importante en la transferencia de Acs. El proceso esta influenciado por varios aspectos
como la inmunocompetencia materna, infecciones concomitantes, niveles de Acs especificos adquiridos

postinmunizacién, integridad placentaria, clase de IgG y tipo de Ag (Palmeira et al., 2012). Por otro
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lado, existe una correlacién entre los niveles de IgG especifica presentes en las mamads y los bebés, la

cual también esta relacionada con la duracién del embarazo (Palmeira et al., 2012; Suzuki, 1988).

Se ha encontrado que los Acs maternos transferidos al feto con diferentes especificidades
antigénicas tienen diferentes vidas medias en los lactantes. Por ejemplo, aunque en un embarazo normal,
la IgG especifica contra la tos ferina presenta niveles en la sangre del cordon mayores del 100% a los
de los niveles maternos, estos presentan una vida media de 6 semanas en lactantes y disminuyen a
niveles indetectables a los 4 meses de vida (Van Savage et al., 1990). Por el contrario, la IgG especifica
contra el sarampion adquirida pasivamente de la madre permanece cerca de los niveles protectores a los

6 meses después del nacimiento y todavia es detectable al afio de vida (Ciobanu et al., 2020).

Esta informacién reportada en relacién con la cinética de transferencia de anticuerpos IgG de
la madre al feto indica la necesidad de establecer estrategias para discriminar en qué medida los niveles

de anticuerpos presentes en el bebé son propios o trasferidos por la madre.
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3.2 Objetivos del capitulo 3

De acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, en este capitulo proponemos al Ag marcador
de fase aguda SAPA y al de fase crénica TS, para su aplicacion en el diagnéstico de infeccidon aguda
connatal mediante una estrategia basada en un ensayo de ELISA SAPA/TS, que consistié en la medicién
de los Ac IgGy, por otro lado, en el uso del Ag SAPA mediante una estrategia consistente en un ELISA
de avidez de IgG.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Paneles de sueros para evaluacion de Ac anti-IgG especificos de T. cruzi:

3.3.1.1 Panel de sueros: binomios MM BB:

A partir del panel de sueros M, mencionado en el capitulo 2, seccién 2.3.1, conformado por
muestras de nifios, y la disponibilidad de sueros de las madres de esos nifios, que asistieron a sus visitas
regulares al Hospital de Nifios "Dr. Ricardo Gutiérrez" (Buenos Aires, Argentina), se conformo el panel

de sueros de binomios Mama (MM)-Bebé (BB).
Las muestras se clasificaron de la siguiente manera:

e Muestras de sueros de madres (n=22) con serologia positiva para la EC en contexto de los controles
prenatales. Dos pruebas comerciales diferentes incluyendo ELISA e IHA de Wiener Lab (Argentina)
fueron empleadas para evaluar estado de infeccidn crénica por 7. cruzi. En todos los casos la
condicién seroldgica fue confirmada como positiva, segtin lo establecido por procedimientos técnicos
estdndar de la OMS (WHO, 2002), ya que se obtuvieron resultados concordantes.

o En cuanto a los BB, los sueros que presentaron MH+ o MH- con serologia positiva 9 meses después
del nacimiento, se clasificaron como Ch+ (n=7) y los sueros que mediante el seguimiento seroldgico

posterior a los 9 meses dieron negativos, se clasificaron como Ch- (n=15).

El panel qued6 conformado como se observa en la Figura 34.

2d BB Ch+ N &inomio

n=7 MM BB +

Panel

Binomio .
MM BB

Binomio
MM BB -

Figura 34: Panel de sueros binomios MM BB. Panel conformado por MM CH+ con un n=22, para las cuales
sus BB se clasificaron como Ch+ (n=7) conformando el Binomio MM BB+ y Ch- (n=15) conformando el Binomio
MM BB-.

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la FBCB-UNL
(CE2020-58) y el Comité ético del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (DI-2014-221). Se destaca que
los restos de muestras de sangre empleadas en este trabajo se obtuvieron en el marco de los controles
clinicos y bioquimicos habituales durante el seguimiento de los nifios, conservados con codificacién y

proteccion adecuada de los datos personales.
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3.3.1.2 Panel de sueros G: sueros cronicos

Se utilizaron sueros de pacientes que resultaron positivos (n=9) y negativos (n=9) para la
infeccidn crénica de Chagas. Los mismos corresponden al panel reducido G, descripto en el capitulo 1,

seccién 1.3.3.
3.3.2 Antigenos recombinantes utilizados

3.3.2.1 Antigeno de fase aguda: SAPAx4

Se utiliz6 SAPA (GenBank: ACM47956.1) (Camussone et al., 2009) como antigeno de fase

aguda obtenido en el laboratorio, descripto en el capitulo 1, con una concentracién de 0,744 mg/mL.

3.3.2.2 Antigeno de fase aguda: SAPAx13

El Ag SAPA de fase aguda, al cual denominamos SAPAXx13, fue cedido gentilmente por el Dr.
Carlos A. Buscaglia (IIB-INTECh-UNSAM). La secuencia aminoacidica que codifica dicha proteina
recombinante se conforma por 13 repeticiones antigénicas. Se dispuso del Ag SAPAx13 purificado y

cuantificado para emplear en el presente trabajo, con una concentracién de 0,590 mg/mL.

3.3.2.3 Antigeno de fase cronica: Trans-sialidasa

Se trabaj6é con una mezcla de dos fragmentos de la proteina TS (Figura 35), que han sido
clonados previamente en el LTI: el fragmento N-terminal, denominado TSNt (GenBank: MZ215730.1)
que incluye los aa 63 a 346 (Prochetto et al., 2022) y el fragmento C-terminal, llamado TSf (GenBank:
MZ215729.1) que incluye la regién del aa 338 al 627 (Prochetto et al., 2017). Ambas proteinas fueron
obtenidas en E. coli BL21 (DE3) con la construccién plasmidica pET-28a(+)/TSNt o TSf. Se dispuso
de los Ag TSNt y TSf purificados y cuantificados, en una concentracién de 0,230 mg/mL y 0,760

mg/mL, respectivamente.

TS

l TSNt TSf  SAPA

338 627

Figura 35: Diagrama de los fragmentos de TS. Imagen representativa de los fragmentos TSNt y TSf en
comparacion con la proteina TS de longitud completa.
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3.3.3 Analisis de la secuencia SAPAx4

Se procedio6 con el andlisis de la secuencia SAPAx4 mediante programas bioinforméticos. Se
realiz6 un Blastp para el alineamiento con las secuencias reportadas y una prediccién de epitopos con

el servidor ABCpred para una longitud de 12 aa.

Luego se realiz6 una prediccidon de epitopos para la secuencia SAPAx4 modificada, que

consiste en la secuencia SAPAx4 con la sustitucién del aa 29 Leucina (L) por un aa Histidina (H).

3.3.3.1 Andlisis de la diversidad genética de la secuencia SAPAx4

Para evaluar la diversidad de la secuencia SAPAx4, se realizé un Blastp contra 50 secuencias

de T. cruzi compiladas previamente mediante andlisis bioinformatico.
3.3.4 Evaluacion de los Ag SAPA recombinantes mediante ensayos de ELISA

3.3.4.1 Evaluacion de SAPAx4

Se llevaron a cabo ensayos de ELISA indirecto para detectar Ac IgG anti-SAPA en muestras
binomiales de sueros de madres y sus hijos. Se evaluaron binomios pertenecientes al panel de sueros A:

binomios MM BB+ (n=7) y binomios MM BB- (n=15).

Las microplacas de ELISA (Greiner Bio-One) se sensibilizaron con 100 upL del
Ag SAPAx4 (500 ng por pocillo) diluido en buffer carbonato (pH 9,6) y se incubaron a
37 °C durante 1 hy luego a 4°C durante toda la noche. Luego se realizé el bloqueo de los sitios de unién
inespecifica con 200 uL. de PBS-Leche descremada 5%. Posteriormente se incubaron 100 pL de las
muestras de sueros de las madres o los bebés diluidas (dil 1/100) en PBS-Leche 1%. Como Ac
secundario se emplearon 100 pL. de un Ac de cabra anti-IgG humana conjugado a peroxidasa (anti-
IgGhe-HRP, Jackson) diluido en PBS-Leche 1% (dil 1/5000). Cada paso de incubacién se realizé a 37°C
durante 30 min y entre cada uno de estos pasos se efectuaron 3 lavados con PBS-Tween 20 0,05% (v/v).
El revelado se llev a cabo mediante el agregado de una gota de TMB (Life Technologies) por pocillo

y la adicién de H,SOs4 0,5 N para detener la reaccion.

Finalmente se realizo la lectura de DO en un lector de ELISA a 450 nm (Molecular Devices
Emax). Para salvar la heterogeneidad propia de la técnica de ELISA, los valores de DO fueron
expresados como el indice de densidad 6ptica (IDON). que corresponde a la DO de la muestra en

relacion con el valor de cut-off o linea de corte (LC).

Los valores de IDON se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad donde se

determind una LC que permitié obtener valores 6ptimos de Se, Es, AUC e indice J. Se consideraron
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casos de bebés positivos para Chagas vertical cuando se obtuvo un resultado >.C y bebés negativos

cuando se observé un resultado <LC.

3.3.4.2 Comparacién de SAPAx4 y SAPAx13

Se evalu6 un panel de sueros reducido del panel de sueros A, conformado por madres infectadas

por T. cruzi (n=5) y sueros de bebés clasificados como positivos (BB+, n=3) y negativos (BB-, n=6).

Se realizé un ELISA indirecto como se detalla en el inciso 3.2.3.1, sensibilizando la placa
alternativamente con el Ag SAPAx4 o el Ag SAPAx13 (500 ng por pocillo) diluido en buffer carbonato

(pH 9,6). Los valores obtenidos de la lectura de DO se expresaron finalmente como IDON.

3.3.5 Estrategia 1: ELISA SAPA/TS

En el marco del presente trabajo se propuso una estrategia para el diagnéstico de infecciones
verticales por 7. cruzi, basada en la medicion de los Ac IgG anti-SAPA en los binomios mama-bebé y

su comparacién con Ac que solo se desarrollan en fase crénica como son los Ac IgG anti-TS.

Se considerd que, para cada binomio, todos los Ac IgG maternos son transferidos al nifio en
igual proporcion (independientemente de la especificidad). Conociendo dicho valor a partir de la
medicion de los Ac IgG anti-TS, se estimd la proporcién de Ac IgG anti-SAPA producidos por el propio

bebé debido a la infeccion vertical.

3.3.5.1 Evaluacién de TS como Ag de fase cronica

Se realizaron ensayos de ELISA indirecto para detectar Ac IgG anti-TS especificos de T. cruzi
en muestras de pacientes crénicos, siguiendo la metodologia ya empleada en el laboratorio (Peverengo
y col., 2018). Se analizaron muestras del panel G, clasificadas como Ch+ (n=9) y Ch- (n=9) para la

infeccion cronica.

Se evaluaron cuatro condiciones de sensibilizacién de los Ag a la placa de ELISA: I) 500 ng
del fragmento amino terminal (TSNt), IT) 500 ng del fragmento carboxilo terminal (TSf), IIT) 100 ng de
cada fragmento por pocillo (TSNt+TSf) y IV) 500 ng de cada fragmento por pocillo (TSNt+TSf). Se
calcul6 la relacién entre la DO media de los sueros Ch+ y la DO media de los sueros Ch-

(ADO+/ADO-) para evaluar la discriminacidn entre sueros positivos y negativos.

3.3.5.2 ELISA SAPA/TS

El panel utilizado en este ensayo consistid en muestras binomiales madre-hijo del panel de

sueros A: binomios MM BB+ (n=5) y binomios MM BB- (n=11).
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Las microplacas (Greiner Bio-One) se sensibilizaron con 500 ng del Ag SAPA o con 100 ng de
cada fragmento de la mezcla antigénica TSNt+TSf, diluidos en buffer carbonato (pH 9,6). Se incubaron
a 37°C durante 1 h y luego a 4°C durante toda la noche. Luego se realiz6 un bloqueo con 200 uLL PBS-
Leche 5% durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se agregaron 100 uL. de las muestras de sueros de
las madres o los bebés diluidas (dil 1/100) en PBS-Leche 1%. Como Ac conjugado se empleéd el Ac
anti-IgGn,-HRP (Jackson), sembrando 100 pL de una dilucién 1/5000 en PBS-Leche 1%. Las
incubaciones se realizaron a 37°C durante 30 min y entre cada paso se efectuaron lavados con PBS-
Tween 20 al 0,05% (v/v). Finalmente, el revelado de la reaccion se realizé mediante el agregado de 1
gota de TMB (Life Technologies) y 1 gota de H,SO4 0,5 N para detener la reaccion. La lectura de las

DO obtenidas se llevé a cabo en un lector de ELISA a 450 nm (Molecular Devices Emax).

3.3.5.3 Calculo del indice de Acs anti-SAPA/Acs anti-TS

El indice de Acs anti-SAPA/Acs anti-TS (Isapa/rs) en cada binomio se determiné como se

muestra en la ecuacién 2:

DO
SAPA +~EE
SAPAJTS = —DOBB

TS DOy

Donde DOgg y DOwmu es el promedio de la DO obtenida para Acs anti-SAPA y Acs anti-TS de cada

muestra de los binomios MM BB.

Los valores de Isapasrs se evaluaron mediante curva ROC con el programa GraphPad. Se
determiné como LC aquella que permitié obtener valores 6ptimos de sensibilidad, especificidad AUC
e indice J. Se consideraron casos de bebés positivos para Chagas vertical cuando se obtuvo un resultado

de Isapars>L.C y bebés negativos cuando se observé un resultado de Isapars<LC.

3.3.5.4 Andlisis de correlacion y tasa de transferencia de Ac maternos hacia sus bebés:

La relacién entre los niveles de Ac IgG maternos y de Ac IgG de bebés tanto anti-SAPA como
anti-TS fue analizada usando el coeficiente de correlacion de Pearson.

Se calculé la relacion (“ratio™) de transferencia de cada binomio MM BB como el cociente del
nivel de Ac IgG de BB sobre el nivel de Ac IgG de la MM. Luego, la tasa total de trasferencia se calculd
como el promedio de las relaciones de todos binomios MM BB tanto para los Ac IgG anti-SAPA como

para los Ac IgG anti-TS.
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3.3.6 Estrategia diagnostica 2: ELISA de Avidez IgG anti-SAPA

Se aplicé un protocolo de ensayo de avidez ya empleado en el laboratorio (Garcia y col., 2018).
Se sensibilizaron microplacas de poliestireno de ELISA de fondo plano (Greiner Bio-One) con 100 pL
del Ag SAPA (500 ng por pocillo en buffer carbonato, pH 9,6) y se incubaron 1 h a 37 °C y luego
durante la noche a 4 °C. Posteriormente, las superficies sin modificar fueron bloqueadas con 200 pL de
leche descremada al 5% en PBS 1X (pH 7,4) durante 1 h a 37 °C. Luego, las microplacas se incubaron
con 100 pL. de muestras de sueros de las madres o los bebés, las cuales se utilizaron por duplicado y
diluidas en serie (dil 1/100 a 1/3200) en buffer PBS-Leche 1%. Luego los pocillos dobles de incubaron
con 100 uLL de PBS 1X o urea 6 M en PBS 1X. Posteriormente se incubaron con una dilucién 1:5000
del Ac anti-IgGn-HRP (Jackson) en leche descremada al 1% en PBS 1X. Las incubaciones fueron
realizadas 1 h a 37°C y entre cada incubacién se realizaron tres lavados con PBS que contenia 0,05%

(v/v) Tween 20.

La reaccion enzimatica se desarrollo con 100 pl. por pocillo de TMB (Invitrogen) y se detuvo
usando 100 pL por pocillo de 0,5 N H,SOs. Se determino densidad 6ptica (DO) de las placas a 450 nm

en un lector ELISA (Molecular Devices Emax).

3.3.6.1 Cilculo del indice de avidez % y del indice de relacion de avidez MM BB

El indice de avidez porcentual (IA%) se calcul6 para cada suero (mamé o bebé) a partir del
método del drea bajo la curva (AUC) descrito por nuestro grupo (Garcia et al., 2018), como se muestra

en la ecuacién 3:

AUC urea 100 (3)
AUC PBS

1A% =

Donde AUC Urea y AUC PBS son las dreas bajo las curvas obtenidas mediante el programa
bioestadistico GraphPad a partir de graficar los valores de DO del ensayo de ELISA de avidez en
funcién de las diluciones en serie para las muestras del binomio, tratadas con Urea y PBS 1X,

respectivamente.

Finalmente, el resultado se expresd como la relacion (IAreiacisn) entre el IA% de Ac IgG anti-
SAPA de la madre con infeccidn crénica (Ac de alta avidez) y el IA% de su hijo con posible infeccién

aguda (Ac de baja avidez), como se muestra en la ecuacién 4.

1A% MM 4)
1A orgcion = ————
relacion 1A% BB
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Los valores de IAracisn fueron evaluados mediante curva ROC, para obtener los pardmetros
diagndsticos de sensibilidad y especificidad, AUC e indice J. Se consideraron bebés positivos para la
infeccion vertical por T. cruzi aquellos que presentaron un valor de [Arecisn > L.C y bebés negativos

cuando se obtuvo un resultado de IA eracion < LC.
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3.4 Resultados

Como primer paso para el desarrollo de este capitulo, se realiz6 un andlisis de la secuencia del
Ag SAPA utilizado ya que se ha reportado una importante diversidad en este antigeno de hasta un
70% (Majeau et al., 2021). Luego se desarrollaron dos estrategias diagnosticas: un ELISA de Avidez
utilizando como Ag SAPA y un ELISA indirecto utilizando como Ags SAPA y TS.

3.4.1 Analisis de la secuencia SAPAx4

La secuencia que expresa al Ag SAPA utilizada en este trabajo corresponde a la del clon
disponible en LTI, la cual fue reportada por Camussone y col (2022). La misma se muestra en la Figura

36. Estd compuesta por 73 aa y contiene 4 repeticiones de una variante antigénica repetitiva.

LIGTEAHMDSSSDSSAHSTPSTPADSSALSTPSTPA
DSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPAGHGATGMVLILPD

Figura 36: Secuencia aminoacidica de la proteina recombinante SAPAx4 utilizada. En negro se destaca la
secuencia no repetitiva, en azul la secuencia repetitiva y en rojo los aminodcidos en los que difieren a la secuencia
reportada por Affranchino y col., 1989.

Al realizar el alineamiento con la secuencia tomada como referencia reportada por Affranchino
(Affranchino et al., 1989), que consta de 257 aa con 13 repeticiones de 4 variantes antigénicas, se obtuvo
un 83% de identidad. Como puede observarse en la Figura 37, la region no repetitiva al inicio de la
secuencia (LIGTEAHMDSSS) presenta completa identidad, mientras que la secuencia no repetitiva
hacia el final de la secuencia difiere en 3 aa (GHGATGMVLILPD) respecto a la secuencia reportada.
En cuanto a las regiones repetitivas tres presentan completa identidad a la secuencia reportada
(DSSAHSTPSTPA), mientras que una secuencia repetitiva difiere en un aa (DSSALSTPSTPA:

sustitucion L:H) de la secuencia mencionada anteriormente.
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unnamed protein product
Sequence ID: Query_310393 Length: 267 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 257 Graphics

NW Score Identities Positives Gaps

108 70/257(27%) 72/257(28%) 166/257(64%:)

Query 1 MSIEL---------"mmm oo - LIGTEAHMDSSSDSSAH- - - - - ---- 22
M++ L LIGTEAHMDSSSDSSAH

Sbjct 1 EFGPTISHVTVMNVLLYNRQLNAEEIKTLFLSQDLIGTEAHMDSSSDSSAHGTPSTPVDS 6@

Query 23  -------omoo—- STPSTPADSSALSTPSTPADSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPA-- 65
STPSTPADSSA STPSTP DSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPA
Sbjct 61 TAHGTPSTPADSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPVDSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPADS 128

Query B6  ------------- GHE---- - 68
HG
Sbjct 121 SAHSTPSTPVDSTAHGTPSTPADSSAHSTPSTPVDSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTRVDS 188
Query B9 @ oo ATGMVLILPD------------- 78
A G VLILPD

Sbjct 181 SAHSTPSTPADSSAHGTPSTPVDSSAHSTPSTPADSSANGTVLILPDGAALSTFSGGGLL 2489
Query 79 —--emeememe——- VD 88
Sbjct 241 LCACALLLHVFFTAVFF 257

Figura 37: Blastp para el alineamiento de la secuencia SAPAx4. La proteina recombinante SAPAx4 utilizada
mostro una identidad de aminodcidos del 83% alineada con la proteina SAPA indexada en GenBank:
AAA03000.1.

Se realiz¢ la prediccion de epitopos de células B, de la secuencia aminoacidica de la proteina
recombinante SAPAx4 utilizada con la finalidad de poder comparar los epitopos antigénicos de la
misma con los reportados experimentales en bibliografia. El andlisis se llevd a cabo con el servidor
ABCpred, donde se realiza una clasificaciéon evaluando por score, a los péptidos que conforman la
secuencia de acuerdo con la probabilidad més alta de ser un posible candidato a epitopo. A su vez, la
prediccién de los epitopos varia de acuerdo con el nimero de aa que se establece para el andlisis. En
este caso, se realizo la prediccion para una longitud de 12 aa donde se observé que las secuencias con
los aa DSSAH y STPSTP son las que més se repiten dentro de los epitopos predichos, presentando
scores desde 0,54 a 0,86 (Figura 38 A). Por otro lado, se observa en la Figura 38 B que, de los epitopos

predichos, dos contienen el aa L en la regién central y presentan score de 0,61 y 0,78.
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A
Rank Sequence Start position Score
1 STPSTPANSSEE 30 ). 86
1 sPESEHsTrSTR 12 0.86
2 SAHSTESTEADS 3% 0.85
3 HMDS 5 SHESERE S 7 0.80
4 STPRPSSENSTP 21 0.78
5 TPSTEADGSEH S 43 0.61
5 TEADSSEHSTES 34 0.61
PSSEEsTRSTEA 25 0.61
é AHSTPSTPADSS 16 0.54

B

LIGTEAEMDSSSDSSAHSTPSTPADSSAL STPSTPADSSAHSTPSTPADS SAHSTPSTPAGHGATGMVLILED™
------------------------------- STPSTPADSSAH= === = mm = m e m mm e

Figura 38: Andlisis obtenido de la secuencia SAPAx4 utilizada mediante el servidor ABCpred. Andlisis de
epitopos establecido para n=12 aa. A) Resultados de las secuencias de epitopos, posicion de inicio de la secuencia
y score obtenido. Se destaca con amarillo y verde las dos secuencias que mds se repiten en cada prediccion. B)
Ubicacion del epitopo predicho dentro de la secuencie completa de SAPAx4.

Luego se realiz6 la prediccion para la secuencia SAPAx4 pero modificando (secuencia SAPAx4
modificada) el aa L por un aa H de manera de ver como cambiaria la prediccién de epitopos si la
secuencia variable seria igual a una de las variables reportadas por Affranchino y col. (1989), es decir,
sin sufrir ninguna sustitucién. La prediccidn se realiz6 también para una longitud de 12 aa 'y se observd,
como en la prediccion anterior, que las secuencias con los aa DSSAH y STPSTP son las que més se
repiten, pero en este caso presentando scores desde 0,61 a 0,86 (Figura 39 A). En la Figura 39 B se
observa que, de los epitopos predichos, dos contienen el aa H (modificado) en la regién central y
presentan score de 0,61 y 0,86. Por lo que pudimos corroborar que la modificacién del aa L por H no

afectaria a la prediccion de epitopos ya que los scores y las secuencias predichas son muy similares.

98



Capitulo 3

A
Rk Sequence Start position Seore
1 STPSTPADSSAH 30 0.86
1 STPADESANIS TP 2 0.86
1 SDSSAHSTPSTP 12 0.86
2 SAHSTPSTPADS 39 0.85
3 HMDSsSSDESATS 7 0.80
4 TPSTPADSSAHS 43 0.61
4 TPADSSAHSTPS 34 0.61
14 DESATISTPSTPA 25 0.61
4 AHSTPSTPADSS 16 0.61

B

LIGTEAHMDSSSDSSAHSTPSTPADSSARSTPSTPADSSAHSTPSTPADSSAHSTPSTPAGHGATGMVLILED™

777777777777777777777777777777777777777777 TPSTPADSSAHS ——————m—mmmm— e
——————————————————————————————————— TPADSSAHSTPS====mmm===m=mem = m e — e e
P——— PP—— - _.DSSR STPSTPA... - - P —— - PR—— P——

Figura 39: Anadlisis obtenido de la secuencia SAPAx4 modificada mediante el servidor ABCpred. Andlisis de
epitopos establecido para n=12 aa. A) Resultados de las secuencias de epitopos, posicion de inicio de la secuencia
y score obtenido. Se destaca con amarillo y verde las dos secuencias que mds se repiten en cada prediccion. B)
Ubicacion del epitopo dentro de la secuencie completa de SAPAx4 modificada.

3.4.1.1 Analisis de la diversidad de la secuencia SAPAx4

Para analizar la diversidad de la secuencia SAPA realizamos un blastp con 50 secuencias de 7.
cruzi compiladas en un trabajo realizado previamente, el cual utiliz6 la seccién del Centro Nacional de
Informacién Biotecnolégica (NCBI) para obtener las secuencias TS representativas de diferentes UDT
pertenecientes al grupo 1 de la trans-sialidasa (Pacini et al., 2023). El resultado de este alineamiento
revelo que la secuencia del Ag SAPAx4, presenta una conservacion de secuencia en todas las cepas

analizadas con una identidad media del 77% (tabla completa en el anexo).

3.4.2 Evaluacion del Ag SAPAx4

Se realiz6 un ensayo de ELISA indirecto para el diagnéstico de la infeccién aguda en bebés,
mediante la deteccion de Ac IgG especificos para SAPA.

Se evalué el panel de sueros A, conformado por binomios de madres infectadas por 7. cruzi
(n=22) y sus hijos, clasificados como bebés Ch- (MM BB-, n=15) y bebés Ch+ (MM BB+, n=7).

Como se observa en la Figura 40, de las madres evaluadas 16 presentaron Ac IgG anti-SAPA.

Respecto a los nifios, se observo que 8 de los 15 bebés no infectados y 5 de los 7 bebés infectados
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presentaron Ac IgG anti-SAPA. Los niveles de Ac IgG anti-SAPA en muestras de bebés no infectados

se asocian a la presencia de Ac IgG anti-SAPA transferidos por la madre.
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Figura 40: Sueros del binomio MM BB utilizados para la deteccion de Acs anti-SAPA. Grdfico de dispersion.
La linea de tendencia central muestra el valor medio con desvio estandar (SD) para cada grupo de sueros, y la
linea discontinua indica el valor de corte relativo.

3.4.3 Comparacion de los Ag SAPAx4y SAPAx13

Al analizar los niveles de Ac IgG anti-SAPA en las muestras binomiales empleando el Ag
SAPAx4, se encontr que la mayoria de las MM mostraron mayores valores de DO en comparacién
con sus BB, independientemente de si se trataba de BB+ o de BB-. Sin embargo, las estrategias que
aplican ELISA-SAPA reportan que los casos de BB+ presentan mayores valores de DO que sus madres
(Mallimaci et al., 2010; Volta et al., 2015). Teniendo en cuenta estos resultados discordantes y que el
Ag SAPA empleado estd conformado por menos unidades repetitivas que lo reportado en bibliografia,
se decidi6 evaluar el Ag SAPAXx13 antes de avanzar con la aplicacién de las estrategias propuestas. Para
tal fin, se realizaron ensayos de ELISA indirecto para la deteccién de Ac IgG anti-SAPA frente a
muestras del panel A reducido, utilizando como Ag SAPAx4 o SAPAx13, alternativamente. Se
evaluaron sueros pertenecientes a BB+ (n=3), BB- (n=6) y MM (n=5).

Como puede observarse en la Figura 41, al emplear como Ag SAPAx4 o SAPAx13 se obtuvo
un patrén diferente de dispersién en la distribucion las muestras evaluadas, resultando en mayores
valores de reactividad de los sueros frente a SAPAx4. Los sueros de BB+ se clasificaron 3 de 3y 2 de
3 como positivos con SAPAx4 y SAPAx13, respectivamente. En el caso de los sueros de BB-, ambos
Ag permitieron clasificar correctamente 2 de los 6 sueros como negativos. Respecto a las MM, se
clasificaron como positivas 5 de 5 y 4 de 5 muestras al emplear SAPAx4 y SAPAX13, respectivamente.
Ademads, las MM mostraron un valor de DO mayor que los BB+ independientemente del Ag utilizado.

Por lo tanto, se decidi6 continuar trabajando con el Ag SAPAx4 en el desarrollo de este trabajo.
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Figura 41: Comparacion del desempeiio diagnostico de SAPAx4 con SAPAx13. La linea de tendencia central
muestra el valor medio con SD para cada grupo de sueros. La linea discontinua indica el valor de corte relativo.

3.4.4 Estrategias diagnosticas propuestas

Dado que las estrategias de ELISA propuestas en el presente trabajo se basan en la deteccién
de Ac especificos para el Ag SAPA, en adelante el desempefio diagnéstico de estas estrategias fue
evaluado sélo con aquellas muestras binomiales, del panel de sueros de los binomios MM BB, que
mostraron niveles detectables de Ac IgG anti-SAPA: binomios (n=16) de madres seropositivas con sus

correspondientes hijos bebés Ch- (MM BB-, n=11) y bebés Ch+ (MM BB+, n=5).
3.4.5 Estrategia 1: ELISA SAPA/TS

La primera estrategia evaluada en este capitulo, denominada ELISA SAPA/TS, para
diagnosticar la infeccién aguda en bebés consistié en la medicién de los Ac IgG anti-SAPA en los
binomios mama-bebé y su comparacién con Ac que solo se desarrollan en fase crénica como son los
Ac IgG anti-TS. La hipétesis para esta alternativa es que la proporcién relativa de Ac IgG maternos,
tanto anti-T'S como anti-SAPA, transferidos al nifio en un determinado binomio deberia de ser un valor
constante mientras el BB no produzca Ac propios. Se propone entonces comparar las proporciones
transferidas de Ac IgG anti-SAPA y de Ac IgG anti-TS, siendo estos tltimos producidos solo por la
madre con infeccidn crénica. En base a la hipdtesis antes planteada, de este modo, se deberia poder

identificar la fraccién de anticuerpos producidos por el propio BB en respuesta a la infeccién vertical.

34.5.1 ELISATS

En un comienzo se realizaron ensayos de ELISA indirecto para evaluar el comportamiento
diagnéstico del Ag TS, ya que no ha sido reportada la utilizacién de este Ag frente a la deteccion de Ac
IgG en sueros Chagas crénico. Se evaluaron diferentes composiciones de Ag y se analiz6 la relacién
ADO+/ADO- (Tabla 8). Como se observa en la Figura 42, los resultados indican niveles detectables de
Ac IgG anti-TS en las muestras ensayadas. Se observo que la concentracién 6ptima para sensibilizar las

microplacas de ELISA result6 ser la mezcla antigénica de TSNt-TSf con 100 ng de cada fragmento por
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pocillo, ya que con esta mezcla se obtuvo el mayor valor de AOD+/AOD-, logrando una mejor
discriminacién entre sueros positivos y negativos. Por lo tanto, esta fue la condicion establecida para
evaluar los sueros de los binomios mama-bebé mediante la deteccién de Ac IgG anti-TS en ensayos de

ELISA indirecto.

1.5+ « CH-
« CH+
1-0- .
@] o .
(]
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Figura 42: Determinacion de Acs IgG contra T. cruzi en sueros del panel de cronicos utilizando como Ag TSNt
y TSf. DO obtenidas con sueros CH+ (n=10) y CH- (n=10) del panel G frente a los Ags TSNt y TSfy frente a la
mezcla TSNt-TSf en diferentes concentraciones. La linea de tendencia central muestra el valor medio con desvio
estandar (SD) para cada grupo de sueros.

Tabla 8: Valores de la relacion ADO+/ADO- obtenidos con diferentes composiciones del Ag TS (TSNt+TSf).
Evaluadas frente a muestras Ch+ (n=9) y Ch- (n=9).

Composiciones de Ag ADO+/ADO-
I: 500 ng TSNt 1,62
II: 500 ng TSt 1,83
III: 100 ng TSNt + 100 ng TSf 2,78
IV: 500 ng TSNt + 500 ng TSf 2,39

3.4.5.2 ELISA SAPA/TS

La evaluacion de la estrategia ELISA SAPA/TS propuesta se llevé a cabo mediante ensayos de
ELISA indirecto para la deteccion de los niveles de Ac IgG anti-SAPA e IgG anti-TS en los binomios

de sueros mama-bebé.

Se ensayaron muestras binomiales de madres con infeccidn crénica por 7. cruzi (n=16) y de sus

hijos Ch+ (MM BB+, n=5) y Ch- (MM BB-, n=11). Posteriormente, se calculé el I sapasrs para cada
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binomio a partir del cociente de los valores de DO obtenidos para los Ac IgG anti-SAPA e IgG anti-TS
(Figura 43 A).

La linea de corte establecida de acuerdo con el andlisis de la curva ROC fue LC=1,22 (Figura
43 B). Segun la hipdtesis planteada, los resultados con un Isapars>1,22 corresponderian a casos de
binomios de nifios positivos (MM BB+) mientras que para los casos de nifios negativos (MM BB-) los
resultados deberfan presentar un Isapars<1,22. Como se observa en la Figura 44, esta estrategia permitié
clasificar correctamente como negativos a 10 de los 11 bebés de los binomios MM BB-, resultando en
una especificidad del 90,9%. Se obtuvo una sensibilidad del 80,0%, clasificando correctamente como

positivos a 4 de los 5 bebés de los binomios de MM BB+.
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Figura 43: Determinacion del Isapasrs de Acs IgG contra T. cruzi en muestras de binomios MM BB utilizando
como Ag SAPA y TS. A) Distribucion de valores del indice SAPA/TS y B) curva ROC, para el panel de binomios
MM/BB- (n=11) y MM/BB+ (n=5). La linea de tendencia central muestra el valor medio con desvio estandar SD
para cada grupo de sueros y la linea discontinua indica la LC determinado por curva ROC.

3.4.5.3 Analisis de correlacion de Ac MM BB:

Como criterio para analizar la validez del método antes descripto, se realizé un anélisis de
correlacién de Ac MM BB anti los Ag TS y SAPA: se observa que los niveles de Acs IgG anti-TS de
los BB no presentan correlacion con los niveles de Acs IgG anti-TS de las MM. Este resultado indicaria
que los Ac anti TS no serian un buen marcador del pasaje de anticuerpos IgG de las MM a los BB. Por
su parte, los niveles obtenidos de Acs IgG anti-SAPA de los BB si presentan correlacién con el nivel

de Acs de sus respectivas MM, con una relacién de trasferencia del 47,0% (Figura 44).
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Figura 44: Correlacion de los niveles de Ac IgG en sueros de MM y sueros de BB no reactivos con A) TS;
correlacion de Pearson r=0,269; p=n.s. y B) SAPA; correlacion de Pearson r=0,7696; p=0,0008.

3.4.6 Estrategia 2: ELISA de Avidez

La segunda estrategia mencionada anteriormente, para lograr diagnosticar la infeccién aguda
en bebés consistid en la deteccién de Acs IgG especificos anti-SAPA en el binomio MM y BB pero
mediante ensayo de ELISA de Avidez. La hipdtesis planteada en este caso es que la madre con infeccién
crénica presenta Ac IgG anti-SAPA de alta avidez que transfiere a su hijo durante el embarazo; pero a
su vez los bebés con infeccién aguda también presentaran Ac propios de baja avidez producidos durante
la infeccién reciente, resultando en una menor avidez de Ac en comparacidn con un bebé no infectado.
De esta manera, se espera que el cociente entre los IA% de las muestras de MM y sus BB permita
determinar los casos de transmision vertical. Se determinaron los valores de la relacién entre los 1A%

de cada binomio mama-bebé (IAeiacisn). Los resultados se muestran en la Figura 45.
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Figura 45: Determinacion de la relacion del IA de Acs IgG contra T. cruzi en los binomios MM BB utilizando
como Ag SAPA. A) Curva ROC y B) distribucion de valores de la relacién del 1A, obtenidos en sueros de los binomios MM
BB- (n=11) y MM BB+ (n=35). La linea de tendencia central muestra el valor medio con desvio estindar (SD) para cada
grupo de sueros y la linea gris discontinua indica el valor de corte relativo determinado por curva ROC.

La linea de corte (LC=1,29) se establecié mediante andlisis de curva ROC con valores éptimos
de sensibilidad y especificidad para las muestras evaluadas (Figura 45 A) obteniendo un indice J de
0,600 y un AUC de 0,764. Por lo tanto, segin la hipétesis planteada, los resultados del 1A eiacisn>1,29
corresponderian a casos de binomios MM BB+, mientras que para los casos de los binomios MM BB-

los resultados deberian presentar un IAeiacisn<1,29.

Como se observa en la Figura 45 B, todos los sueros de BB para los binomios MM BB-, fueron
clasificados correctamente como negativos dando una especificidad del 100% y en cuanto a los
binomios MM BB+, 3 de 5 sueros de BB fueron clasificados correctamente como positivos reflejandose

en un valor de sensibilidad del 60%.

Bajo la misma hipétesis planteada, se analizaron los valores de IA% de los bebés, sin
relacionarlos con las muestras de sus respectivas madres. A partir del andlisis por curva ROC (Figura
46 A) se establecié una LC de 39,5%, obteniendo un indice J de 0,600 con un AUC de 0,791. Se
obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad de 60% y 100% respectivamente. En este caso los
resultados del IA%<39,5 corresponderian a BB+, mientras que para los casos de BB- los resultados
deberian presentar un 1A%>39,5. Esto se vio reflejado en 3 de las 5 muestras de BB+ que fueron
clasificados correctamente como positivos, mientras que todos los BB- resultaron correctamente

clasificados como negativos (Figura 46 B).
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Figura 46: Determinacién del Indice de Avidez porcentual de Acs IgG anti-SAPA en sueros BB. A) Curva ROC
y B) distribucion de valores de la relacion del IA%gp, obtenidos en sueros de BB- (n=11) y BB+ (n=5). La linea
de tendencia central muestra el valor medio con desvio estandar (SD) para cada grupo de sueros, y la linea
discontinua indica el valor de corte relativo determinado por curva ROC.

3.4.7 Comparacion de las estrategias de ELISA evaluadas

A modo de resumen, en la Tabla 9 se detallan los valores de Se, Es, AUC e indice J obtenidos
para las estrategias de ELISA propuestas. Dentro de las dos estrategias propuestas evaluadas, el ELISA
SAPA/TS present6 la mejor performance diagndstica frente al panel de muestras estudiado, mostrando
una sensibilidad de 80,0%, una especificidad de 90,9% y un buen rendimiento diagndstico
(AUC=0,818; J=0,710).

Tabla 9: Comparacion de las performances diagnosticas de las estrategias evaluadas. 95% IC: intervalo de
confianza de 95%.

Se % Es %
(95% IC) (95% IC) AUC J

ELISA 80,0 90,9

0,818 0,710
SAPA/TS (28,36 - 99,49) (58,72 -99,77)

ELISA Avidez 60,0 100

0,764 0,600
IgG anti-SAPA (14,66 - 94,73) (71,51 - 100)
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Analizando las estrategias evaluadas de acuerdo con el tiempo de la toma de la muestra de los
BB, se observa que la estrategia 1, ELISA SAPA/TS (Figura 47 A), discrimina mejor positivos de
negativos en los primeros meses de vida que la estrategia 2, ELISA Avidez IgG anti-SAPA (Figura 47
B). Esto particularmente se observa en 2 casos. Uno en donde la muestra de suero del BB corresponden
a menos de 1 un mes de vida y presenta un Isapasrs de 4,89 y un IAreicisn de 1,40. En el otro caso la

muestra de suero del BB corresponde a 3 meses de vida y presenta un Isapasrs de 4,42 y un [Areiacion de

0,986.
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Figura 47: Correlacion de las estrategias diagnosticas evaluadas en funcion del tiempo de la toma de muestra.
A) Para el I sapasrs, estrategia 1y B) Para el IA reiacion, estrategia 2. Se grafican los Meses correspondientes para
la toma de muestra del BB del binomio en el eje X vs los puntos de valores obtenidos para cada estrategia en el
eje Y. Con rojo se representan los sueros de los binomios para los BB+ y con azul los sueros de los binomios
para los BB-. La linea discontinua indica el valor de corte relativo determinado.
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3.5 Discusion

Durante la fase aguda de la infeccion de 7. cruzi se expresa predominantemente el Ag SAPA,
el cual estd asociado con el estadio infectivo de tripomastigote (Affranchino et al., 1989). En este
contexto, se ha propuesto el uso del Ag recombinante SAPA para la deteccidon de Ac IgG especificos
(ELISA-SAPA) en la determinacién de la infeccién vertical en bebés de 3 meses de edad, debido a que
los Ac anti-SAPA de transmisién materna desaparecen antes que los Ac contra epimastigotes empleados

en la serologia convencional (Russomando et al., 2010).

Debido a que en nuestra experiencia no hemos obtenido resultados que permitan clasificar a las
infecciones agudas determinando anticuerpos anti-SAPA con las técnicas propuestas en la bibliografia
(Mallimaci et al., 2010; Russomando et al., 2010), nos propusimos evaluar nuevas estrategias que
permitan obtener un diagndstico temprano de la infeccidn vertical utilizando este antigeno de fase

aguda.

En un principio se realiz6 el andlisis de la secuencia de la proteina recombinante SAPAx4
utilizada (Camussone et al., 2009), la cual presenta 4 repeticiones de una secuencia de 12 aminoécidos.
Esta presenta un 83% de identidad respecto a la reportada por Affranchino y col. (1989). De las 4
repeticiones, 1 repeticion difiere en un aa en relacién con los aa de la secuencia reportada (sustitucion
de H por L). Respecto a esta variante antigénica que expresa el Ag SAPAx4 utilizado, ha sido reportado
que, para humanos, la zona mds antigénica seria la comprendida entre los aa SAHSTPSTP, siendo
STPSTP la zona mas fuerte de reconocimiento (Alvarez et al., 2001). Coincidiendo con lo reportado,
observamos que la prediccién realizada en el servidor ABCpred ubica a la secuencia mencionada
STPSTP y ademas a la secuencia DSSAH, como las regiones mas antigénicas. Por otro lado, pudimos
corroborar que la modificacion del aa L por H no afectaria a la prediccién de epitopos ya que los scores
y las secuencias predichas son muy similares. De acuerdo con esto, podriamos sugerir que el
reconocimiento de los sueros evaluados daria reactividad similar al utilizarse la secuencia SAPAx4 o

SAPAx4 modificada.

A su vez, cabe mencionar que la secuencia SAPAx4, presenta una conservacién con una
identidad del 77.0% frente al anélisis de secuencias en 50 cepas de 7. cruzi tal como ha sido reportado
(Majeau et al., 2021). Majeau (2021) sostiene que el Ag de referencia utilizado actualmente en serologia
es bastante diferente de muchas secuencias de otras cepas. Y que, si bien, la diversidad de secuencias
del Ag SAPA es alta, no parece estar estructurada segun el origen geogréfico de las cepas o del UDT
del pardsito, y esta diversidad ha sido observada tanto para la region repetitiva de la proteina que se usa
en las pruebas de diagndstico como para la proteina de longitud completa. Por lo que en general, alude
que al bajo nivel de conservacién de la secuencia del Ag SAPA en los UDT de parésitos y la diversidad

geografica pueden explicar el rendimiento limitado de las pruebas basadas en estos Ag en América
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Central y del Norte. Mas alld de dicho andlisis, en este estudio hemos encontrado altos niveles de
reactividad con este antigeno. Sin embargo, cabe destacar que las muestras provienen de individuos de

nuestra region en la que predominan las variantes UDT V y UDT VI principalmente.

Una vez realizados los andlisis bioinformaticos procedimos con la evaluacion de los niveles de
Ac IgG especificos empleando el Ag recombinante SAPA en muestras binomiales de madres
seropositivas y sus correspondientes hijos (infectados o no infectados). En un estudio previo, la mayoria
de las madres de nifios infectados por 7. cruzi no presentaban niveles detectables de Ac anti-SAPA
(Reyes et al., 1990), mientras que otros autores han reportado que aproximadamente el 50% de las
madres eran reactivas frente a la determinacién de Ac IgG anti-SAPA (Mallimaci et al., 2010; Volta et
al., 2015). En el presente trabajo se detecté Ac IgG anti-SAPA en el 72,7% de las madres seropositivas
evaluadas. Ademads, mientras que los estudios que aplican ELISA-SAPA han reportado que los niveles
de Ac anti-SAPA en los bebés infectados resultaron superiores que los de sus madres (Mallimaci et al.,
2010; Volta et al., 2018), en este trabajo se encontr6 que la mayoria de las madres mostraron mayores

niveles de Ac IgG anti-SAPA que sus hijos (infectados o no infectados).

Respecto a los nifios, se detectaron Ac IgG anti-SAPA en el 71,4% de las muestras de bebés
infectados (5/7) y en el 53,3% de las muestras de bebés negativos (8/15). Cabe mencionar que se ha
reportado que no todos los individuos con infeccién aguda presentan niveles detectables de Ac IgG anti-
SAPA. Tal es el caso de Breniere y col. (1997), quienes han descrito que observaron Ac anti-SAPA en
el 80,8% de los pacientes evaluados en el estadio inicial de la infeccién (Breniere et al., 1997). Ademas,
estudios anteriores que evaluaron pequefios grupos de casos agudos informaron porcentajes de
reactividad que oscilaron entre el 60 y el 93% (Affranchino et al., 1989; Levin et al., 1991). A su vez,
se ha descrito que los Ac anti-SAPA maternos desaparecen a partir de los 60 dias desde el nacimiento,
volviéndose indetectables luego de los 3 meses (Russomando et al., 2010). Esto indicaria que antes de
los 60 dias se encuentran presentes, en el bebé, anticuerpos anti-SAPA de la madre, lo que concuerda
con nuestros resultados ya que la mayoria de las muestras de bebés no infectados con altos niveles de
Ac IgG anti-SAPA fueron tomadas en un tiempo menor a 1 mes desde el nacimiento. Estos anticuerpos
podrian por tanto atribuirse a la presencia de Ac transferidos de la madre al bebé. Ademads, los casos de
nifios no infectados que presentaron niveles indetectables de dichos Ac corresponden a muestras de mas
de 60 dias. Por el contrario, los resultados obtenidos en muestras de nifios infectados tomadas luego de

60 dias desde el nacimiento mostraron niveles detectables de Ac IgG anti-SAPA.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos anteriormente, se evalud, ahora en forma
experimental, si las diferencias de reactividad obtenidas en los sueros de los binomios MM BB respecto
a la informacion reportada en bibliografia podria asociarse a la secuencia corta de SAPA empleada en
este trabajo. La mayoria de los trabajos emplean fragmentos SAPA de 12 y 13 repeticiones antigénicas

(Balouz et al., 2015; Buscaglia et al., 1998; Mallimaci et al., 2010). Para tal fin, se evaluaron muestras
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de los binomios MM BB mediante ensayos de ELISA indirecto para la deteccion de Ac IgG anti-SAPA
utilizando como Ag de sensibilizaciéon SAPAx4 o SAPAx13. Dado que ambos Ag clasificaron de igual
manera a los sueros evaluados y que, empleando SAPAx13, las madres también dieron niveles de IgG
anti-SAPA mayores que los de sus bebés, se continud trabajando con el Ag SAPAx4. Por lo cual,
teniendo en cuenta que SAPAx4 y SAPAx13 presentan la misma variante de repeticiones, podemos
sugerir que la diferencia de reactividad obtenida no se debe a la cantidad de repeticiones, si no, al hecho
de utilizar solo una de las 4 variantes antigénicas que se utilizaron en trabajos previos llevados a cabo

con la secuencia de Affranchino y col (1989).

Como se menciond previamente, un alto nivel de Ac IgG anti-SAPA en muestras de bebés no
es un indicador suficiente de infeccién vertical por T. cruzi, debido a la incapacidad para distinguir entre
los Ac propios del bebé y los Ac maternos (Mallimaci et al., 2010). Sobre esta base, en este trabajo se
ha propuesto evaluar dos estrategias diagndsticas diferentes basadas en la deteccion de Ac IgG
especificos para el Ag SAPA que permitan determinar la infeccién vertical lo mas tempranamente
posible. Teniendo en cuenta que las estrategias de ELISA propuestas se basan en la deteccion de Ac
especificos para el Ag SAPA en muestras binomiales mama-bebé, solo se pudo trabajar con un panel

reducido que incluyd muestras con niveles detectables de estos Ac para el binomio.

La primera estrategia propuesta para el diagndstico de Chagas vertical, que hemos denominado
ELISA SAPA/TS, consisti6 en ensayos de ELISA empleando como Ag SAPA y TS para determinar
Ac IgG anti-SAPA y anti-TS en muestras binomiales madre-hijo. Bajo la hipétesis de que la proporcién
de Ac IgG maternos transferidos al nifio en un determinado binomio es igual para todos los Ac de tipo
IgG independientemente de la especificidad, se propuso determinar la relacién (Isapasrs) entre las
proporciones transferidas de Ac IgG anti-SAPA y anti-TS para cada binomio. Los Ac IgG especificos
parael Ag de fase crénica TS deberian ser producidos tinicamente por la madre y se utilizan para estimar
la tasa de transferencia de Ac maternos hacia el bebé, de manera de estandarizar la transferencia de los
Ac IgG anti-SAPA de interés para cada binomio MM BB. Se espera que esta relacion resulte mayor en
los binomios MM BB+ con respecto a los binomios MM BB- debido a la produccién propia de Ac IgG

anti-SAPA por parte del nifio en respuesta la infeccion por 7. cruzi.

La estrategia ELISA SAPA/TS permiti6 clasificar correctamente 4 de los 5 binomios MM BB+
y 10 de los 11 binomios MM BB-, resultando en una sensibilidad del 80% y una especificidad de 90,9%.

Como se indic6 en la introduccion, ensayos de evaluacién de Ac neutralizantes de la TS indican
que los mismos solo estin presentes en una etapa avanzada de la infeccién. En este trabajo se determind
la presencia de Ac anti-TS totales, sin discriminar entre Ac neutralizantes y no neutralizantes. Se
observd que los mismos estdn presentes en todas las muestras de fase crénica evaluadas, aunque en
niveles bajos en relacidon con otros Ac especificos presentes en las personas con Chagas crénico. Al

evaluar las muestras binomiales se obtuvieron bajos titulos de Ac IgG anti-TS, por lo que en muchos
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casos la tasa de transferencia de estos Ac de la MM hacia el BB resulto casi nula. A su vez no hemos
encontrado correlacion entre los Acs IgG anti-TS de las MM y los BB lo cual podria deberse a la
variabilidad obtenida en los resultados debido a los altos coeficientes de variacién que presentan las
DO en los rangos de sefiales bajas. Debido a estos resultados, este antigeno podria no ser el adecuado
para estimar la tasa de transferencia de anticuerpos de MM a BB en todos los casos. Por eso, en
préximos trabajos se sugiere evaluar Ac con otra especificidad que permitan obtener mayores sefiales
de DO para el andlisis de la transferencia de Ac de MM al BB. Estos anticuerpos podian ser hacia
antigenos vacunales para los cuales se conoce que existe transferencia efectiva de anticuerpos en altos

titulos.

En forma distinta que para los Ac anti-TS, los niveles de Acs IgG anti-SAPA de los BB se
correlacionan con los niveles de Acs IgG de las MM y puede observarse un pasaje de Ac activo
(inmunizacién pasiva) con un porcentaje de transferencia del 47%. Este porcentaje de transferencia es
diferente a otros reportados para Ag vacunales (Palmeira et al., 2012), pero hay que tener en cuenta que
los datos bibliogréficos corresponden a la transferencia de madres hacia lactantes para el caso de
vacunas, cuando en este caso estamos evaluando la transferencia de Acs maternos frente a una infeccion

por T. cruzi.

Sugerimos entonces que, si bien la estrategia propuesta es promisoria, futuros trabajos se
deberian realizar con nuevos Ags que permitan obtener mayor correlacion entre los niveles de Ac IgG
especificos de la MM vy los del BB como son los vacunales. Hay que destacar que, si bien para el
desarrollo de este trabajo hemos postulado que la proporcién relativa de Ac IgG maternos, tanto anti-
TS como anti-SAPA, transferidos al nifio en un determinado binomio deberia de ser un valor constante
mientras el BB no produzca Ac propios, este postulado no se cumplié en la mayoria de los casos
evaluados. Analizando la bibliografia se ha observado esta misma situacién en relacién con anticuerpos
desarrollados contra diferentes Ag vacunales, los cuales no se transfieren de manera homogénea de MM
a BB. Por ejemplo, se ha encontrado que las tasas de transferencia de IgG anti-toxoide tetdnico, LPS
O111 de E. coli enteropatégena y polisacirido Hib son de 162%, 90,0% y 88,5%, respectivamente
(Palmeira et al., 2012).

Para proximos estudios, se sugiere que el porcentaje de transferencia de los Ac especificos
utilizados como marcador de transferencia deberia ser similar al porcentaje que se obtiene para los Ac
anti-SAPA cuando los BB no estan infectados. Se sugiere la posibilidad de utilizar un Ag de vacunas
que se apliquen a las madres ya que se ha reportado, para diferentes Ag vacunales, que los niveles de
Ac IgG fetales estan correlacionados con los niveles de Ac IgG maternos (Palmeira et al., 2012; Suzuki,

1988).

Los test de avidez de Ac IgG se han descrito como una herramienta para diferenciar entre una

infeccién adquirida recientemente si la IgG es de baja avidez y una infeccién distante en el tiempo si la
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IgG es de alta avidez. Este criterio se ha evaluado y aplicado en la deteccién de infecciones primarias
recientes por Toxoplasma gondii (Hedman et al., 1989; Teimouri et al., 2020). Sobre esta base se
propuso una segunda estrategia para el diagnéstico de Chagas vertical, denominada ELISA Avidez IgG
anti-SAPA. Este método consistié en un ELISA de avidez para determinar la relacion entre el IA de los
Ac IgG anti-SAPA de las muestras binomiales (IArlacisn). Bajo la hipétesis de que las madres con
infeccidn crénica presentan Ac IgG anti-SAPA de alta avidez, mientras que los bebés con infeccion
aguda desarrollan Ac IgG anti-SAPA de baja avidez, se esperaba observar un comportamiento
diagnéstico que permita discriminar entre el [Areacisn de los binomios MM BB+ y el de los binomios

MM BB-.

La estrategia ELISA Avidez IgG anti-SAPA permiti6 clasificar correctamente 3 de los 5
binomios MM BB+ y todos los binomios MM BB-, resultando en un 60% de sensibilidad y 100% de

especificidad.

Otra estrategia que se evalué fue analizar los resultados obtenidos del 1A% solo para las
muestras de los bebés, sin relacionarlas con las muestras de las madres. La evaluacion de las muestras
Unicamente de los bebés resultaria en una mayor practicidad ya que permite independizarse de la
muestra binomial, requiere menor tiempo y menores costos operacionales. Con este enfoque se
obtuvieron los mismos resultados en cuanto a la performance diagnéstica que utilizando el binomio.
Por lo tanto, el andlisis del IA% de las muestras de bebés serfa un criterio ttil para diferenciar entre
BB+ y BB-. Segiin los resultados obtenidos, los bebés que presenten IA% menor a 39.5% podrian
considerarse infectados, mientras que los que presenten mayor IA podrian considerarse no infectados.
En la bibliografia se ha sugerido al test de avidez de Ac IgG como una herramienta efectiva para
discriminar entre muestras de personas con la enfermedad de Toxoplasmosis en etapa aguda de la etapa
crénica, con 100% de sensibilidad y 92,7% de especificidad (Candolfi et al., 2007). En ese caso, la
determinacion se realiza en poblaciones de Ac de alta avidez o de baja avidez segun el estadio de la
infeccion. Sin embargo, el ELISA de avidez IgG anti-SAPA mostré una sensibilidad notablemente
menor a los ELISA de avidez reportados para otras infecciones. Este resultado podria deberse a que se
pretende determinar las diferencias de avidez en una poblacién heterogénea compuesta por Ac IgG de

la madre y del bebé, lo cual complejiza la capacidad de discriminacion de la prueba de avidez.

Como conclusién se puede decir que ambas estrategias, ELISA avidez SAPA y ELISA
SAPA/TS, evaluadas con un pequefio nimero de muestras de binomios mama-bebé, fueron pruebas de
concepto presentando una performance diagnostica con un 60% y 80% de sensibilidad respectivamente.
A su vez, el ELISA avidez SAPA evaluado frente a muestras de solo bebés presento el mismo
rendimiento diagndstico que el cociente de los indices de avidez del BB versus MM. Este resultado
indica que no seria necesario usar el binomio para el ELISA de avidez, lo que disminuye la complejidad

del diagndstico. Si bien es necesario aumentar el tamafio muestral y teniendo en cuenta que la técnica
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de ELISA avidez resulto en un menor rendimiento diagnostico comparado a lo reportado para la
enfermedad de Toxoplasmosis, estos resultados sugieren que ambas técnicas representan una estrategia
prometedora para la detecciéon de la ECv en neonatos. Cabe destacar que, si bien las estrategias de
ELISA propuestas mostraron potencialidad para el diagndstico, tienen ciertas limitaciones, como la
necesidad de disponer de las muestras de maméa y de bebé y que solo pueden ser aplicadas cuando los
niveles de Ac anti-SAPA son detectables. Estos métodos podrian complementar la determinacion de
IgM especifica que, entre los métodos desarrollados en esta Tesis, ha permitido el mejor desempefio.
En caso de obtener resultados coincidentes entre la determinacién de IgM y alguna de las versiones del
ELISA SAPA, la determinacion podria ser confirmatoria. Dicho algoritmo deberfa validarse con un

mayor nimero de casos.
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4. Capitulo 4:
Desarrollo de un ensayo de IFL para la deteccion de IgM

especifica frente a los antigenos de 7. cruzi

N 3
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4.1 Introduccion

En el desarrollo de plataformas diagnosticas, los ELISA son ampliamente utilizados por la
performance diagnostica que presentan a la hora de evaluar rendimientos diagndsticos de sensibilidad
y especificidad. Pero a su vez, los mismos presentan restricciones metodoldgicas para reducir los
tiempos de reaccidon y los pasos de realizacién, los cuales son aspectos criticos cuando se buscan

desarrollar pruebas en el punto de atencién al paciente (Point-of-care testing, POCT).

4.1.1 Dispositivos de diagnéstico POCT

Los dispositivos de diagnéstico POCT, no solamente estdn pensados para el caso de poblaciones
aisladas, sino también para emergencias, salas de cirugia, puntos de atencién y cuidado personal (Chin
et al., 2006; Walt, 2005; Yager et al., 2006). De particular interés para esta Tesis son las plataformas
microfluidicas basadas en papel y otros derivados de la celulosa, que es un campo de investigacion
emergente desde el afio 2008 aproximadamente (Berli, 2016; Martinez et al., 2008). Estos soportes son
muy estudiados debido a varias ventajas que ofrecen: son de gran disponibilidad y bajo costo, son
auténomos pues permiten el transporte de fluidos mediante capilaridad, son compatibles con los
sistemas bioldgicos y permiten la adsorcion/desorcién de proteinas para reacciones enziméticas y/o Ag-

Ac.

En 2006, la OMS promulgé directivas (WHO, 2006) para desarrollar tecnologias de diagndstico
dirigidas al control y tratamiento en sectores de bajos recursos, que son a su vez las poblaciones
mayormente afectadas por las patologias infecciosas. En resumen, el documento instruye que el fest de
diagndstico ideal debe ser asequible, sensible, especifico, facil de usar, rdpido y robusto, sin equipo y
entregable a los usuarios finales (ASSURED, por sus requisitos en inglés). En efecto el papel cumple
con todos estos requisitos, y agrega otros como las facilidades de manipulacién y de desecho. Dentro
de la gran variedad de dispositivos de microfluidica basados en papel, los IFL tienen una importante
demanda para la deteccién de diversos indicadores bioquimicos en el campo de la salud humana y

animal (R. C. Wong, 2009).

4.1.2 Inmunoensayos de flujo lateral (IFL)

Los test de IFL son un tipo de pruebas de diagndstico rapido (TDR) o pruebas POCT. Estos test
presentan numerosas caracteristicas que los vuelven particularmente ttiles para su aplicacién en el
punto de atencién del paciente o de manera ambulatoria: no requieren equipos ni infraestructura, pueden
realizarse por personal no entrenado de manera simple y rdpida (determinaciones en un dnico paso),
tienen dimensiones portables y formato econdmico, son amigable con el medioambiente (basados en
papel), son estables bajo diferentes condiciones ambientales por lo que son ficiles de conservar, entre

otras (O’Farrell, 2013; Sajid, 2015).
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El principio de un ensayo IFL consiste en la migracién por capilaridad, a través de distintos
materiales porosos de una muestra liquida conteniendo el analito de interés. En cada uno de los
materiales hay moléculas que pueden interactuar con el analito. Una tira de prueba de IFL consiste en
cuatro membranas superpuestas que se montan sobre un soporte plastico: pad de muestra, pad de

conjugado, membrana de reaccién y pad de absorcion (Figura 48).

El funcionamiento del IFL comienza con la adicién de la muestra en el pad de muestra, la cual
migra por capilaridad a lo largo de la matriz de ensayo. Luego atraviesa el pad de conjugado, donde se
encuentra el sistema de marcacién compuesto generalmente por nanoparticulas de oro coloidal (GNPs)
conjugadas a una biomolécula que reconoce al analito de interés. A medida que atraviesa el pad de
reaccion, el analito marcado es retenido sobre la linea de test (LT) donde se encuentra inmovilizada una
biomolécula especifica para la deteccidon del mismo. Por otro lado, en la linea control (LC) se inmoviliza
una biomolécula capaz de reconocer al sistema de marcacién que retiene el exceso de conjugado,
actuando como un control interno del ensayo. De esta manera, el revelado de la LT y la LC, indica un
resultado positivo del test mientras que el revelado de tnicamente la LC corresponde a un resultado
negativo de la prueba. El pad absorbente cumple la funcién de absorber el exceso de muestra y reactivos,
manteniendo el flujo de la muestra a través de la matriz de ensayo (Koczula & Gallotta, 2016; G. Zhang

et al., 2009).

Muestra
Pad de conjugado

Linea test Linea control
Pad de muestra (zona de reaccion) Pad absorbente

Ui?*‘ '

Flujo de muestra =9

—
- -

Meibrana di Soporte plastico
nitrocelulosa

Figura 48: Diserio tipico de una tira de IFL. Figura adaptada de Koczula y Gallotta (2016).

4.1.3 IFL para el diagnostico de la enfermedad de Chagas

Actualmente, existen varios TDRs comerciales para la deteccion de infecciones crénicas por T.
cruzi. Algunos han sido evaluados y comparados en distintos trabajos, mostrando ser altamente
sensibles y especificos (Lozano et al., 2019; Sanchez-Camargo et al., 2014). Sin embargo, no existen
TDRs para la deteccidn de la fase aguda de la infeccion. La disponibilidad de una plataforma de IFL
para el diagndstico de transmisién vertical de 7. cruzi representaria una valiosa herramienta, con

resultados inmediatos y de fécil adaptabilidad para uso en establecimientos de atencion primaria de
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salud y hospitales publicos, lo que incrementaria la deteccion de los casos positivos y la administracion

temprana del tratamiento, etapa en que su efectividad estd asegurada.

4.1.4 Anticuerpos IgM presentes en muestra de cordon umbilical y bebé

La presencia de Ac de tipo IgM en la sangre del cordén umbilical o neonatal, suele ser un fuerte
indicio de infeccion vertical ya que mientras que los Ac IgG de la madre se transfieren al bebé, no lo
hacen los Ac IgM. Por lo tanto, las poblaciones de IgM en la sangre del cordén umbilical son propios

del bebé (Xia & Gildersleeve, 2019).

A su vez, cabe destacar que existe diferencia entre la composicién de las muestras provenientes
de sangre del cordon umbilical y la del bebé. Por eso es importante discernir con qué muestra se realiza
el diagnéstico de IgM especifica. En el caso de sangre de corddn, es posible obtener contaminacién de
sangre materna en las muestras provenientes de cordéon umbilical, ya que la variabilidad de la toma de
muestra es dependiente del operador. Es imprescindible realizar la toma de muestra de arterias
umbilicales para asegurarse que el flujo de sangre sea el correspondiente al bebé, y no de las venas

umbilicales, pertenecientes a la mama.

Estudios previos han informado un nivel normal de Ac IgM en suero de cordén al momento del
parto de aproximadamente entre 11-16 mg/dL (Miller et al., 1969; Stiechm & Fudenberg, 1966; Vick et
al., 1995). A su vez, la concentracion sérica promedio de IgM en recién nacidos reportada ha sido
alrededor de 10-19,5 mg/dL (Aksu et al., 2006; Alkan Ozdemir et al., 2016). Estos niveles de IgM fetal
corresponden aproximadamente al 10% de los niveles presentes en adultos y recién entre el primer y
segundo afio de edad alcanzan los niveles del adulto (Alkan Ozdemir et al., 2016). Debe considerarse
que al no producirse el transporte materno-fetal de Ac de tipo IgM, las concentraciones elevadas (>20
mg/dL) de IgM en el feto o el recién nacido pueden sugerir una infeccién intrauterina o estimulacién
inmunoldgica (Blankenship et al., 1969). Si bien los niveles totales de IgM en cordén o sangre son
similares, no hay informacién sobre la correlacién de niveles de anticuerpos especificos entre esos dos
compartimientos. Por lo tanto, la utilidad de la detecciéon de IgM especifica en estos distintos fluidos

debe considerarse por separado.

En cuanto a la infeccién congénita por 7. cruzi si bien ha sido descripta la presencia de Ac de
tipo IgM en muestras provenientes de suero de bebé o cordén umbilical (Castro-Sesquen et al., 2020;
Noazin et al., 2018; Umezawa et al., 1996), estas pruebas no han realizado la deteccion de este tipo de

Ac mediante IFL como se mencionaba anteriormente.
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4.2 Objetivos del capitulo 4

En base a lo expuesto, en el presente capitulo se describe la sintesis de particulas de oro para
ser utilizadas en la conjugacién de antigeno y/o anticuerpo. Con las mismas se disefiaron y evaluaron
dos estrategias de inmunoensayos de flujo lateral para el diagndstico de la enfermedad de Chagas

vertical mediante la deteccién de Ac de tipo IgM.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Panel de suero IFL:

Para la evaluacién de Ac anti-IgM especificos de T. cruzi mediante IFL, se obtuvieron muestras
de suero de neonatos y niflos pequefios que asistieron a sus visitas de control regulares al Hospital de
Nifios "Dr. Ricardo Gutiérrez" (Buenos Aires, Argentina) y muestras de suero perteneciente a cordén
umbilical de bebés provenientes del Laboratorio de Patologia Experimental de la Facultad de Ciencias

de la Salud de la Universidad Nacional de Salta (Salta, Argentina).

Las muestras se clasificaron de la siguiente manera:

e BB+: conformado por sueros de hijos de madres Ch+ que presentaron MH+ o MH- con PCR
positivas, clasificando a los sueros como Ch+; muestras obtenidas dentro de los primeros 15 dias
después del nacimiento.

e Cordén BB+: conformado por sueros provenientes de muestras de sangre de cordén umbilical de
bebés, hijos de madres Ch+. Estas muestras fueron previamente clasificadas mediante PCR como
positivas (n=8) para el diagndstico de Chagas vertical.

e Cordén BB-: conformado por sueros de muestras proveniente de sangre de cordéon umbilical de
bebés, hijos de madres Ch+. Estas muestras fueron previamente clasificadas mediante PCR como
negativas (n=4) para el diagnéstico de Chagas vertical.

¢ Controles negativos (CN): conformado por sueros proveniente de cordén umbilical de bebés, hijos

de madres Ch-, clasificadas como negativas (n=4).

En la Figura 49 se describe la cantidad de muestras que conformaron cada grupo.

o Y Cordon BB+

Panel
[

. . Cordén BB-
n=4

Figura 49: Panel de sueros utilizados para IFL. Conformado por sueros pertenecientes a muestras de bebé y
cordon umbilical. Clasificados como BB+ para Ch+(n=8), cordon BB+ para Ch+ (n=8), cordon BB- para Ch-
(n=4)y CN para Ch- (n=4).
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Se destaca que los restos de muestras de sangre empleadas en este trabajo se obtuvieron en el
marco de los controles clinicos y bioquimicos habituales durante el seguimiento de los nifios,

conservados con codificacién y proteccidon adecuada de los datos personales.

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la FBCB-UNL
(CE2020-58).

4.3.1.1 Pools de muestras positivas y negativas:

Para optimizar el test de LFA se utilizaron pools de sueros, los cuales se conformaron, a partir

de las muestras descriptas anteriormente, de la siguiente manera:

e Pool Ch+: conformado por muestras perteneciente a los grupos BB+ y cordén BB+.

e Pool Ch-: conformado por muestras pertenecientes al grupo CN.

4.3.2 Sintesis de particulas de oro coloidal (GNPs)

Se sintetizaron GNPs siguiendo un protocolo de reduccién de una sal de oro
(4cido cloroatrico, HAuCly) con citrato trisédico reportado en la bibliografia (G. Hermanson, 2013).
En primer lugar, se calenté agua miliQ en placa calefactora con agitacién magnética hasta ebullicién
homogénea, seguido del agregado de una solucién de oro 50 mg/mL (HauCl4.3H,0, Sigma-Aldrich) y
de una solucién de citrato de sodio 50 mg/mL (Na3CsHs07, Anedra), manteniendo una proporcion de
400 pl. de oro y 652 pl. de citrato para un volumen final de 50 mL con agua miliQ. Luego del viraje de
color de la solucién a azul y posteriormente a rojo-fucsia, lo cual indica la formacién de las GNPs, se

continud calentando por 30 minutos.

El tamafio y la morfologia de las particulas y la homogeneidad de la solucién obtenida se
evaluaron mediante Espectroscopia UV/Vis, Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM) vy
Dispersién Dindmica de la Luz (DLS). Las determinaciones por TEM y DLS se realizaron mediante un

servicio de terceros de INTEC-CONICET-UNL.

3.5.2. Preparacion del Ac anti-IgM humana conjugado a GNPs (anti-IgM}.,/GNPs)

La conjugacién del Ac anti-IgM humana hecho en cabra (anti-IgMn.,, Abcam) se llevé a cabo

siguiendo un protocolo de adsorcion pasiva previamente descrito (G. Zhang et al., 2009).

Para tal fin, previamente el Ac anti-IgMp, (1 mg/ml) se dializé contra buffer PBS1X (pH 7.4).
Luego, la relacion 6ptima de Ac y GNPs a utilizar en la conjugacion se determind por titulacion. Se
prepararon diluciones seriadas del Ac anti-IgMp, en buffer borato 20 mM (pH 8, 9 y 10) y fosfato 20
mM (pH 5, 6, 7), en los pocillos de una microplaca de fondo en U (12,5 pL de cada dilucién) y se

incubaron con 125 uL de la solucién de GNPs, durante 15 min a temperatura ambiente. Luego, se
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adicion6 10 pL de una solucién de NaCl 10% en cada pocillo. La cantidad 6ptima de los reactivos para
la conjugacién se determind como la mayor dilucién de Ac a la cual las GNPs permanecen estables

(color rosa) y no son inestabilizadas (color celeste) tras el agregado de NaCl.

Luego, se prepard un lote de 50 ml de conjugado, de acuerdo con el buffer, pH y dilucién de
Ac elegido de la titulacidn. La solucion de GNPs se mezcl6 con la solucién de Ac anti-IgMp, preparada
en buffer borato (pH 9) y se incub6 por 30 min en agitacion suave y a temperatura ambiente. Luego, se
procedié con el bloqueo de los sitios residuales de las GNPs a fines de reducir las interacciones
inespecificas y mantener la estabilidad de la solucidn coloidal, mediante la incubacién por 30 min con
una solucién de BSA en una concentracién final del 1%. El exceso de proteinas fue removido por
centrifugacién a 4000 xg durante 30 min y, finalmente, el conjugado anti-IgMy./GNPs fue resuspendido
en buffer de conjugado, llevandose a concentracion final de 5% Sacarosa, 0,6 M de NaCl, 0,2% Tween

20y 0,1 % azida y conservandose posteriormente a 4°C.

La conjugacién fue monitoreada por Espectroscopia UV/Vis, midiendo los espectros de
absorcion al inicio y al final de la reaccidn. Se incluyeron como controles los espectros de la solucién

de las GNPs y de la solucién del Ac anti-IgMh.

4.3.3 Preparacion del Ag CP4 conjugado a GNPs (CP4/GNPs) y del Ac IgG de conejo
conjugado a GNPs (IgGcon/GNPs)

Se empled por un lado el Ag CP4 previamente dializado contra buffer PBS 1X (pH 7,4) llevado
a una concentracién de 0,75 mg/ml. Por otro lado, se precis6 de un Ac de conejo (IgGcon, Ac anti-IgG
bovino hecho en conejo, Sigma, C=7,5 mg/ml), dializado previamente contra buffer PBS 1X (pH 7,4).
Luego, se titul6 por separado siguiendo el protocolo descripto anteriormente. Se selecciond el buffer,
pH y la dilucién de CP4 y del Ac IgGcon a la cual resultaron mds estables los conjugados obtenidos y se

preparé un lote de 50 ml de cada conjugado y se conservaron a 4°C.

4.3.4 Ensamblado de la matriz de ensayo de IFL

Las membranas que conforman los pads requeridos para el armado de la IFLs fueron adquiridas
comercialmente (GE, Healthcare, Life Sciences). A continuacién, se mencionan las descripciones de

los pads conformados por las membranas utilizadas:

* Pad de reaccién: se utiliza membrana de nitrocelulosa (NC) Whatman FF120HP, es una membrana
para usar con la mayoria de los tipos de muestra, de material polyester con una porosidad: 66-84%.
Tiene un espesor de 200 um y el flujo capilar recorre 4 cm entre 90 y 150 segundos. El tamaio de

este pad es de 2,5 cm de alto x 0,5 cm de ancho.
* Pad de muestra: de papel de filtro CF3 Whatman (papel de celulosa). Tamaiio 1,0 cm x 0,5 cm.

* Pad absorbente: de papel de filtro CF3 Whatman (papel de celulosa). Tamafio de 2,2 cm x 0,5 cm.
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* Pad de conjugado: membrana de fibra de vidrio Standard 17 Whatman. Tamafio de 1,2 x 0,5 cm.

El acondicionamiento de cada una de las membranas y el ensamblado de la matriz de ensayo
se realizé de acuerdo a un proceso por lotes, siguiendo los protocolos ampliamente descritos (Koczula
& Gallotta, 2016; G. Zhang et al., 2009).

Los pads de muestra fueron impregnados con solucién buffer de acondicionamiento
correspondiente (ver Anexo) y secados en estufa de aire forzado a 50°C durante 30 min o hasta secado

completo. Luego los pads de conjugado se impregnaron con:

e 10 pL del conjugado anti-IgMhu/GNPs.
e 20 uL del conjugado CP4/GNPs y conjugado IgGcon/GNPs en proporcion 2:1.

Posteriormente se secaron en estufa de la misma manera que se menciond anteriormente.

El ensamblado de la tira reactiva (representada en la Figura 50) se realiz6 en una tarjeta
laminada con revestimientos desprendibles (Millipore) sobre la cual se pegaron los pads en las
posiciones correspondientes, considerando 2 mm de superposiciéon entre pads contiguos. En la
membrana de nitrocelulosa se sembraron las proteinas que constituyen las zonas de reaccion. Debido a
que se empled una micropipeta para dispensar 1 pL de cada solucién, a partir de este momento nos

referimos a zona de reaccion en lugar de linea, designada como zona de control (ZC) y de test (ZT).

£
E g g E
A £ E E F
(o] w, e} (o]
10 mm 12 mm 25 mm 22 mm
Padde Padde NC: Pad
muestra conjugado Zona Test (Z7T) absorbente

Zona Control (ZC)

Figura 50: Diagrama esquemadtico de la tira reactiva para el ensayo de inmunocromatografia de flujo lateral.
Pads que la componen con sus respectivas medidas.

Para el diagndstico de la infeccidn vertical donde el analito a determinar en ambos fest es el Ac
IgM humana anti-7. cruzi, se propusieron dos estrategias de IFL, aqui denominadas IFL1 e IFL 2. En
ambos formatos la ZT y la ZC se realizaron a una distancia de 1,5 cm y 2 cm del extremo inferior del
pad de reaccion, respectivamente. Un volumen final de 100 pl. de buffer de muestra, en el que
previamente se incorpord la muestra en una dilucién 1 en 12, fueron dispensados sobre el pad de
muestra. El resultado se consideré positivo denotado por la aparicién de color rojo en las regiones de la

ZT y la ZC después de 15 minutos y negativo por la aparicién de solo la regién de la ZC.
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4.3.5 IFL: estrategia 1

Para llevar a cabo esta estrategia, la membrana de NC se sensibilizo con el Ac anti-IgG de
cabra, hecho en conejo conjugado a FITC (anti-IgGc,, Sigma) diluido en PBS 1X (0,453 ug/uL) para
realizar la sensibilizacion en la ZC. En ZT se inmoviliz6 el Ag CP4 (0,64 ug/uL) previamente dializado

contra buffer PBS 1X. Finalmente, las tiras se dejaron secar completamente a temperatura ambiente.

La estrategia 1 implica la marcacion de todos los Ac IgM presentes en la muestra empleando el
conjugado anti-IgMp/GNPs. Luego, los Ac IgM especificos para el Ag CP4 son retenidos sobre la ZT
y el exceso de conjugado es capturado por los Ac anti-IgGeaen la ZC, capaz de reconocer al anti-IgMpy,
actuando como control interno del funcionamiento de la prueba. De esta manera, el revelado de la ZT
y la ZC indica un resultado positivo de la prueba, mientras que el revelado inicamente de la ZC indica
un resultado negativo (Figura 51).

anti-IgM,, (cabra)/GNPs
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Figura 51: Esquema del diseiio de la matriz de ensayo del test IFL. Estrategia 1. A) Se observa el conjugado
anti-IgMp, (cabra)/GNPs asi como también el Ag utilizado en la ZT y el Ac utilizado en la LC. B) Frente al
agregado de la muestra, la misma migra por flujo lateral y los Acs IgM se unen al conjugado anit-IgMu/GNPs.
C) Resultado test positivo: el complejo anti-IgM;/GNPs-1gM migra hasta interaccionar especificamente en la
ZT con el Ag CP4, mientras el exceso de conjugado migra hasta interaccionar en la ZC con el anti-1gGq.

El disefio se evalud frente a las muestras pool Ch+ y pool Ch-.
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4.3.6 IFL: estrategia 2

Para llevar a cabo esta estrategia, se inmovilizo en la ZT el Ac anti-IgM humano hecho en
conejo (anti-IgMpy,, Dako) diluido en buffer PBS 1X (2,07 pg/uL). En la ZC, como control del ensayo,
se inmovilizo el Ac anti-IgG de conejo (0,10 pg/uL) hecho en ratén (anti-IgGeon, Sigma). Finalmente,

las tiras se dejaron secar completamente a temperatura ambiente.

La estrategia 2 implica la marcacién de todos los Ac anti-CP4 presentes en la muestra
empleando el conjugado CP4/GNPs. Luego, los Ac anti-CP4 especificos para IgM son retenidos sobre
la ZT. Por su parte, el conjugado IgGco/GNPs es capturado por los Ac anti-IgGeon en la ZC, actuando
como control interno del funcionamiento de la prueba. De esta manera, el revelado de la ZT y la ZC
indica un resultado positivo de la prueba, mientras que el revelado tnicamente de la ZC indica un

resultado negativo (Figura 52).
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Figura 52: Diagrama esquemadtico del IFL estrategia 2 A. A) Se observa el conjugado CP4/GNPs y el conjugado
1gGco/GNPs, asi como también los Ac utilizados en las ZT y ZC. B) Frente al agregado de la muestra, la misma
migra por flujo lateral y los Acs especificos se unen al conjugado CP4/GNPs. C) Resultado test positivo: el
complejo CP4/GNPs-Ac especifico migra hasta interaccionar en la zona ZT con el Ac anti-1gMy,, mientras el
conjugado 1gGon,/GNPs migra hasta interaccionar en la zona ZC con el Ac anti-IgG con.

El disefio se evalud frente a las muestras pool Ch+ y pool Ch-. Una vez optimizado, se lo evalué

frente al panel de sueros IFL.
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4.4 Resultados
4.4.1 Sintesis de las GNPs

En primer lugar, se sintetizaron GNPs mediante un protocolo de reduccién de una sal de oro
(HAuCly) con citrato trisédico. El tamafio y la morfologia de las GNPs obtenidas se evaluaron por
Espectroscopia UV/Vis, TEM y DLS. Como se observa en la Figura 53, se obtuvo una solucion de un
color rojo intenso, con un pico de absorbancia correspondiente a A=522 nm. Los resultados de las

técnicas empleadas indican que se obtuvieron particulas de aproximadamente 24 nm de didmetro.
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Figura 53: Evaluacion de las GNPs obtenidas. A) Fotografia de la solucion de GNPs; B) Imagen TEM; C)
Espectro UV/Vis; D) Resultados de la determinacion por DLS.

4.4.2 Conjugado anti-IgMn./GNPs

Se obtuvo uno de los sistemas de marcacion a utilizar en el fest, mediante la conjugacion del
Ac de cabra anti-IgMn, y las GNPs (anti-IgMn./GNPs) empleando un protocolo de adsorcidn pasiva. La
relacién 6ptima de cantidades de los reactivos a conjugar se determind mediante la titulacién de
diluciones seriadas del Ac en buffer borato y fosfato 20 mM con la solucién de GNPs. Como se observa
en la Figura 54 A, la dilucion seleccionada del Ac anti-IgMp, (dilucién 1/16) corresponde a la mayor
dilucién de Ac a la cual las GNPs permanecen estables (color rosa) y no son desestabilizadas frente al

agregado de NaCl al 10% (color celeste).

De acuerdo con las condiciones 6ptimas seleccionadas, se conjugaron 50 mL de la solucién de
GNPs con 5 mL del Ac ant-IgMy, diluido previamente en buffer borato 20 mM (pH 8). La mezcla se

incub6 por 30 min en agitacién suave y a temperatura ambiente. La conjugacién fue monitoreada por
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Espectroscopia UV/Vis, midiendo los espectros de absorbancia al inicio (t0) y al final (t30) de la
reaccion (Figura 54 B). Se incluyeron como controles los espectros de la soluciéon de GNPs y de la
solucién de anti-IgMp,. Los resultados al final de la reaccién de conjugacién (t30) mostraron una
disminucién de la absorbancia y un desplazamiento de la & (AA=11 nm) correspondiente al pico de

absorbancia del conjugado anti-IgMn/GNPs. Estos cambios son caracteristicos de la conjugacidn.
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Figura 54: Conjugacion de GNPs con el Ac anti-IgMnu. A) Titulacion de GNPs con anti-IgM,.. Resulto estable

en todos los pHs evaluados. Seleccionamos el Buffer Borato de Sodio 20 mM a pH 8 y Ac Dil 1/16 (Conc 0,0375
mg/ml). B) Espectros de absorbancia para GNPs, anti-IgM},, y anti-IgM,,/GNPs.

4.4.3 Conjugado I1gG:on/GNPs

Se obtuvo el sistema de marcacidn a utilizar en el IFL de estrategia 2, mediante la conjugacién
del Ac IgGeony las GNPs (IgGeon/GNPs) empleando un protocolo de adsorcion pasiva. La relacién
optima de cantidades de los reactivos a conjugar se determiné mediante la titulacién de diluciones
seriadas del Ac en buffer borato (pH 8 y 9) con la solucién de GNPs. Como se observa en la Figura 55,
la dilucién seleccionada del Ac IgGeon (0,023 mg/ml) corresponde a la mayor dilucién de Ac a la cual

las GNPs permanecen estables.

De acuerdo con las condiciones 6ptimas seleccionadas, se conjugaron 50 mL de la solucién de
GNPs con 5 mL del Ac IgGeondiluido previamente en buffer borato 20 mM (pH 9). La mezcla se incubd
por 30 min en agitacién suave y a temperatura ambiente. La conjugacion fue monitoreada por

Espectroscopia UV/Vis.
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Figura 55: Conjugacion del Ac IgG.on/GNPs. Titulacion de GNPs con el Ac IgGeon. Seleccionamos el buffer
borato de Sodio 20 mM a pH 9y Ac en la concentracion de 0,023 mg/ml.

4.4.4 Conjugado de CP4/GNPs

Para la IFL de la estrategia 2, se obtuvo otro sistema de marcacién mediante la conjugacién del
Ag CP4 y las GNPs (CP4/GNPs) empleando un protocolo de adsorcion pasiva. La relacién éptima de
cantidades de los reactivos a conjugar se determiné mediante la titulacion de diluciones seriadas del Ag
en buffer borato (pH 8 y 9) con la solucién de GNPs. Como se observa en la Figura 56, la dilucién
seleccionada del Ag CP4 (0,025 mg/ml) corresponde a la mayor diluciéon de Ag a la cual las GNPs

permanecen estables.

Figura 56: Conjugacion de CP4/GNPs. Titulacion de GNPs con CP4. Seleccionamos el Buffer borato de sodio
20 mM a pH 9 y CP4 en concentracion de 0,025 mg/ml.
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De acuerdo con las condiciones 6ptimas seleccionadas, se conjugaron 50 mL de la solucién de
GNPs con 5 mL del Ag CP4 diluido previamente en buffer borato 20 mM (pH 9). La mezcla se incubd
por 30 min en agitacién suave y a temperatura ambiente. La conjugaciéon fue monitoreada por

Espectroscopia UV/Vis.

4.4.5 IFL estrategia 1

Una vez obtenido el conjugado, se procedid al ensamblado de las tiras reactivas y se realizaron
pruebas de optimizacién para aumentar la sefial de reaccion especifica. Las mismas consistieron en
evaluar: reactivos y concentraciones de buffers de muestra, concentraciones de conjugado,
concentraciones de Ag y Ac a inmovilizar en las ZT, ZC y diluciones de la muestra. Estas condiciones

se evaluaron frente a las muestras pool Ch+ y pool Ch-.

Se dispensaron 100 pL. de una solucién de suero diluido 1 en 12 en buffer de muestra sobre el
pad de muestra. Luego de 15 min de corrida el resultado de la prueba fue considerado como positivo
cuando se revelaron ambas lineas (ZT y ZC), mientras que el revelado de la ZC dnicamente indic6 un

resultado negativo.

Figura 57: Tiras reactivas para la deteccion de Ac IgM especificos contra Ags de T. cruzi para la estrategia
IFL 1. Evaluacion del Ag CP4 en C=0,64 mg/ml como ZT 1y en C=0,32 mg/ml como ZT 2 frente al pool Ch+
(1)y pool Ch- (2).

Como se puede observar en la Figura 57, no se observa interaccion inespecifica para el pool
sueros Ch- (tira 2) con el Ag CP4 en la zona LT. En cuanto al pool Ch+ se observa (tira 1) un semi halo
de reaccion cuando CP4 estd mads diluida (ZT 2), pero no se observa la reaccidn especifica esperada con

la conformacién de un spot de color homogéneo.
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4.4.6 IFL estrategia 2

Una vez obtenido el conjugado, se procedio al ensamblado de las tiras reactivas y se realizaron
pruebas de optimizacion para aumentar la sefial de reaccioén especifica. Las mismas consistieron en
evaluar: reactivos y concentraciones de buffers de muestra, concentraciones de conjugado,
concentraciones de Ag y Ac a inmovilizar en las lineas ZT, ZC y diluciones de la muestra. Estas

condiciones se evaluaron frente a las muestras pool Ch+ y pool Ch-.

Figura 58: Tiras reactivas para la deteccion de Ac IgM especificos contra Ags de T. cruzi para la estrategia
IFL 2. Evaluacion frente al pool Ch+ (1) y pool Ch- (2).

Como se puede observar en la Figura 58, hay interaccion especifica para el pool Ch+ (tira 1)
con el Ac anti-IgM humano en la zona ZL y no se observa interaccion inespecifica para el pool Ch- (tira

2).

A partir de las pruebas de optimizacién se determinaron las siguientes condiciones de ensayo

para evaluar con los sueros del panel LFA:

Conjugado: dispensacién de los conjugados CP4/GNPs e IgGeon/GNPs en proporcién 2:1 en el pad

de conjugado.

Muestra: diluida 1/12 en buffer muestra

Inmovilizacién del Ac anti-IgMh, en C=2,07 ug/uL en la ZT.

Inmovilizacién del Ac anti-IgGeon en C=0,10 pg/uL en la ZC.
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Figura 59: Tiras reactivas para la deteccion de Ac IgM especificos contra Ags de T. cruzi para la estrategia
IFL 2. Evaluacion frente a muestras del panel IFL compuesto por muestras de cordon BB+ (1 'y 3), cordon BB-
(2y3)y BB+ (5al).

En la Figura 59 se observan algunas de las tiras reactivas evaluadas frente a las muestras del
panel IFL descripto en la seccidn 4.3.2. Las tiras 1 a 4 corresponden a muestras del grupo cordon BB+

y cordén BB-, mientras que las tiras 5 a 8 corresponden a muestras del grupo BB+.

El test IFL 2 permitio clasificar correctamente 11 de 16 muestras positivas y 7 de 8 muestras
negativas del panel evaluado (n=24), tomando como prueba de referencia el diagnéstico mediante MH

y PCR. Los resultados se detallan en la Tabla 10.

Cabe destacar que del total de muestras evaluadas del grupo BB+ (n=8) todas resultaron
correctamente clasificadas como positivas, mientras que para las muestras del grupo cordén BB+ (8)

solo 3 resultaron positivas, por lo tanto, se obtuvieron 5 FN.

En cuanto al grupo CN (n=4) todas las muestras de suero provenientes de corddon resultaron
negativas. Mientras que para las muestras del grupo cordén BB- (4), 3 muestras resultaron clasificadas
correctamente como negativas, dando un resultado FP.

Tabla 10: Clasificacion de las muestras con el test IFL. Resultados obtenidos mediante el diagnostico estdndar
(MH/PCR) y el obtenido con el test de IFL 2.

Diagnostico por
MH/PCR
Positivo Negativo Total
Diagnostico Positivo 11 1 12
por IFL Negativo 5 7 12
Total 16 8 24
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4.5 Discusion

En este capitulo, se propuso la adaptacion de la captura de Ac IgM anti-CP4 a dos disefios

preliminares de IFL para el diagnéstico de infeccidn vertical por 7. cruzi en sueros de neonatos.

El primer disefio del test (IFL estrategia 1) implicé una primera etapa de marcacién de todos
los Ac IgMy, presentes en la muestra, empleando como molécula de marcacién un Ac anti-IgMp,
conjugado a GNPs. Subsecuentemente, los Ac IgMn, especificos para 7. cruzi son capturados sobre la
ZT por el Ag CP4 recombinante. En cambio, el segundo disefio (IFL estrategia 2) implic la marcacion
de todos los Ac especificos anti-CP4 de T. cruzi presentes en la muestra, utilizando como molécula de
marcacién un conjugado de CP4/GNPs. Posteriormente los Ac IgM anti-CP4 especificos son capturados
sobre la ZT por el Ac anti-IgMy,. Se iniciaron los ensayos evaluando las estrategias propuestas frente
al pool de sueros positivos y pool de sueros negativos conformados por sueros provenientes de bebé y
de cordén. Se evaluaron diferentes condiciones y variables del ensayo para optimizar la sefal de

reaccion especifica tanto para la estrategia 1 como para la estrategia 2.

Respecto al test IFL 1, se logré obtener una sefial de reaccién especifica frente a la evaluacion
de pool de sueros Ch+, pero esta sefial no fue la esperada, ya que no era homogénea. En lugar de
observarse un circulo uniforme de color rojo en la zona de reaccién, se observaba un semi halo de
reaccion. Se evaluaron diferentes condiciones, pero no fue posible optimizar la sefial obtenida con este
disefio. Una hipétesis de lo ocurrido es que al marcar las GNPs con el Ac anti-IgM humano, se estén
pegando este tipo de Ac con una elevada concentracién compitiendo con el pegado de los Ac IgM
especificos, por lo cual al momento de atravesar la LT, sean pocos los Ac anti-IgM especificos para ser

reconocidos por el Ag CP4 inmovilizado.

Motivo por el cual consideramos la opcidn de plantear otra estrategia, IFL 2, conjugando las
GNPs al Ag CP4, para capturar en primera instancia, todos los Ac presentes especificos para este Agy
luego retener los Acs IgM, especificos, con un Ac anti-IgM humano inmovilizado en la LT. Se evalu6
esta estrategia del test frente a los pools de sueros Ch+ y Ch-. Fue posible obtener sefial de reaccién
especifica del Ag CP4 de T. cruzi para los Ac IgM presentes con las siguientes condiciones: conjugados
CP4/GNPs e IgGeon/GNPs en proporcién 2:1 en el pad de conjugado; inmovilizacién del Ac anti-IgMh,
(C=2,07 pg/ul) en la ZT e inmovilizacién del Ac anti-IgGeon (C=0,10 pg/ul) en la ZC y dispensado,

sobre el taco de muestra, del suero diluido 1 en 12 en buffer muestra.

La performance diagnéstica del IFL 2 se evalué tomando como prueba de referencia el
diagnéstico por la técnica de MH y el diagndstico molecular. Si bien no fue posible analizar parametros
diagnésticos debido al bajo nimero de muestras evaluadas, se puede sugerir que el test demostré un
buen comportamiento diagnostico ya que fue posible clasificar correctamente el 75% de las muestras

analizadas.
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Segin lo reportado en bibliografia, las concentraciones de Ac IgM en muestra de suero de
cordén y en muestra de suero de bebé tienen concentraciones similares cuando el bebé no estd cursando
ninguna infeccién. Sin embargo, ante una infeccidn, se ha demostrado que los niveles de Ac IgM puede

aumentar significativamente.

Por lo cual, cabe destacar que todas las muestras evaluadas del grupo BB+ resultaron
correctamente clasificadas como positivas, mientras que las muestras del grupo cordén BB+ solo 3
resultaron positivas, por lo tanto, se obtuvieron 5 resultados FN. Esto podria deberse a que la
concentracion de Ac de tipo IgM especificos frente al Ag CP4 de T. cruzi que estdn presente en €l bebé
tienen una concentracidon considerablemente mayor que los Ac IgM especificos presentes en el cordén
umbilical. Estas muestras ademds de diferenciarse en la composicion tienen la caracteristica de ser
tomadas en diferentes tiempos, ya que las muestras de bebé fueron tomadas hasta 15 dias posterior al

nacimiento.

Como ha sido reportado (Alkan Ozdemir et al., 2016), los niveles de IgM fetal estdn presentes
en bajas concentraciones y luego se incrementan en correlacién con el aumento de edad gestacional.
Particularmente para las muestras evaluadas frente al test IFL 2 desarrollado, podriamos sugerir que
quizds las muestras de bebes, que tienen mds dias de vida, que las muestras tomadas del cordén, tengan
mads niveles de Ac IgM especificos de T. cruzi. Ademads, es posible que la infeccion del feto se haya
dado en distintos tiempos gestacionales o incluso durante el canal de parto, lo cual, seria una variable
que afectarfa al momento de medir los Ac presentes en las muestras dependiendo del origen del cual
provengan. Debido a estos resultados se debe considerar reportar en forma clara el desempeiio del fest

en funcién de ser realizado con sangre periférica o de cordén.

Por otra parte, se obtuvo un resultado FP, correspondiente a una muestra del grupo cordén
BB-, sin seguimiento serolégico. Dicha muestra también fue procesada, previamente, mediante IFL
frente al Ag SAPA desarrollado por el LTI (Olaguibe et al., 2022) obteniéndose un resultado positivo.
Este caso podria tratarse de un nifio infectado por 7. cruzi que resulté FN en el diagnéstico por PCR

dado que como se describi6 previamente, dicho nifio no pudo ser seguido en el tiempo.

En cuanto a los FN, es importante sefialar que solo se obtuvieron para la evaluacién de las
muestras de suero de cordéon umbilical. Es necesario seguir realizando comparaciones entre la
utilizacién de muestras sanguinea o de cordén para determinar si esta limitacion podria deberse a la
necesidad de una mayor sensibilidad de la técnica para la deteccién en este dltimo tipo de muestra. Si
bien el test mostré un muy buen desempefio diagndstico, consideramos que para poder hacer un anélisis
de parametros diagndsticos de la plataforma IFL disefiada, se requiere de un mayor nimero de muestras,
a su vez que se resalta la necesidad de optimizar la sefial para poder detectar los casos positivos de

muestras de suero de cordén.
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En consecuencia, a futuro resulta necesario trabajar en optimizar la sefial del resultado, lo que
permitiria incrementar la sensibilidad del fest a fines de detectar si existe la presencia de Ac IgM
presentes en muestras de suero de cordén umbilical. Ademads, seria relevante poder evaluar un panel
con muestras que preferentemente hayan completado el algoritmo diagnéstico, de manera de analizar

un mayor nimero de muestras con resultados discordantes entre el diagndstico molecular y serolégico.

El desarrollo de pruebas diagndsticas que permitan la deteccion de Chagas vertical en neonatos
de forma temprana aseguraria la efectividad del tratamiento, contribuyendo a disminuir
progresivamente la prevalencia de la transmisién vertical de 7. cruzi. Dada la facilidad de la técnica del
IFL 2 aqui propuesta y a los resultados preliminares obtenidos, pareceria ser una estrategia prometedora

para su implementacion en el diagndstico de la enfermedad.
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5. Conclusiones

Como conclusiones generales de este trabajo de Tesis podemos mencionar que se logaron
desarrollar diversas plataformas diagnosticas que permitieron el diagnostico de la enfermedad de

Chagas vertical. Estas plataformas consistieron en:

e  Un ELISA de captura de Ac IgM anti-CP4, el cual presento la mejor performance diagnostica
de los ensayos desarrollados. A su vez dicho ensayo, se logr6 acoplar con éxito la lectura del ensayo
mediante telefonia celular, permitiendo establecer una muy buena prueba POCT.

e Las técnicas de ELISA SAPA/TS y ELISA Avidez para la deteccién de Ac especificos de tipo
IgG que presentaron un buen desempefio diagndstico, aunque no permiten definir todos los casos.
Por eso se sugiere que dichas técnicas podrian utilizarse para complementar la determinacién de
IgM especifica y deberian evaluarse en ese contexto

e  Un prototipo de IFL que permitié la deteccion de Ac IgM anti-CP4 con resultados prometedores

para ser utilizada como prueba POC.

Estos resultados permiten establecer las siguientes perspectivas a futuro:

e Validar el ensayo de ELISA de captura de IgM frente a un amplio nimero de muestras y
ademds, con muestras que provengan de diferentes regiones geogréficas de Latinoamérica.

e  Determinar si el uso conjunto de ELISA de IgM y ELISA SAPA de avidez o SAPA/TS permite
mejorar el diagndstico.

e Evaluar el IFL frente a mayor nimero de muestras para poder evaluar el rendimiento
diagndstico. Optimizar la estrategia para poder detectar las muestras provenientes de sueros de
cordon.

e  Acoplar la lectura del IFL a telefonia celular.
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7.

ANEXO:

Anexo

Informacion complementaria

Soluciones utilizadas para la transformacién de bacterias E. coli:

Solucién Reactivo Concentracién
(mM)
ST1 MOSP 10
(PH7) KCl 10
MOSP 100
ST2
KCl 10
(pH 6,5)
CaCl, 50

Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de bacterias E. coli:

Soluciones utilizadas para los geles de agarosa:

Medio de Cultivo Reactivo Concentracion
Peptona 1 % (p/v)
(pI{IJB7,5) Extracto de levadura 0,5 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)
Medio LB
LB-Agar
Agar 2 % (p/v)
Medio LB
LB-Glicerol
Glicerol 30 %
Solucion Reactivo Concentracion
Tris- pH 8 40 mM
TAE 1X Acido acético 20 mM
EDTA 1 mM

Buffer de muestra

Azul de bromofenol

Glicerol

0,25 % (p/v)

Glicerol (v/v)
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Esquema del vector pET-28a(+):

Xho I{158)
Not I(188)
Eag I(188)
Hind lll{173)
Sal lj179)
Sac l{190)
EcoR l{192)
BamH l{198)
Nhe l(231)
Nde I(238)
Nco I(296)

Cla l@a117)
Nru l{4083)

- +
PELZRM)

Eco57 {3772)

AN l{3640)

BspLU11 I(3224)
Sap l{3108) Fsp l(2205)

Bst1107 I(2095) Psp5 Il
Tth111 (I(zess’) 8 Jie2xy

Mapa del vector pET -28a(+), en color verde se encuentran marcados los sitios de corte utilizados y en

color rojo se encuentra sefialada la regién en la cual se inserta el fragmento:

T7 promoter primer #69348-3
———

ET upstream primer #69214-3
Rl T7 promoter lac operator - b
AGATCTCGATCCCGL GAAATTAATACGACTCACTATAGEGGAATTGTGAGC GGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol HisTag _Ndel Nhel — T7:Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGATELCRCECGRCAGCCATATGGCTAGCATCACTGETGRACAGLAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuVolProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn

s [P ety 481 yler
Eagl thrombin
—  BamillEcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His+Tag

ﬂTGGGTCGCGGATCTECGTCGAEAAGCTTSCGGECGCACTEGAGCACE&ECAECACCACEA:TGAGATCCGSETGCTAAEAAAGECE pET-28al+)
MetGlyArgGlySerGrurnetiileutrghrgGind laCysGlyArgThrarghloPreProProProProleuirgSerGlyCysEnd

.. .GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCC  pET-28b1+)
..GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuhlofloflaleuBluHisHisHisHisHisHisEnd

.. .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c(+)
.. GlyArglledrgl leArghlaProSerThrSerLevhrgProsisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro. ..

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGBAAGCTGAGTTEGCTGCTECCACCRCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEGECCTCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTTTTGE

4—
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region
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Composicion de geles y soluciones empleadas en SDS-PAGE:

Solucion

Gel de apilamiento

Reactivo

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Acrilamida/Bisacrilamida
(29:1)

TEMED

Persulfato de amonio

Concentracion

130 Mm
0,05 % (p/v)

4,80 % (p/v)

0,10 %(v/v)

0,05 % (p/v)

Tris-HCI pH 8,8 375 mM
SDS 0,10 % (p/v)
Acrilamida/Bisacrilamida
Gel de concentracién (29:1) 15% (o)
Glicerol 10 % (v/v)
TEMED 10 % (v/v)
Persulfato de amonio 0,06 % (v/v)
Tris-HCI pH 6,8 312 mM
Glicerol 50 % (v/v)
Buffer de muestra 5X SDS 10 % (p/v)
2-mercaptoetanol 12,5 % (vIv)
Azul de bromofenol 0,5 % (p/v)
Tris-HCI pH 8,3 25 mM
Buffer de corrida Glicina 192 mM
SDS 0,10 % (p/v)

Solucion colorante

Coomassie Brilliant Blue R-250

0,50 % (p/v)

Etanol 45 %(vIv)
Acido acético 10 % (v/v)
Etanol 50 % (v/v)

Solucion decolorante I Lo .
Acido acético 10 % (v/v)
Etanol 10 % (v/v)

Solucion decolorante II . .
Acido acético 7 % (vIv)

Anexo
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Anexo

Reactivos empleados para el método de cuantificacion BCA:

Solucion Reactivo

0,10 g BCA
2 g Na,CO3.H,O
Reactivo A 0,40 g Na OH
0,16 g Tartrato de sodio dihidratado
0,95 g NaHCO;
*volumen final de 100 mL

Reactivo B 0,40 g CuSO4
* yvolumen final 10 mL

Reactivo RST 98 volimenes del Reactivo A + 2
volimenes del Reactivo B

Reactivos empleados para los Inmunoensayos de Flujo Lateral:

Solucion Reactivo Concentracion
Buffer borato Borato 2 mM
pH9
PBS
Buffer de pad de muestra NaCl 0,1 M
pH 7,2
Tween 0,05 % (v/v)
Borato 20 mM
Buffer de conjugado Sacarosa > % (V)
e NaCl 0,6 M
pH =, Tween 0,2 % (v/v)
Azida 0,1 %
PBS
Bufffer (Ii_le 71112uestra BSA 0,1 % (p/v)
pHLAs SDS 0,05 % (p/v)
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Anexo

Blastp para el alineamiento de la secuencia SAPAx4 frente a 50 secuencias de T. cruzi representativas

de distintos UDTs obtenidas en un trabajo previo:

Description Ouery Cover  Ewalue
DTU_|_Dm28c_C4853_ 144 3/626-720 75% 1,00E-31
DTU_|_Dm28c_cl 1717.a/626-723 T 2,00E-31
DTU_|_Brazil_Cromosoma.11.c/635-732 5% 3,00E-30
DTU_|_Brazil_Cromoscma.27.2/636-733 75% 3,00E-30
AAAD3D00.1,/12-109 chagas antigen partial [Trypanosoma cruzi] T3% 4,00E-30
DTU_V_Bug2l48 Contig.465.3/626-723 75% 5, 00E-30
DTU_VI_Brener_1047053516879 b/625-722 2% &,00E-30
DTU_|_Dm28c_cl_ 1132 a/558655 8% &,00E-30
DTU_|_Dm28c_C4B863 26.a3/625-722 2% &, 00E-30
DTU_V_5C43d_Contig.34.b/625-722 82% 1,00E-29
DTU_|_Brazil_Cromosoma.11./635-732 5% 2,00E-29
DTU_V_5C43d_Contig.34.c/558-655 B2% 3,00E-25
DTU_|_Dm28c_C4853_136.3/625-722 82% 3,00E-29
DTU_V_5C43d_Contig.34.3,/558-655 75% 4,00E-29
DTU_VI_TCC_Contiz 34./625-722 2% &,00E-29
DTU_VI_Brener_1047053516006/625-722 2% &, 00E-29
DTU_VI_TCC_Contig,415/558-655 T2% 4 00E-28
DTU_VI_Brener_1047053516879.5/625-722 T2% 4, 00E-28
DTU_V_Bug?145_Contig.16b/625-722 2% &,00E-28
DTU_V_Bug?148 Contig.16.2/625-722 8% &,00E-28
DTU_VI_TCC_Contig.34.b/625-722 T &, D0E-2%
DT _|I_Berenice_Cromosoma.53.3/625-717 8% 1,00E-22
DTU_V_Bug?145_Contig.56.b/526-723 B 4,00E-22
DTU_II_¥_C.18.2/625-722 80% &,00E-22
DTU_V_Bug2148 Contig.465.b/626-723 BB 1,00E-21
DTU_V_Bug2l48 Contig,66,2/626-723 80% &,00E-71
DTU_|_Dm28c_cl_1132 b/626-723 2% &,00E-20
DTV _|_Dm28c C4BE3 69.3/626-723 T 1,00E-15
DTU_|_Dm28c_C4853_69.b/626-708 70% 3,00E-19
DTU WV Bug2148 Contig589.a/625-721 T35 2,00E-17
DTU_V_Bug?148 Contig.2.3/625-722 80% 4,00E-16
DTU_|_Dm28c_cl_2013.3/625-722 20% 3,00E-15
DTU_I_JR_d._4b/625-703 80% 4,00E-13
DTU | JR_d._4.3/625-703 80% 4,00E-13
DTU_V_Bug?148 Contig.2b/625-708 80% 1,00E-12
DTU_|_Brazil_Cromoscma.16.3/635-712 20% 3,00E-12
DTU_|_Brazil_Cromoscma.14.3/635-712 80% 3,00E-12
DTU_VI_Brener 1047053517089,625-724 80% 3,00E-12
DTU_VI_TCC_Contig, 24,3/625-724 83% 9,00E-11
DTU_VI_Brener_1047053516589,625-724 83% 9,00E-11
DTU_II_¥_C.26.3/625-724 83% 5,00E-11
DTU_VI_TCC_Contig.34.d/625-695 35% 1,00E-10
DTU_Il_Berenice_Cromesoma.7.a/625-724 7o 2,00E-08
AAASS444 1/604-642 trans-sialidase [Trypanosoma cruzi] 2% 4,00E-07
EUED5799_Brener TS Activa/604-642 20% 4,00E-07
EUB05798_Brener TS Activa/603-5641 20% 4,00E-07
EUED5797_Brener TS Activa/604-642 0% 4,00E-07
DTU_|_Tula_cl2/625-726 7% 0,002
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