Diseno y estandarizacion de una prueba de
PCR para la deteccion especifica de

Trypanosoma Cruzi

Paula Pavia Bact.”,

Claudia Cuervo Biol.™,
Marleny Montilla Msc**,
Santiago Nicholls MD. MSc.**,
Concepcion Puerta Ph.D.”*

Resumen

Objetivo: Trypanosoma cruzi, agente causal de
la enfermedad de Chagas, presenta dos tipos de
unidades H2A: 1,2 y 0,76 Kb. Dada la ausencia de la
unidad de 1,2 Kb en T.rangeli, en este trabajo se
desarrolld una prueba de PCR para la deteccion de
T.cruzi, usando como blanco este gen. Materiales y
Métodos: los oligonucleotidos TcH2AF y TcH2AR
fueron disehados usando el programa Oligo TM
version 4.0 for Macintosh. La reaccion de PCR (Tris-
HCI 10 mM pH 9, KCI 50 mM, triton x-100 0,1%,
dNTPs 200 mM, cebadores 20 pmoles, MgCl2 1,5
mM, Tag DNA polimerasa 1,25 U y ADN 125 ng) fue
sometida al siguiente programa en un termociclador
PTC-100 MJ-Research: denaturacion 95 °C por 5 min,
15 ciclos con denaturacion a 95 °C por 30 s, anillaje y

Introduccion

La enfermedad de Chagas, producida por
Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos de la
familia Reduviidae, es una parasitosis de amplia
distribucion geografica que afecta aproximadamente
a 17 millones de personas en 15 paises de América
Latina, siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad (1). En la fase inicial de la infeccion, debido
a la gran circulacion de parasitos en sangre, el
diagndstico se realiza mediante frotis de sangre
periférica. En la siguiente etapa de la enfermedad,
denominada fase indeterminada, si bien no se

extension a 72 °C por 1 min y 20 ciclos con anillaje a
65 °C durante 30 s y extension a 72 °C por 30 s. Los
productos amplificados fueron visualizados en geles
de agarosa al 1,5%, tefiidos con bromuro de etidio.
Resultados: TcH2AF/R amplifican una banda de 230
pb en cepas pertenecientes a los Zimodemas |, I y il
de T.cruzi, con una sensibilidad de 1fg aun en la
presencia de ADN heterdlogo; mientras que no
amplifican el ADN de cepas de T.rangelitanto KP1(+)
como KP1(-). Conclusiones: esta PCR constituye
una herramienta potencial para la deteccion de T.cruzi
en muestras bioldgicas de vector, humano y/o raton.
Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Histona H2A,
PCR. &
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presentan sintomas, el paciente constituye un
reservorio del parasito que ayuda al mantenimiento
del ciclo de vida del mismo. Un 30% de estos
pacientes desarrolla la tercera fase, la fase cronica
de la enfermedad, la cual se manifiesta con
alteraciones cardiacas, digestivas o neuroldgicas, que
pueden conducir a la muerte. En estas dos ultimas
etapas, la circulacién del parédsito en la sangre
disminuye sensiblemente; por lo tanto se debe recurrir
a otras técnicas de diagnéstico (1,2).

Desde hace una década, la reaccion en cadena
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de la polimerasa (PCR) ha sido empleada de manera
exitosa como una herramienta de diagndstico
molecular en la deteccion de agentes infecciosos (3).
La eleccion del ADN como objetivo para el diagndstico
ofrece las siguientes ventajas: (i) todas las secuencias
de ADN estan presentes en todas las etapas del ciclo
de vida del parasito, (ii) todos los organismos
contienen secuencias de ADN que pueden ser
empleadas para diferenciar individuos, especies o
géneros y (iii) a diferencia de los métodos
inmunoldgicos, estos métodos son independientes de
la inmunocompetencia del individuo o de la historia
de infecciones previas (4).

Dentro del anterior contexto, se han desarrollado
diversas pruebas de PCR con la finalidad no sdlo de
diagnosticar T.cruzi, sino también de diferenciarlo de
su contraparte no patogénica, Trypanosoma rangeli
(5,6); parasito que comparte huéspedes, reservorios
y vectores con T.cruzi en las mismas areas
geograficas, de manera que se ha documentado la
existencia de infecciones mixtas (7,8).

Por otra parte, los genes que codifican para la
histona H2A de T.cruzi se encuentran repetidos en
tandem formando dos agrupaciones, compuestas por
unidades intercaladas de 1,2 y 0,76 Kb (9). Estos
genes se diferencian basicamente por la presencia
del elemento SIRE (Elemento corto repetido disperso)
en la regién 3' no codificante de los genes de 1,2 Kb
(10,11).

Estudios recientes han demostrado que SIRE,
elemento de 428 pb, se encuentra presente en cerca
de 1 500 a 3 000 copias por genoma dependiendo de
la cepa, esta distribuido en todos los cromosomas y
es especie-especifico de T.cruzi (12). SIRE ademas
presenta una organizacion compleja, encontrandose
presente en la region intergénica de los genes TcP23
(13), asi como también en la regiéon 3’ de ARN
mensajeros de proteinas como la histona H2A, 2-
hidroxiacido deshidrogenasa, oligopepetidasa, a-
manosidasa lisosomal, aldehido deshidrogenasay de
otros marcos de lectura abiertos no identificados;
contribuyendo ademas en algunos casos a la
formacion del sitio de poliadenilacion y del extremo
carboxilo terminal del producto codificado (13,14).

Dentro del anterior contexto, en este trabajo se
presenta el disefio y estandarizacion de una prueba
de PCR para la deteccion especifica de Trypanosoma
cruzi, basada en la amplificacion de 230 pb de la region
3’ no codificante de la unidad H2A de 1,2 Kb, las cuales
hacen parte del elemento SIRE insertado en este gen.

Meétodos

Obtencion de los parasitos: se trabajé con
formas epimastigotas de T.cruziy T.rangeli (tabla
1), obtenidas por los laboratorios de Parasitologia
del Instituto Nacional de Salud (INS) y de
Investigacion en Parasitologia Tropical de la
Universidad del Tolima, caracterizadas por
isoenzimas (15) y PCR (16). La obtencion en masa
de los parasitos se realizé en medio REI modificado
liquido (infusién de cerebro corazén: 10 g/l, NaCl 8
g/l, KCI 8 g/l, MgS0O4 7 H20 0,2 g/l, NaHPO4 0,06
g/l, CaCl2 0,07 g/l, glucosa 2 g/l, NaHCO3 1g/l),
suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB)
y 100 mg/ml de gentamicina a 24 C (17).

Obtencion de triatomineos: se trabajo con
Rhodnius prolixus adultos libres de infeccion,
mantenidos en el Laboratorio de Parasitologia del
INS, los cuales fueron descontaminados y
disecados, previamente a la extracciéon del ADN a
partir del contenido intestinal (16).

Diseio de iniciadores: en primer lugar se selecciond
la region del gen de 1,2 Kb (9) blanco de amplificacion,
mediante estudios de bioinformatica utilizando los
programas FASTA (18), MULTIALIN (19) y L-ALIGN
(18). Los oligonucledtidos se disefiaron con base en
dicha region, usando el programa OligoTM versién
4.0 for Macintosh. Lic 6496 (1990). National
Bioscience, Inc. Plymouth (figura 1).

Extraccion del ADN: el ADN de los parasitos fue
extraido segun lo indicado por Escalante et al. 1997
(20). Para la extraccién de ADN humano se siguio el
protocolo descrito por Sambroock et al. 2000 (21).

Diagrama de la unidad de 1,2 Kb que codifica para el gen
de la histona H2A de T.cruzi
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Los cebadores TcH2AF/R y la region que amplifican se indican
en azul. Los numeros en paréntesis indican la posicion de cada
cebador en la secuencia y el bloque, la region codificante.



Caracteristicas de las cepas de los parasitos

Parasito Grupo Cepa Codigo Procedencia
1 Cc23 MAQT/CO/82/C-23 Sucre
T. rangeli KP1(-) 5048 MHOM/CO/99/5048 Magdalena
Tre - -
2 H14 MHOM/Hond/H14 Honduras
KP(+) Choachi IRHO/CO/86/Choachi Cundinamarca
P19 |/PRX/CO/84/P19 N. Santander
No.3 MDID/CO/87No.3 N. Santander
T. cruzi Zimodema | BMLo6pez MHOM/CO/87BMLépez Cundinamarca
Mrangel MHOM/CO/86MRangel Cesar
Ikiakarora IRHO/CO/95lkiakarora N. Santander
Shubacbarina IRHO/CO/95Shubacbarina | N. Santander
Munanta IRHO/CO/85Munanta Boyaca
Tulahuen ITRI/CHI/82/Tulahuen Chile
Zimodema
] Y MHOM/BR/00/Y Brasil
Zimodema
1] CANIII MHOM/BR/68/CANII Brasil

EIADN extraido se analizo mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1 % utilizando TAE
como solucion tampoén (Tris HCI 0.04 M pH 7,2, acido
acético glacial 29,6 mM y EDTA 2 mM pH 8) con
posterior tincién con bromuro de etidio (Sigma) a una
concentracion final de 0,5 mg/ml. Finalmente, la
concentracion del ADN se midi6 por
espectrofotometria a UV . teniendo en cuenta
que una unidad de densidad 6ptica (DO) equivale a
50 mg por ml de ADN de dobie cadena (21).

Ensayos de PCR: la reaccion se realizd en un
volumen final de 25 ml, conteniendo: Tris-HCI 10 mM
pH 9.0, KCI 50 mM, triton x-100 0,1 %, dNTPs 200
mM, cebadores 20 pmoles, MgCI2 1,5 mM, Tag DNA
polimerasa 1,25 U y ADN 125 ng. Esta reaccion fue
sometida al siguiente programa en un termociclador
PTC-100 MJ-Research: denaturacién 95 °C por 5 min,
15 ciclos con denaturacién a 95 °C por 30 s, anillaje y
extension a 72 °C por 1 min y 20 ciclos con anillaje a
63 °C por 30 s y extension a 72 °C por 30 s. Como
control negativo se utilizd la misma reaccién pero con
la adicion de agua en reemplazo del ADN.

Analisis del producto de amplificacion: una
alicuota de 10 ml de la reaccion de PCR fue
visualizada en geles de agarosa al 1,5%, tefiidos con
bromuro de etidio (21)

Determinacion de la especificidad de la PCR in
vitro: la especificidad se determind usando como
blanco de amplificacion el ADN de cepas de T.cruzi
pertenecientes a los zimodemas |, Il y lll, asi como
también de cepas pertenecientes a los grupos 1y 2
de Trangeli (22), y de otros tripanosomatidos tales
como Leishmania y Crithidia.

Determinacion de la sensibilidad de la PCR in
vitro: la sensibilidad de la prueba se determiné tanto
mediante amplificacién de diluciones en base 10 del
ADN desnudo del parasito, como por amplificacién
de éstas mismas diluciones en presencia de 50 ng/
ml de ADN heterdlogo (humano y raton).

Resultados

Ensayos de PCR: luego de estandarizar las
condiciones de la reaccion se encontro que en todas
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las cepas de T.cruzi se amplifico la banda esperada
de 230 pb, mientras que en las muestras de T.rangeli
tanto KP1 (+) como KP1(-), ADN humano, de ratén,
de vector y el control negativo, no se observé banda
de ampilificacion (figura 2).

Determinacion de la especififidad: una vez
determinado que la pareja de cebadores TcH2AF/R
amplificaba la banda esperada en todas las muestras
de T.cruzi, se procedio a realizar la prueba de PCR
con un numero mayor de cepas de T.rangeli,
representantes de los grupos 1 (KP1-) y 2 (KP1+) de
este parasito (22); asi como también con ADN de otros
tripanosomatidos como Crithidia y Leishmania. Para
ello, se extrajo el ADN de todas las cepas y se realizd
la prueba con 125 ng de ADN desnudo, obteniendo
solamente la banda esperada exclusivamente en las
muestras de T.cruzi (figura 3). Para corroborar que el
resultado negativo en las muestras no obedeciera a
ausencia de ADN o a la presencia de inhibidores de
la PCR, se realizé una PCR usando los
oligonucledtidos KMP11F/R, los cuales amplifican una
banda de 300 pb correspondientes a la region
codificante de la proteina KMP11 en T. cruzi y
T.rangeli. Los resultados evidencian la banda
esperada en todas las muestras, confirmando que la
negatividad de la PCR usando los cebadores TcH2AF/
R se debe a la especificidad de la prueba (resultados
no mostrados).

Determinacion de la sensibilidad: para determinar
la cantidad de ADN deshudo que los cebadores
TcH2AF/R eran capaces de amplificar, se realizo un
ensayo de PCR utilizando cantidades decrecientes
de ADN desnudo del parasito, iniciando con 10 pg de
ADN.

Es asi como en la figura 4, se observa amplificacion
de la banda esperada hasta con 1 fg de ADN. Teniendo
en cuenta que segun lo descrito por Kooy et al. 1989
(28); 200 fg de ADN total del parasito corresponden
al ADN de un parasito, con esta prueba se puede
detectar hasta 1/200 del parasito.

Dado que al aplicar las pruebas de PCR a muestras
bioldgicas, hay que tener en cuenta las posibles
interferencias del ADN procedente del hospedador,
se realizaron una serie de ensayos de PCR en la
presencia de ADN heterdlogo tanto humano como de
raton. Es asi como los resultados obtenidos muestran
gue el ADN heterdlogo no inhibe la reaccién, ni afecta
la sensibilidad de la misma (resultados no mostrados).

Adicionalmente, dadas las posibles interferencias

con la reaccién de PCR que pueda tener el contenido
intestinal de triatomineo al aplicar la prueba de PCR
directa en la muestra del vector; se realizé una prueba
de sensibilidad con ADN desnudo del parasito en
presencia de contenido intestinal de adultos de
R.prolixus, encontrandose que la sensibilidad de la
reaccion no es afectada (resultados no mostrados).

Finalmente, dada la ocurrencia de infecciones
mixtas con T.cruziy T.rangeli, tanto en el vector como
en los reservorios y humanos (7,8); se realizaron
pruebas de PCR en la presencia de ADN de
cantidades variables de T.rangeli. Es asi como en la
figura 5 se observa como la presencia de menor, igual
0 mayor cantidad de ADN de T.rangeli, no interfiere
en la amplificacién del ADN de T.cruzi.

Discusion

La prueba de PCR estandarizada con base en los
genes de 1,2 Kb codificantes para la histona H2A de
T.cruzi muestra una alta especificidad, por cuanto
detecta exclusivamente ADN de T.cruzi, tanto
zimodema | como zimodema Il y lll, y no presenta
sefal de amplificacion con los ADNs de T.rangeliKP1(+)
0 KP1(-). Estos resultados concuerdan con la ausencia
de SIRE y de unidades de 1,2 Kb codificantes para la
histona H2A en el genoma de T.rangeli (24, 25).
Adicionalmente, los cebadores TcH2AF/R no amplifican
el ADN de otros tripanosomatidos como C. fasciculata
y L. amazonensis, asi como tampoco ADN humano,
de ratén ¢ de vector.

Por otra parte, dado que con esta prueba se puede
detectar hasta 1/200 del contenido de ADN de un
parasito, aun en la presencia de ADN heterdlogo
humano o de raton, o de contenido intestinal de vector;
esta PCR se ubica como una de las pruebas que
utilizan ADN nuclear como blanco con mayor
sensibilidad. A este respecto, vale la pena comentar
como las pruebas de PCR que usan como molde ADN
nucleares, aun cuando en general presentan menos
moléculas blanco en relacién al KADN del minicirculo,
tienen la ventaja de indicar infeccion activa; ya que
segun lo reportado por Teixeira et al. 1994 (26), existe
la posibilidad de que el KADN se integre a la célula
del huésped, y por lo tanto éste tipo de prueba no
pueda aplicarse para el seguimiento de la parasitemia
post tratamiento.

Finalmente, es importante resaltar que dada la
presencia de infecciones mixtas tanto en el humano
como en los reservorios y vectores de ambos
tripanosomas; la amplificacion del ADN de T.cruzino
es inhibida por la presencia de T.rangeli.



DISENO Y ESTANDARIZACION DE UNA PRUEBA DE PCR PARA LA DETECCION ESPECIFICA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Reaccion de amplificacion usando los cebadores TcH2AF/R

Pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1000-+----

Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 ml del producto de PCR obtenido
de los ADNs de T. cruzi: No.3 (1). Shubacbarina (2), Ikiakarora (3), M. Rangel (4), B.M.Ldpez (5), Munanta (6), Tulahuen (7), Y (8),
CANIII(9), T. rangeli: 5048 (10), H14 (11) y ADN humano (12), de raton (13) y de R.prolixus (14). En el control negativo (15) se uso agua
destilada como templado. 100 pb DNA Ladder (Promega) fue usado como marcador; los tamafnos de sus fragmentos se indican a la

izquierda.

Determinacion de la especificidad

pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

650 ------

300 -mmr
; — 230 pb

Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 °s coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10ul del producto de PCR obtenido
de los ADNs de T. cruzi: B.M.Ldpez (1), Y (2). CANIII (3) y de los ADNs de T. rangeli: Tre Almudena (4), Choachi (5). 5048 (6). C23(7),
P19 (8), ADN humano (9) Leishmania amazonensis (10). Crithidia fasiculata (11) y en el control negativo (12), se usd agua destilada
como templado. 1 Kb Plus (Invitrogen) fue usado como marcador; ios tamafios de sus fragmentos se indican a la izquierda.
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Determinacion de la sensibilidad in vitro con ADN desnudo del parasito

pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2000 -
1650 -—-
1000 -

— 230 pb

Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 ul del producto de PCR usando
como molde cantidades decrecientes del ADN de la cepa BM Lopez de T. cruzi. 10 pg (1), 1 pg (2), 100 fg (3), 10fg (4), 1 fg (5), 0,1 fg
(6), 0,01 fg (7), 0,001 fg (8) y en el control negativo (9), se uso agua destilada como templado. 1 Kb Plus (Invitrogen) fue usado como

marcado; los tamanos de sus fragmentos se indican a la izquierda.

Reaccion de amplificacion de T.cruzi con los cebadores TCH2AF/R en la presencia de ADN de T.rangeli

Pb 1 2 3 4 5 6

(] —
500 -

<4— 230pb

Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 ul del producto de PCR usando
como cantidades diferentes de ADN de la cepa No. 3 de T. cruzi (Tc) y Choachi de T.rangeli Tr): 125 ng de Tc y 250 ng de Tr (1), 250
ngde Tcy 125 ngde Tr (2), 125ng de Tcy Tr (3), 125 ng de Tc y 50 ng de Tr (4), 50 ng de Tc y 125 ng de Tr (5) y en el control
negativo(6) se uso agua destilada como templado.1 Kb Plus (Invitrogen) fue usado como marcador; los tamafios de sus fragmentos
se indican a la izquierda.
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Dados los anteriores resultados, la prueba de PCR
desarrollada constituye una herramienta potencial
para el diagnéstico de T.cruzi en muestras bioldgicas
tanto de vectores como de reservorios y de humanos
infectados. &
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Objective: Trypanosoma cruzi, the causal agent of
Chagas disease, presents two types of H2A units: 1.2
and 0.76 Kb. Due to the absence of the 1.2 Kb unit in
T.rangeli, in this work, a PCR test for detecting T.cruzi
was developed, using this gene as target. Materials
and Methods: the primers TcHAF and TcHAR were
designed using the Oligo TM 4,0 version for Macintosh
program. The PCR reaction (Tris-HCI 10 mm pH 9,
KCI 50 mM, triton x-100 0.1 %, dNTPs 200mM,
primers 20 pmoles, MgCi2 1.5 mM, Tag DNA
polymerase 1.25 units and DNA 125 ng) was submitted
to the following program in a PTC-100 MJ-Research
Termocycler: denaturation at 95 °C for 5 min, 15 cycles
involving denaturation at 95 °C for 30 s, annealing and
extension for 1 min and 20 cycles involving annealing
at 65°C for 30 s and extension at 72 °C for 30 s. The
amplified products were visualized in 1.5 % agarosa
gels stained with ethidium bromide. Results: TcH2AF/
R primers specifically amplified a 230-bp fragment in
Zimodemes |, Il and Il strains of T.cruzi. The
amplification allowed the detection of 1 fg of DNA in
the presence of heterologous DNA whereas no
amplification was observed with different T. rangeli
strains (groups 1 and 2). Conclusions: this PCR
constitutes a potential tool for the detection of T.cruzi
in biological samples of vector, human and/or mouse.
Key words: Trypanosoma cruzi, H2A histone, PCR.
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