
REACTIVIDAD DE GST-SAPA, DE TRYPANOSOMA CRUZI 113

ARTICULO ORIGINAL MEDICINA (Buenos Aires) 2011; 71: 113-119

ISSN 0025-7680

REACTIVIDAD DEL ANTIGENO GST-SAPA DE TRYPANOSOMA CRUZI FRENTE A SUEROS DE 
PACIENTES CON ENFERMEDAD DE CHAGAS Y LEISHMANIASIS

JOSE GIL1, 2, 4, RUBEN CIMINO1, INES LOPEZ QUIROGA1, SILVANA CAJAL2, NORMA ACOSTA2, MARISA JUAREZ2, 
ROSA ZACCA3, VIVIANA ORELLANA2, ALEJANDRO KROLEWIECKI2, 4, PATRICIO DIOSQUE4, JULIO NASSER1, 2

1Laboratorio de Química Biológica y Biología Molecular, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Salta 
(LQByBM), 2Instituto de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Sede Regional Orán, Universidad Nacional de 

Salta (IIET), 3Cátedra de Microbiología, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Salta, 4Unidad 
de Epidemiología Molecular, Instituto de Patología Experimental, Facultad de Ciencias de la Salud (IPE-CONICET), 

Universidad Nacional de Salta

Resumen	 El diagnóstico serológico de la infección producida por Trypanosoma cruzi es de especial relevancia 
	 dado que los métodos parasitológicos tienen, en las fases indeterminada y crónica, una sensibilidad 
limitada. El antígeno SAPA fue usado en diversos estudios y demostró ser un buen candidato para el diagnóstico 
de la infección por T. cruzi. La enfermedad de Chagas y la leishmaniasis son endémicas en el norte de Salta, 
con posibles zonas de solapamiento. Este hecho suele dar lugar a infecciones mixtas T. cruzi-Leishmania spp., 
con la consecuente probabilidad de diagnóstico cruzado cuando se usan antígenos no específicos. Se evaluó la 
reactividad del antígeno GST-SAPA en la prueba de ELISA (ELISA-SAPA) frente a sueros de personas infectadas 
por T. cruzi (n = 154), con leishmaniasis (n = 66), infecciones mixtas (n = 29) y controles negativos (n = 28), 
usando como pruebas de referencia para el diagnóstico de la infección por T. cruzi  kits comerciales de ELISA y 
HAI. Se calculó la sensibilidad, especificidad e índice de concordancia kappa de la prueba de ELISA-SAPA, para 
la detección de infección por T. cruzi. Entre los sueros de pacientes con leishmaniasis estudiados se detectó un 
30.5% de infecciones mixtas. Para la detección de infección por T. cruzi, ELISA-SAPA mostró una sensibilidad 
del 97.1% (intervalo de confianza del 95%: 94.5-99.9), una especificidad del 100% (intervalo de confianza del 
95%: 99.5-100) y un índice de concordancia kappa de 96 (intervalo de confianza del 95%:93-99%), comparado 
con las pruebas serológicas comerciales. Los valores de sensibilidad, especificidad y concordancia calculados 
muestran una alta eficiencia de ELISA-SAPA.
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Abstract	 Reactivity of gst-sapa antigen of Trypanosoma cruzi against sera from patients with Chagas 
	 disease and leishmaniasis. Serologic diagnosis of Trypanosoma cruzi infection is important due 
to the limited sensitivity of direct parasitologic methods for diagnosis in the indeterminate and chronic phases of 
disease. SAPA antigen has been used in several studies and has been shown to be a good marker for use in the 
diagnosis of T. cruzi infection. Chagas disease and leishmaniasis are endemic in northern Salta with overlapping 
zones of transmission, which frequently leads to T. cruzi-Leishmania spp. mixed infections. Diagnosis is compli-
cated by the fact that there is significant cross-reactivity when non-specific antigens are used. We evaluated the 
reactivity of GST-SAPA antigen in the ELISA test (ELISA-SAPA) against sera from persons infected with T. cruzi 
(n = 154), leishmaniasis (n = 66), mixed infections (29), and healthy controls (n = 28) using commercial ELISA 
and IHA kits as reference tests. For ELISA-SAPA the sensitivity, specificity and kappa index were calculated 
for detection of T. cruzi infection. Among sera from patients infected with leishmaniasis, 30.5% of co-infections 
were detected. ELISA-SAPA sensitivity was 97.1% (confidence interval 95%: 94.5-99.9), specificity was 100% 
(confidence interval 95%: 99.4-100), and kappa index was 96% (confidence interval 95%: 93-99%), for detection 
of T. cruzi infection. Sensitivity, specificity and kappa indices have shown a high efficiency of ELISA-SAPA.
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Según la Organización Panamericana de la Salud, 
existen aproximadamente 8-10 millones de personas 

infectadas por el parásito Trypanosoma cruzi, agente 
causal de la enfermedad de Chagas, distribuidas en Lati-
noamérica1. El diagnóstico serológico de la infección pro-
ducida por este parásito, es de especial relevancia dado 
que los métodos parasitológicos tienen una sensibilidad 
limitada en las fases indeterminada y crónica2. Asimismo, 
el uso de proteínas recombinantes y/o sintéticas en las 
pruebas inmunológicas ha permitido mejorar la sensibili-
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dad y la especificidad de las pruebas diagnósticas, medio 
por el cual se puede evitar resultados falsos-positivos o 
falsos-negativos3-5. Por su parte, el antígeno SAPA (Shed 
Acute Phase Antigen) fue propuesto como marcador de 
fase aguda de la infección, el diagnóstico de la infección 
congénita y el seguimiento del tratamiento etiológico 
específico6-9. Diversos estudios evidenciaron diferentes 
resultados en cuanto a la proporción de reactividad de 
SAPA frente a sueros de pacientes chagásicos en las 
fases indeterminada y crónica de la infección9-12.

La proteína TS-SAPA (trans-Sialidase-SAPA) se en-
cuentra en la superficie de los trypomastigotes y cumple 
un rol importante en la invasión a la célula huésped. Esta 
proteína cuenta con dos dominios: uno enzimático (TS) y 
otro repetitivo (SAPA). El dominio repetitivo induce una 
acentuada y permanente respuesta inmunológica tanto 
humoral como celular6, 14, 15.

Las áreas endémicas en Latinoamérica para la in-
fección de T. cruzi y Leishmania spp. se superponen 
en algunas regiones14. Es el caso de Bolivia, Brasil y 
principalmente el norte argentino, en donde existen 
áreas de solapamiento de las dos infecciones16- 18. Como 
los agentes etiológicos de estas enfermedades poseen 
una filogenia común muy cercana, es de esperar que 
compartan una significativa cantidad de características 
antigénicas. Por ello, pacientes con alguna de las dos 
infecciones o con infección mixta, pueden resultar mal 
diagnosticados debido a las reacciones serológicas 
cruzadas cuando se usan mezclas de antígenos no car-

acterizados19, 20. Existe la necesidad de poder discriminar 
entre ambas parasitosis debido a que las estrategias de 
tratamiento para la enfermedad de Chagas y la leish-
maniasis tienen importantes diferencias, y que estudios 
sero-epidemiológicos pueden sub o sobre estimar la 
prevalencia de estas parasitosis19.

Los resultados de un trabajo previo de nuestro grupo 
sugerían que el antígeno SAPA está presente en T. cruzi y 
no en Leishmania spp21. Por otro lado, no se encontraron 
reacciones serológicas cruzadas al analizar sueros de 
ratones infectados experimentalmente por Trypanosoma 
rangeli. Estos resultados muestran una potencial especifi-
cidad del antígeno SAPA para diagnóstico de la infección 
por T. cruzi22.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la reactividad 
de sueros de personas con infección por T. cruzi, no 
infectadas y pacientes con leishmaniasis en un ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) con el antígeno 
recombinante GST-SAPA.

Materiales y métodos

Se estudiaron 154 sueros pertenecientes a personas infec-
tadas por T. cruzi residentes en un área endémica para la 
enfermedad de Chagas, de la Provincia de Chaco, en la 
que no se han informado casos de leishmaniasis (Fig.1)23. 
Estas muestras se evaluaron con los kits comerciales ELISA 
Chagatest, ELISA recombinante v.3.0 y Hemoaglutinación 
Indirecta (HAI) todos de Wiener Labs (Rosario, Argentina), 
para el diagnóstico de la infección por T. cruzi.

Fig. 1.– Area de estudio. En círculo se representa la zona de la que provienen los sueros de pacientes con leishmaniasis, 
en cuadrado el área de la que proceden los sueros de pacientes sin infección por T. cruzi, ni por Leishmania spp. y en 
triángulo puede observarse la región en la cual se muestrearon los sueros de pacientes chagásicos.
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Las pruebas de ELISA se realizaron usando muestras de 
suero en dilución 1:20. Como anticuerpo secundario se utili-
zó anti-IgG de cabra conjugada con peroxidasa; la reacción 
fue revelada con tetrametilbenzidina (TMB) en presencia del 
sustrato específico (H2O2) y se detuvo con SO4H2 (2N). En 
particular, ELISA recombinante v.3.0 posee seis antígenos 
recombinantes específicos (entre los que está incluido SAPA) 
de los estadios epimastigote y tripomastigote de T. cruzi, los 
cuales corresponden a zonas altamente conservadas del 
genoma para las distintas cepas del parásito.

El diagnóstico de la infección por T. cruzi fue considerado 
como positivo cuando los sueros presentaron reacción positiva 
por HAI y ELISA recombinante o ELISA Chagatest. Los sueros 
controles sin infección chagásica provinieron de personas resi-
dentes en Salta-Capital (n = 45), los cuales fueron evaluados 
por HAI, ELISA recombinante y ELISA Chagatest (Fig. 1). Se 
analizaron además 95 sueros de pacientes con leishmania-
sis cutánea americana, determinada por la identificación de 
amastigotes en frotis de las lesiones e intradermorreacción 
de Montenegro17. Estos sueros  procedieron de áreas endé-
micas para leishmaniasis cutánea, como son las localidades 
de San Ramón de la Nueva Orán, Hipólito Irigoyen, Pichanal, 
Embarcación y Tartagal, en la Provincia de Salta24. Usando 
la prueba ELISA recombinante (100% de especificidad para 
enfermedad de Chagas frente a sueros de pacientes con 
leishmaniasis) se identificaron las infecciones mixtas por T. 
cruzi y Leishmania spp. en este panel de sueros25.

El antígeno GST-SAPA fue producido usando bacterias 
Escherichia coli transformadas con el plásmido pGEX-1. El 
desarrollo de bacterias transformadas fue llevado a cabo en 
medio Luria Bertani (LB) estéril, y se destinaron a la inducción 
para la expresión del gen pGEX-1-SAPA. Para la posterior 
purificación de dicho antígeno recombinante se utilizó una 
columna de afinidad glutation-agarosa. Se realizó una elec-
troforesis SDS-PAGE (12%) para evaluar la producción del 
antígeno recombinante GST-SAPA y luego se cuantificó por 
medio del método de Bradford. El antígeno se conservó a 
-20 °C hasta su uso4, 26.

La técnica de ELISA, utilizando el antígeno recombinante 
GST-SAPA (de T. cruzi) como sensibilizante de placa, se 
realizó plaqueando 1 µg/pocillo y se dejó toda la noche a 4 °C. 
Luego del bloqueo con leche descremada-PBS 1X (Phosphate 
Buffer Saline) al 5% durante una hora, se lavó con buffer de 
lavado y se utilizaron los reactivos de revelado de ELISA 
recombinante, respetándose su protocolo. Los sueros se 
utilizaron en dilución 1:20 (anticuerpo primario) y se agrego 
luego 50 µl de anti-IgG de cabra conjugada con peroxidasa. 
Para todos los sueros se realizaron determinaciones dobles. 
La reacción fue revelada con TMB en presencia de H2O2 y se 
detuvo con SO4H2 (2N). La lectura de las densidades ópticas 
(DO) se realizó mediante un lector de microplacas Metrolab a 
450 nm. La línea de corte fue calculada como cut off = PNC 
+ 0.300 DO, donde PNC es el promedio de las DO de los 
controles negativos. La zona de indeterminación se calculó 
como cut off ± 10% (Wiener Labs, 2000).

Los resultados serológicos se analizaron utilizando prue-
bas de comparación de proporciones, cálculo de sensibilidad, 
especificidad e índice de concordancia kappa, usando el 
software EPIDAT 3.127. La sensibilidad y especificidad de 
ELISA-SAPA fue calculada considerando como pruebas de 
referencia los kits ELISA recombinante, ELISA Chagatest y 
HAI. Sin embargo, para definir una infección mixta entre Leish-
mania spp. y T. cruzi se consideró la positividad por ELISA 
recombinante de los sueros de pacientes con leishmaniasis 
cutánea. Así, para el cálculo de la sensibilidad y la especifi-
cidad, los controles positivos corresponden a los sueros de 
pacientes chagásicos y con infecciones mixtas, mientras que 
los controles negativos están constituidos por los sueros de 
personas “sanas” y aquellos de pacientes que sólo padecían 

leishmaniasis. Mediante el programa InfoStat/Profesional 
Versión: 2006p.1, se compararon las medias de DO/cut off a 
través de la construcción, de forma no paramétrica (Boots-
trap; nivel de confianza del 95%), de intervalos de confianza, 
observándose luego si existieron solapamientos para definir 
la presencia o ausencia de diferencias estadísticamente 
significativas. 

Resultados 

Del total de los sueros pertenecientes a personas infecta-
das por T. cruzi analizados por las pruebas de referencia 
para el diagnóstico de Chagas, el 98.1% (151/154) fueron 
reactivas para dos de las tres técnicas. El 100% de ellos 
resultaron reactivos por ELISA recombinante y el 91.6% 
(141/154) por HAI. De las 85 muestras analizadas por 
ELISA Chagatest un 96% (82/85) mostró reacción positiva 
(Tabla 1).

El 98% (148/151) de los sueros de pacientes con infec-
ción por T. cruzi mostraron anticuerpos anti-SAPA, y sólo 
seis (n = 6) del total no reaccionaron contra este antígeno. 
No existieron diferencias estadísticamente significativas 
entre la proporción de reactividad de ELISA-SAPA y la 
prueba de referencia ELISA Chagatest (p = 0.831) ni frente 
a HAI (p = 0.814). Sin embargo, al comparar los resultados 
de ELISA recombinante con ELISA-SAPA se observaron 
diferencias significativas (p = 0.038) para un a = 0.05, con 
una mayor sensibilidad del primer test.

De los 95 sueros de pacientes con leishmaniasis, 28 
resultaron positivos para ambas ELISAs comerciales, las 
que entre ellas obtuvieron para estos sueros, un índice 
de concordancia kappa de 97% (intervalo de confianza 
= 92-100%; error estándar: 0.024). El 27.4% (26/95) de 
estos sueros fueron reactivos para ELISA-SAPA (Tabla 1). 
Al comparar la proporción de positivos para ELISA-SAPA 
y ELISA recombinante no existen diferencias estadística-
mente significativas (p = 0.749) ni con ELISA Chagatest (p 
= 0.872). Los resultados de la prueba de HAI no pudieron 
ser interpretados dada la presencia de heterofilia acen-
tuada que se obtuvo para estas muestras.

Los sueros provenientes de personas residentes en 
la capital de Salta (zona sin transmisión vectorial de 
T. cruzi, ni Leishmania spp.), evidenciaron negatividad 
para las pruebas de referencia, obteniéndose el mismo 
resultado de ausencia de reactividad frente al antígeno 
SAPA (0/28) (Tabla 1). 

La sensibilidad y especificidad para ELISA-SAPA fue 
del 97.1% (intervalo de confianza del 95%: 94.5-99,9) y 
del 100% (intervalo de confianza del 95%: 99.4-100) res-
pectivamente. Mientras tanto, el índice de concordancia 
kappa al comparar ELISA-SAPA con los resultados de 
las pruebas de referencia fue de 96% (Intervalo de Con-
fianza = 93-99%; error estándar: 0.017) para un nivel de 
confianza del 99%.

El intervalo de confianza del promedio de las DO de 
los sueros de pacientes con infección por T. cruzi frente a 
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ELISA-SAPA se solapa con el intervalo de confianza del 
promedio de DO de los sueros de pacientes con posibles 
infecciones mixtas T. cruzi-Leishmania spp. Asimismo, los 
intervalos para las DO promedio de los controles nega-
tivos se solapan con el intervalo del grupo de sueros de 
pacientes con leishmaniasis, mostrando también valores 
medios y dispersión similar (Tabla 2).

La Fig. 2 muestra, para ELISA-SAPA, que las DO de 
los controles negativos tienen una dispersión, y posición 
de tendencia central, similar al grupo de sueros de pa-

cientes con leishmaniasis que no mostraron reacción para 
ELISA recombinante. En cuanto a los valores relativos 
de DO en los sueros de pacientes con infección por T. 
cruzi, ellos muestran una amplia dispersión, mayor que 
la observada para las infecciones mixtas. Los valores 
máximos para los sueros de pacientes con infección por 
T. cruzi son de 9.9 DO/cut off, mientras que los de los 
pacientes con infecciones mixtas son de 7 DO/cut off y; 
consecuentemente, la media de este último grupo es 
menor (Fig. 2).

TABLA 1.– Valores absolutos y porcentajes de reactividad para
ELISA-SAPA y las pruebas comerciales, enfrentadas a los distintos grupos de sueros. 

Grupos de sueros			   ELISA 	 ELISA 
		  ELISA-SAPA	 recombinante	 Chagatest	 HAI

Pacientes con	 +	 148	 154	 82	 141
infección por 	 -	 6	 0	 3	 13
T. cruzi	 Total	 154	 154	 85	 154
	 % +	 96.10	 100.00	 96.47	 91.56
	 % -	 3.90	 0.00	 3.53	 8.44

Pacientes con	 +	 0	 0	 0	 nd
leishmaniasis	 -	 66	 66	 66	 nd
	 Total	 66	 66	 66	 nd
	 % +	 0.00	 0.00	 0.00	 nd
	 % -	 100.00	 100.00	 100.00	 nd

Pacientes con	 +	 26	 29	 28	 nd
Infecciones mixtas	 -	 3	 0	 1	 nd
	 Total	 29	 29	 29	 nd
	 % +	 89.65	 100	 96.55	 nd
	 % -	 10.34	 0	 3.44	 nd

Controles negativos	 +	 0	 0	 0	 0
	 -	 28	 45	 45	 45
	 Total	 28	 45	 45	 45
	 % +	 0.00	 0.00	 0.00	 0.00
	 % -	 100.00	 100.00	 100.00	 100.00

nd: No determinado

TABLA 2.– Promedio de las DO relativas al cut off (DO/cut off) y sus intervalos de 
confianza del 95% para ELISA-SAPA frente a los distintos grupos de sueros

Grupos de sueros	 Promedio	 LI(95%)	 LS(95%)
	 (DO/cut off)	

Pacientes con infección por T. cruzi	 6.105	 5.748	 6.408
Pacientes con leishmaniasis	 0.282	 0.217	 0.338
Pacientes con infecciones mixtas	 4.630	 3.643	 5.460
Controles negativos	 0.370	 0.207	 0.542

LI: Limite inferior del intervalo de confianza.
LS: Limite superior del intervalo de confianza.
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Discusión
 

El antígeno SAPA ha sido utilizado para el diagnóstico de 
neonatos con transmisión congénita y para el seguimiento 
serológico del tratamiento con beznidazol de la infección 
chagásica6, 9, 28. En nuestro estudio, la sensibilidad calcu-
lada para ELISA-SAPA fue elevada (97.1%) y algunos 
trabajos publicados por diferentes autores evidencian 
resultados heterogéneos respecto a la reactividad del an-
tígeno SAPA frente a sueros de personas en fase crónica 
(32% y 38%) o indeterminada (81% y 88%)9-12.

Algunas de las razones a las que pueden deberse 
las disparidades en los resultados son las diferencias 
metodológicas entre laboratorios, aunque también podría 
estar actuando la diversidad genética del parásito y del 
huésped, evidenciándose la importancia de llevar a cabo 
estudios de tipo multicéntricos como se ha realizado para 
otros antígenos29, 33.

Los sueros analizados en nuestro trabajo, provenientes 
de la provincia de Chaco, pertenecen a personas de un 
rango de edad comprendido entre 1-82 años, por lo que 
no se podría asumir que todos se encontraban cursando 
la fase aguda de la infección en el momento de la toma de 
muestra. Estos resultados dan evidencia de que en la fase 
indeterminada y crónica de la infección por T. cruzi siguen 
existiendo niveles detectables de IgG anti-SAPA. Una 
hipótesis que explicaría estos hallazgos es la existencia 
de ciclos de recirculación a partir de los tejidos infectados, 
hacia nuevos tejidos. Durante estos ciclos de recirculación 
existirían reducidas e intermitentes parasitemias generan-
do una respuesta ininterrumpida y variable de anticuerpos 
anti-SAPA10. Además, puede haber existido transmisión 
activa al momento de la toma de muestras, pudiendo ser 
esto también causa de la presencia de niveles detectables 

de anticuerpos anti-SAPA. Un estudio en perros muestra 
cómo las reinfecciones generan nuevas parasitemias 
detectables por métodos convencionales31.

La presencia de infecciones mixtas (Leishmania spp. 
y T. cruzi    ) en nuestro panel de sueros fue de un 30.5%, 
(29/95) y es consistente con los resultados obtenidos en 
un estudio donde se analizaron 330 sueros de pacientes 
con leishmaniasis procedentes del norte de Salta (la 
misma zona de muestreo del presente trabajo), que re-
veló un 41% de infecciones mixtas utilizando el antígeno 
Ag163B6 en pruebas de ELISA y/o inmunoblotting como 
técnicas de screening (p = 0.086)17. Dado que la infec-
ción chagásica no es endémica en el departamento de 
Orán, los casos que aparecen se deben principalmente 
a migración desde la región chaqueña endémica para la 
enfermedad de Chagas.

La especificidad del 100% para ELISA-SAPA respalda-
ría lo propuesto por Davies (1999) sobre la ausencia de 
reactividad cruzada del antígeno SAPA frente a sueros de 
huéspedes infectados por Leishmania spp., a partir de un 
estudio donde evaluó sueros de perros con leishmaniasis 
cutánea utilizando la técnica de ELISA21.

El elevado valor de índice de concordancia kappa 
(94%), considerado excelente dentro de la escala pro-
puesta por Landis y Koch, indica una elevada eficiencia 
para este antígeno. Esta escala es ampliamente usada, 
principalmente en la validación de métodos y técnicas 
diagnósticas, como así también para el control de calidad 
de laboratorios32-35. ELISA recombinante está conformado 
por seis antígenos recombinantes, de los que uno de ellos 
es SAPA; por lo tanto, la performance de ELISA recom-
binante puede deberse en gran medida a la performance 
del antígeno SAPA36. 

Por otro lado, a nuestro criterio, la especificidad ob-
tenida para ELISA-SAPA debe seguir siendo evaluada 
por medio de estudios confirmatorios de la infección por 
T. cruzi en los pacientes con leishmaniasis (infecciones 
mixtas) mediante métodos que demuestren la presencia 
del parásito. 

Desde el punto de vista del tamizaje serológico, la 
utilización del ELISA-SAPA representaría una herramienta 
diagnóstica de alto valor. En cuanto a la investigación 
epidemiológica, ELISA-SAPA puede representar un medio 
para la detección de focos de trasmisión activa realizando 
un screening en niños, dado que las reinfecciones man-
tendrían una respuesta humoral anti-SAPA37. Además, se 
contará con la posibilidad de producir este antígeno en los 
laboratorios de las zonas endémicas del norte de Argenti-
na, y el procesado de muestras de forma masiva.
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