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Resumen

La aplicacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar e identificar
Trypanosoma cruzi'y Trypanosoma rangeli pre-
senta a menudo dificultades de interpretacién.
Asi, algunas pruebas generan la amplificacion
de bandas similares provenientes de uno de
los dos parasitos, fragmentos polimérficos de
un mismo parasito, o la prevalencia en la de-
teccion de T. cruzi en infecciones mixtas.

En este estudio se presentan y analizan los
trabajos de investigacion basica realizados con
el objeto de disefiar y estandarizar pruebas de
PCR especificas de cada parasito. Los iniciado-
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res TCH2AF/R se disefiaron sobre la base de la
region diferencial observada entre las unida-
des génicas que contienen los genes h2a en
estos tripanosomas. Esta pareja de iniciadores
amplifican un fragmento de 234 pb especi-
fico para T. cruzi (cepas | y Il). Los iniciado-
res TrF/R2 anillan en las regiones intergénicas
del fragmento génico de 801 pb codificante
para seis transcritos que forman la agrupacion
ARNsno-Cl en T. rangeli. Estos iniciadores am-
plifican un fragmento de 620 pb exclusivo de
las cepas KP1(-) y KP1(+) de este parasito.

La aplicacion de estas PCR en vectores infecta-
dos y en pacientes con enfermedad de Chagas
muestra que ambas pruebas constituyen herra-
mientas Utiles para el diagndstico y la identifi-
cacion diferencial de estos tripanosomaétidos.
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gueno (ARNsno), reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), Trypanosoma.

Abstract

The application of polymerase chain reaction
(PCR) to detect Trypanosoma cruzi and Trypa-
nosoma rangeli often presents interpretation
challenges. For example, some tests yield the
amplification of similar bands from either parasi-
te, polymorphic fragments of the same parasite,
or present deviation towards T. cruzi in mixed
infections.

In this study, the basic researching needed for
designing and standardizating specific PCR tests
for each parasite species PCR are shown and
analyzed. The TcH2AF/R primers were designed
on the basis of the differential gene region ob-
served between the histone h2a genic units of
these parasites. These primers amplify a specific
234 bp fragment in T. cruzi (T. cruzi | and Il stra-
ins). The TrF/R2 primers anneal to the intergenic
regions of an 801 bp gene fragment encoding
for six transcripts that conform the snoRNA-CI
cluster in T. rangeli. These primers amplify a
fragment of 620 bp exclusively in KP1(-) and
KP1(+) strains of the parasite.

The application of these PCR tests in infected
vectors and in chagasic patients show that both
tests constitute useful tools for the diagnosis
and differential identification of these trypano-
somatids.

Key words: histone, RNA small nucleolar
(snoRNA), polymerase chain reaction (PCR),
Trypanosoma.

Introduccion

El género Trypanosoma engloba a una serie de
parasitos con caracteristicas moleculares singu-
lares que difieren considerablemente en cuan-

to a su capacidad patogénica para humanos.
Trypanosoma cruzi es el agente causante de
la enfermedad de Chagas, la cual afecta prin-
cipalmente a Centroamérica y Suramérica, con
15 millones de personas infectadas en 21 pai-
ses, 12.500 muertes anuales y una incidencia de
41.200 nuevos casos por afio M.

Por otra parte, Trypanosoma rangeli, aun cuan-
do carece de patogenicidad para el hombre, re-
viste una gran importancia por cuanto comparte
vectores y reservorios con T. cruzi. Ademas, am-
bos tripanosomas presentan estadios morfolégi-
cos de desarrollo similares, son simpatricos y se
presentan en infecciones mixtas tanto en vecto-
res como en reservorios y humanos . Asimismo,
estos parasitos poseen una elevada reactividad
inmunolégica cruzada *?. Ademas, algunas de
las pruebas de PCR disponibles para la deteccion
e identificacion de estos parasitos presentan
problemas tales como amplificacion de bandas
de tamanos similares en T. cruzi y T. rangeli -9,
amplificacién de fragmentos polimorficos 78y
desviacion de la prueba hacia T. cruzi en el caso
de infecciones mixtas @' (tabla 1).

En resumen, todo ello contribuye a que el diag-
nostico y el analisis epidemiolégico de la enfer-
medad de Chagas se dificulten enormemente,
especialmente en paises como Colombia, donde
T. cruzi comparte areas endémicas con T. ran-
geli ®?, lo que da lugar a la obtencién de falsos
positivos y falsos negativos. Es por ello que se
hace necesario el desarrollo de nuevas opciones
para la identificacion especifica de cada uno de
estos parasitos. Dentro del anterior contexto, y
con el fin de conseguir sistemas de diagndsti-
co diferenciales, se disefiaron y estandarizaron
dos pruebas de PCR especificas para estos tri-
panosomas, tras la caracterizacién molecular de
sus blancos de amplificacion, la histona H2A y
la agrupacion génica codificante para los ARN
nucleolares pequefos (ARNsno) Cl 1215,
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Tabla 1. Pruebas de PCR descritas para la identificacion de Trypanosoma cruziy Trypanosoma rangeli

Molécula

blanco

Cebadores

Sensibilidad

absoluta

(fg de ADN)

T. cruzi,

tamano del
fragmento

(1Y)

T. rangeli,

Tamaio del
fragmento

(pb)

Material biol6-
gico ensayado

Comentario

adicional

ADN desnudo

Referencia

Regién 3" no TcH2AF
. Vectores natural
codificante de. | 1 AR 1 234 experimental- | 12-14
XDeri L i
la unidad de 1,2 et
mente infectados
kb del gen h2a
Sangre humana
ADN desnudo
TrF1
A m_JdEOIares 1+ 620 Vectores natural [13,15
pequenos Cl TiR2 y experimental-
mente infectados
S$1629
Miniexén 400 600 860 ADN desnudo 8
S1630
TC1-TC2 TC3
Miniexén ND 250/200/150 100 ADN desnudo 16
TR-ME
Vectores expe-
rimentalmente
Miniexén TrINT1-2 100 360 infectados 7,17
Fragmentos
polimorficos
Sangre total
Elemento
. 01-02 1/30* 250 - 18,19
repetido E13
Gen 24s ARNr | D72-D75 Vectores natural
5* 265/250 210 y experimental- |6
RG3 mente infectados
Acidos nucleicos
Gen 24s ARNr D71-D72 1/1000 110-125 > 250 20,21
totales***
Elemento
repetitivo ADN ) L
Ril=5l g e Vectores natural- U
P542 mente infectados
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Vectores natural
IIE 12 y experimental-
1/20Tc* inf d
Tel6mero Tc189 RV3 100 170 G IEE e o)
1/4Tr* h
TrF3- TrRv6 Sangre humana
de 1 paciente
. S t
Region amino- TSI . SIS IR
terminal Te24 ND 550 - infectados expe- |23
erminal Tc
Tc24T2 rimentalmente
ADN satéli- TCZ1-1CZ2 1** 188 188 Sangre total 24-26
te 195 pb Suero
Minicirculo 121-122-119 |01 330 ND Sangre total 27,28
Vectores natural-
S$35-S36 330 inf d
Minicirculo 0,015%* 760/450/300/165 | Mente infectados |44 59
KPL1
Sangre humana
L Vectores natural-
Minicirculo TC1-TC2 ND 235 350/700 }
mente infectados
Proteina flagelar |BP 1- BP2 10 692 615 Sangre total 5

+picogramos

*parasitos

** usando sondas internas
***RT-PCR

ND: datos no disponibles

En este trabajo se presentan las investiga-
ciones llevadas a cabo conducentes a la ob-
tencién de estos sistemas de diagnostico di-
ferencial para T. cruzi y T. rangeli, asi como
un resumen de los resultados obtenidos en su
aplicacion a casos practicos.

Caracterizacion molecular de
los genes h2a en T. rangeli

Mediante ensayos de Southern blot del ADN
gendmico de las cepas H14 (KP1+) y C23
(KP1-) de T. rangeli, se determin6 que el gen
h2a se encuentra codificado por un solo tipo

de unidad con un tamafo de 800 pb, al me-
nos, con 11 copias repetidas en tandem 037,
a diferencia de lo reportado en T. cruzi, pa-
rasito en el cual esta proteina esta codificada
en locus génicos que contienen unidades de
diferente tamafno 0,76 y 1,2 kb (figuras 1A,
1By 1C). Estas unidades génicas presentes en
el genoma de T. cruzi difieren en la insercién
del short interpersed repeat element (SIRE) en
la region 3" no traducida de las unidades de
1,2 kb y dan origen a su vez a dos transcritos
diferentes 4233,
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Figura 1 (A). Ensayo de Southern blot del ADN genémico de la cepa H14 de T. rangeli. Tres pg de ADN genémico de la
cepa de T. rangeli fueron digeridos con las endonucleasas de restriccion Bgll (1), Pvull (2) y Sphl (3) corridos en geles de
agarosa al 0,8%, transferidos los fragmentos obtenidos a un soporte sélido e hibridados con el clon C1 marcado con
32 -P. Los pesos del marcador molecular se indican a la derecha 9. (B). Ensayo de Southern blot del ADN gendmico
de la cepa H14 de T. rangeli. Tres ug de ADN gendmico de la cepa de T. rangeli fueron parcialmente digeridos con las
endonucleasas de restriccion Sphl 'y Bgll, corridos en geles de agarosa al 0,8%, transferidos los fragmentos obtenidos a
un soporte sélido e hibridados con el clon C1 marcado con 32 -P. Se utilizé A-Hindlll como marcador de peso molecular,
cuyos pesos se indican a la izquierda 9. (C). Ensayo de Southern blot del ADN gendmico de la cepa Y de T. cruzi. Tres
ug de ADN genomico fueron digeridos con las endonucleasas de restriccion Pstl (1), Sacl (2), Xbal (3), Notl (4), Kpnl (5), y
Styl (6) corridos en geles de agarosa al 0,8%, transferidos los fragmentos obtenidos a un soporte sélido e hibridados con
el gen h2a de Leishmania marcado con 32 -P. Los pesos del marcador molecular se indican a la derecha 9. (D). Ensayo
de electroforesis de campo pulsado de los cromosomas de diferentes cepas de T. rangeliy T. cruzi. Los cromosomas de
las cepas Shubacbarina (1) y Munanta (2) de T. cruzi; de las cepas KP1(-) Tre (3) y 5048 (4) y de las cepas KP1(+) Choachi
(5)y H14 (6) de T. rangeli fueron separados con pulsos de 250, 500, 750 y 1.000 segundos por un periodo de 96 horas
a 84 voltios y 12°C. Después de visualizar los cromosomas con bromuro de etidio, éstos se transfirieron a un soporte
solido y se hibridaron con el clon C1 marcado con P -32. El tamafo de las bandas, en Mb, se indica a la izquierda y la
derecha de la figura @9,

Los estudios de electroforesis en gel de cam-
po pulsado (PFGE) para los genes h2a de T.
rangeli indican que estos genes se localizan
en las cepas KP1(-) en dos cromosomas de 1,7
y 1,9 Mb, y en las cepas KP1(+) en los cro-
mosomas de 1,1y 1,9 Mb, aproximadamente

(figura 1D). Estudios similares de PFGE, pre-
viamente realizados en T. cruzi, muestran que
los genes h2a presentan, entre cepas, una
gran variabilidad en su localizacion cromoso-
mica, incluso entre aquéllas pertenecientes a
un mismo grupo taxonémico ©4. Por lo tan-
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to, la localizacion cromosémica de dicho gen
en T rangeli es ya una herramienta util como
marcador diferencial entre los grupos (KP1+) y
(KP1-) de dicho parasito, hecho que represen-
ta una diferenciacién con T. cruzi.

Los analisis de la secuencia de nucleétidos a
partir de fragmentos generados por digestion
de una segunda biblioteca del ADN genémico
del parasito T. rangeli en la cepa C23 (KP1-
) o de amplificaciéon en la cepa H14 (KP1+),
mostraron que el gen h2a en la cepa H14 esta
conformado por 799 pb, de las cuales, 408 pb
se corresponden con la region codificante. Di-
cha region presenta una identidad de 99,5%
con la misma region de la cepa C23 (presen-
tandose las diferencias a nivel del tercer nu-
cleétido del codon), de 90% con la regiéon de
ambas unidades de T. cruzi y de 80% con la
de T. brucei.

La secuencia deducida de aminoacidos del
gen h2a de la cepa H14 de T. rangeli mostrd
100% de identidad al compararla con dicha
proteina para la cepa C23 ©°3V, Dicha protei-
na presenta los motivos consenso AGLXFPV,
RSAK y la histidina en la posicion 123, ca-
racteristicos de las histonas H2A y presentes
también en la secuencia de la histona H2A de
T cruzi ©3. Sin embargo, las regiones 5"y 3
no codificantes del gen h2a de la cepa H14,
constituidas por 148 pb y 243 pb, respectiva-
mente, presentan un 95% de identidad con
su homologa en C23y 58% y 69% de identi-
dad con las mismas regiones de las unidades
génicas de 0,76 y 1,2 kb de la proteina histo-
na H2A de T. cruzi.

En resumen, estos resultados demuestran
que no existen diferencias significativas en
cuanto a la organizacién gendémica del gen
h2a mas allad de las diferencias previamente
reportadas entre las cepas C23 6Vy H14 ©9,
pero existe una clara diferencia en su localiza-

cién cromosémica, que se extiende a otras ce-
pas del parasito y permite diferenciar entre los
grupos de T. rangeli (KP1+ y KP1-). Igualmen-
te, no se encontraron diferencias a nivel de la
secuencia de aminoacidos entre las cepas C23
KP1(-) y H14 KP1(+), Unicamente se detecta-
ron divergencias a nivel de la tercera posicion
del coddn de traduccién. Dicha conservacion,
para la secuencia de aminoacidos de la protei-
na histona H2A, entre los grupos de T. rangeli
se explica por la gran conservacion evolutiva
y funcion biolégica que cumplen estas protei-
nas en la organizacion y funcion del ADN den-
tro de la célula eucariota ®°. Sin embargo, sf
observamos diferencias en las regiones inter-
génicas, entre los grupos de T. rangeli (KP1+y
KP1-), diferencias que se hacen mas acusadas
al compararse con aquéllas que portan los ge-
nes h2a de T. cruzi.

Caracterizacion molecular de la agru-
pacion génica ARNsno-Cl en T. rangeli

A partir de una segunda biblioteca genémica
de la cepa C23 [KP1(-)] de T. rangeli, construi-
da en el sitio Not/ del plasmido pBS (Stratage-
ne) y enriquecida en fragmentos de 1,0 kb,
se aisl6 el clon ClI1. Los ensayos de Southern
blot a partir de ADN gendémico del parasito
demostraron que Cl1 se encuentra en el ge-
noma de T. rangeli como una unidad de re-
peticion de 800 pb, organizada en tandem vy
localizada en un cromosoma de 1 Mb (figuras
2A, 2By 2C) 19,

Para confirmar la transcripcion de Cl1, se realizd
un ensayo de Northern blot a partir del ARN total
de formas epimastigotas del parasito, encontran-
dose un transcrito, aproximadamente, de 90 nts
en T. rangeli, ausente en T. cruzi (figura 2D) %),

Los analisis in silico de CI1 mediante los pro-
gramas Clustal W 8y L-ALIGN &7 identifica-
ron un total de seis ARNsno, tres de ellos co-
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Figura 2. Organizacién genémica del clon ClI1 de T. rangeli. Anélisis de Southern blot de ADN genémico y cromoso-
mas de formas epimastigotas de la cepa C23 de T rangeli y de la cepa No. 3 de T. cruzi, hibridados con CI1 marcado
radiactivamente. (A). Cuatro pg de ADN de T. cruziy 2 ug de ADN de T. rangeli fueron digeridos con las endonucleasas
sefaladas, corridos en geles de agarosa al 0,8%, transferidos los fragmentos obtenidos a un soporte sélido e hibridados
con CI1. Se utilizéd A Hindlll como marcador de tamafno molecular, cuyos pesos se indican a la izquierda. Notese la dife-
rencia existente en la intensidad de las sefales obtenidas entre las dos especies de parasitos versus la cantidad de ADN
usada en el ensayo. (B). Un ug de ADN de T. rangeli fue digerido con las endonucleasas sefialadas, corrido en geles de
agarosa al 0,8%, transferido los fragmentos obtenidos a un soporte sélido e hibridado con Cl1. Se utilizé A Hindlll como
marcador de tamafio molecular, cuyos pesos se indican a la izquierda. Notese que se obtiene una banda de hibridacion
del mismo tamafo con las enzimas empleadas, patrén caracteristico de los genes repetidos en tandem cuando se digie-
ren con endonucleasas que cortan el gen de manera interna una sola vez. (C). Electroforesis en campo pulsado de los
cromosomas de la cepa C23 de T. rangeli (Tr) y de la cepa Y de T. cruzi (Tc). Los nimeros a la izquierda indican el corrido
del patrén de tamafio molecular, cromosomas de Saccharomyces cerevisiae. (D). Andlisis de Northern blot de ARN total
de formas epimastigotas de la cepa C23 de T. rangeli (Tr) y de T. cruzi (Tc) en fase logaritmica de crecimiento, hibridados
con el clon CI1 marcado radiactivamente 9,

dificantes para cada una de las familias C/D y
H/ACA (figura 3). Por otra parte, el analisis de
homologia de la secuencia de nucleétidos del
fragmento Cl1 en la cepa H14, KP1(+) mostré
96,5% de identidad con su contraparte en la
cepa C23 KP1(-) de T. rangeli ®®. Esta gran ho-
mologia de secuencia puede obedecer a que
tanto las regiones codificantes de esta agrupa-
cion como las espaciadores intergénicas estan

281 379 410

sometidas a presion evolutiva para conservar
su secuencia y su longitud, de forma tal que
ocurra el correcto procesamiento de cada uno
de los ARNsno.

Es llamativo que se han encontrado genes or-
télogos codificantes para estos ARNsno en el
cromosoma 11 de T. brucei, en donde se en-
cuentran conformando una agrupacion que se

480 493 569 641 726

8 105 167 241 801
)

Figura 3. Representacion esquematica de la agrupacion génica Cl de T. rangeli. Las cajas representan la regién codifican-
te para cada uno de los ARNsno. Los nimeros representan la posicion de los nucleétidos en la agrupacion ¢

Pavia PX, Cuervo CL, Gil J, Romero I, Morales L, Diez H, et al. Caracterizacién molecular

de los genes histona H2A y ARNsno-Cl de Trypanosoma rangeli: aplicacion en pruebas

diagndsticas. Infectio. 2009; 13 (1):

Volumen 13 No 1 - Marzo de 2009

49



50

repite 3,5 veces, encargada de modificar varias
posiciones en el ARNr (tabla 2). Ademas, los
andlisis basados en las secuencias reportadas
en los diferentes proyectos genomas de T. cruzi
y Leishmania major, ponen de manifiesto la pre-
sencia de estos ARNsno en ambos parasitos.

Retomando los resultados de la figura 2D, en
la cual se observa una Unica banda de hibri-

dacion de 90 nt, aproximadamente, al hibri-
dar el fragmento ClI1 con el ARN de T. rangeli,
es probable que en la misma se encuentren
representados los seis ARNsno homoélogos a
Cl1, puede deberse a las elevadas condiciones
de astringencia usadas en el ensayo de Nor-
thern blot y al uso del inserto del clon CI1 en-
tero como sonda de hibridacion .

Tabla 2. Comparacion de los ARNsno de Trypanosoma rangeli con sus ortélogos en tripanosomatidos

Ortélogo tripanosomatidos

Identidad

Tamaio (nts)

(%)

TC11C4C1T T cruzi 87 80,2
ch TB11Cs4C1 T. brucei 89 73,3
(86) G2 L. collosoma 84 78,8

LM27C1C1 L. major 88 70,6

TC11C4C2 T. cruzi 87 88,5
Cl2 TB11Cs4C2 T. brucei 96 85,4
(88) TS1 L. collosoma 91 71,4

LM27C1C2 L. major 88 60,0

TC11C4H1 T cruzi 73 85-88
CI3

TB11Cs4H1 T. brucei 74 71,4
(75)

LM27CsTH1 L. major 66 77,3

TC11C4C3 T cruzi 90 83,7
Ccla TB11Cs4C3 T. brucei 101 64,0
(99) TS2 L. collosoma 99 72,4

LM27C1C3 L. major 89 71,3

TC11C4H2 T. cruzi 69 79,7
(@5

TB11Cs4H2 T. brucei 69 76,2
(71)

LM27CsTH3 L. major 69 74,2

TC11C4H3 T cruzi 72 88,9
Cle TB11Cs4H3 T. brucei 78 74,3
(77) H6 L. collosoma 69 62,5

LM27Cs1H2 L. major 66 64,8

Adaptado de 2.
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Las secuencias de los ARNsno en T. range-
li, presentan, en lineas generales, una mayor
identidad con sus ortélogos en T. cruzi que en
T. brucei, tal como sucede para los genes codi-
ficantes para las proteinas KMP-11 “9, histona
H2A 7y HSP70 @V,

Este hecho sustenta, en general, una mayor
cercania evolutiva de T. rangeli con T. cruzi y
no con T. brucei, a pesar de que tanto T. ran-
geli como T. brucei se transmiten mediante la
saliva del insecto vector (seccién Salivaria), a
diferencia de T. cruzi que se transmite por las
heces (seccién Stercoraria). Ademas, estos re-
sultados ilustran la utilidad de T. rangeli como
modelo de estudio de T. cruzi. ARNsno.

Deteccidon especifica de T. rangeli me-
diante una prueba de PCR basada en
la agrupacion génica ARNsno-Ci

MW T,

Sobre la base de los estudios realizados, an-
teriormente resumidos, que permitieron iden-
tificar zonas divergentes entre los transcritos
ARNsno-Cl de T. rangeli y T. cruzi, se procedio
al disefio de oligonucleétidos complementarios
especificos de T. rangeli. Asi, se sintetizaron
los iniciadores TrF/TrR2, los cuales amplifican
un fragmento de 620 pb a partir del ADN de
T. rangeli, tanto de cepas KP1(+) como KP1(-
), con una sensibilidad de 1 pg de ADN en la
presencia de ADN heterélogo humano, lo cual
equivale al ADN de 5 parasitos (figura 4). Como
cabia de esperar sobre la base del disefo rea-
lizado, se obtuvo una gran especificidad de la
prueba, por cuanto no se presentd amplifica-
cion con el ADN de ninguna de las cepas de T.
cruzi estudiadas, pertenecientes a los distintos
grupos o zimodemas de dicho parasito .

Te
6 NC

Figura 4. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio que contiene 10 pl del
producto de la PCR TrF/R2 obtenido de los ADN de las cepas de T. rangeli, 5048 (1), H14 (2), C23 (3), Tre (4) y de T. cruzi,
Shubacbarina (5) e Y (6). En el control negativo (NC) se uso agua destilada como templado. ADN del fago A digerido con
Hindllll (Promega) se usé como marcador; los tamafios de sus fragmentos se indican a la izquierda .

Deteccion especifica de T. cruzi median-
te una prueba de PCR basada en los
genes histona H2A y el elemento SIRE

Con base en el elemento repetido SIRE pre-
sente en la regién 3'no codificante de los genes
h2a, se disefiaron y sintetizaron los cebadores
TcH2AF y TcH2AR, los cuales amplifican un frag-
mento de 234 pb en cepas pertenecientes a los

grupos T. cruzily T. cruzill'y al zimodema lll, con
una sensibilidad de 1 fg aun en la presencia de
ADN heterélogo (figura 5). No se observa ampli-
ficacién de ningun fragmento al usar como mol-
de, en la prueba de PCR, el ADN de los grupos
1y 2 de T rangeli, como tampoco con ADN de
otros tripanosomatidos, de humano, de ratén ni
del insecto vector Rhodnius prolixus ™.
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Figura 5. Determinacion de la sensibilidad in vitro con ADN desnudo del parasito. Electroforesis horizontal en gel de aga-
rosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio que contiene 10 pl del producto de PCR usando como molde cantidades
decrecientes del ADN de la cepa BM Lépez de T. cruzi: 10 pg (1), 1 pg (2), 100 fg (3), 10 fg (4), 1 fg (5), 0,1 fg (6), 0,01
fg (7), 0,001 fg (8) y en el control negativo (9), se usé agua destilada como templado. 1 kb Plus (Invitrogen) se usé como
marcador; los tamafios de sus fragmentos se indican a la izquierda 4.

Deteccion diferencial de ambos
tripanosomas en vectores comunes

La deteccién de T cruziy T. rangeli en vecto-
res naturalmente infectados ha sido objeto de
estudio debido a que en las infecciones intesti-
nales existen flagelados indiferenciables entre
si, de manera que en algunas infecciones se
identifica la presencia de una de las dos espe-
cies, pero no se puede confirmar o descartar
la presencia de la otra “2.

Dentro de este contexto, en este trabajo se
evaluo el uso de las pruebas de PCR usando
los iniciadores TcH2AF/R y TrF/R2 especificos
de T cruzi y T rangeli, respectivamente, asi
como el estudio comparativo con los iniciado-
res $35/S36 que amplifican el ADN del cineto-
plasto (ADNk) @), Se realizaron infecciones ex-
perimentales de ninfas de quinto estadio de R.
prolixus sanos mantenidos en el laboratorio.
De ellas, 14 especimenes fueron infectados
con T. cruzi, 22 con T. rangeli y 17 con ambos
tripanosomas. Se utilizaron como controles 40

insectos vectores libres de infeccion, los cuales
fueron distribuidos proporcionalmente para
cada uno de los ensayos.

Cada insecto fue expuesto a luz ultravioleta
(UV) durante 1 hora, disecado 15 dias des-
pués de la infecciéon para obtener el contenido
intestinal, las heces y la hemolinfa y 45 dias
después de la infeccion para obtener muestras
de glandulas salivales. Las muestras se anali-
zaron por observacién directa al microscopio,
coloracién con Giemsa y las tres mencionadas
pruebas de PCR.

Para el caso de las infecciones individuales
con T. cruzi, la presencia de formas parasi-
tarias 15 dias después de la infeccion se de-
tectd por observacion directa al microscopio
y coloracion de Giemsa en un porcentaje de
100% (14 de 14) y 78% (11 de 14), respec-
tivamente. Con las PCR TcH2AF/R y S35/S36
se detect6 la presencia de T cruzi en 100%
(14 de 14) con los productos de amplificacion
esperados. El indice de correlacion kappa en-

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA | REVISTA INFECTIO



tre las dos pruebas de PCR fue de 1 (IC95%
0,95-1,0), lo cual se interpreté como concor-
dancia casi perfecta “®. Teniendo en cuenta
gue Pavia et al. ¥, reportan que la prueba de
PCR TcH2AF/R puede detectar hasta 1/200 del
contenido de ADN de un parasito aun en la
presencia de ADN heterdlogo humano o de
raton, esta PCR puede considerarse como una
de las pruebas con mayor poder de deteccion
en insectos vectores entre las que utilizan ADN
nuclear como blanco de amplificacion.

Por otro lado, en las infecciones experimenta-
les individuales con T. rangeli, la presencia de
formas parasitarias en la hemolinfa 15 dias des-
pués de la infeccion, fue detectada mediante
observacién directa al microscopio y coloracion
de Giemsa en el 100% (22 de 22). La presen-
cia de T. rangeli también se detectd en la he-
molinfa con ambas pruebas de PCR (22 de 22)
en 100% con los productos de amplificacion
esperados al usar en este caso como iniciado-
res las parejas TrF/R2 y S35/S36. El indice de
correlacion kappa entre ambas pruebas fue de
1 (IC95% 0,95-1,0), lo cual se interpretd como
concordancia casi perfecta 3. Por su parte, los
insectos no infectados fueron negativos para
todas las pruebas aplicadas.

Cuarenta y cinco dias después de la infec-
cion, 21 de los 22 vectores infectados con T.
rangeliy 3 controles fueron descontaminados
y disecados, y se extrajeron las glandulas sa-
livales. Las formas parasitarias se detectaron
por observacion directa al microscopio y co-
loracion de Giemsa en un porcentaje de 90%
(19 de 21) y 67% (14 de 21), respectivamen-
te. Con la PCR TrF/R2 se detectd la presencia
de T. rangeli en 33% (7 de 21) de los vectores
y con la PCR S35-536 en 48% (10 de 21).

El indice de correlacion kappa entre las dos
pruebas de PCR fue del 0,76, lo cual se in-
terpreté como una buena concordancia (IC

95%: 0,52-0,90) siguiendo los criterios des-
critos por Sackett et al. “?. Todos los casos de
insectos positivos (presencia de parasitos) por
PCR fueron igualmente positivos por las prue-
bas convencionales. Por su parte, los cinco
controles sanos fueron negativos para todas
las pruebas aplicadas. Estos resultados eviden-
cian una baja sensibilidad de ambas pruebas
de PCR para detectar la presencia de T. rangeli
en glandulas salivales en comparacién con los
métodos convencionales, hecho que puede
atribuirse a la presencia de inhibidores de la
reaccion de PCR (no se presentan los datos).

En resumen, los resultados obtenidos mues-
tran que el poder de deteccién de infecciones
individuales en insectos vectores mediante la
prueba de PCR usando los iniciadores TrF/R2,
es menor en relacién con la utilizacion de la pa-
reja de cebadores S35/536. Sin embargo, en las
infecciones mixtas experimentales con ambos
parasitos, T. rangeli fue detectado en el conte-
nido intestinal y heces de los insectos en 71%
con los iniciadores TrF/R2 y sélo en 6% con los
cebadores S35/536. Estos resultados corrobo-
ran lo descrito por Vallejo et al. "9, y Vargas
et al. ", quienes observaron que el perfil de
amplificaciéon de T. cruzi con los cebadores S35/
S36 es dominante en la mayoria de las infeccio-
nes mixtas (T. rangeli y T. cruzi), debido proba-
blemente a que los minicirculos de T. cruzi son
mas abundantes y consecuentemente compiten
mas enérgicamente por el anillamiento con los
iniciadores, lo cual genera un perfil tipico de T.
cruzi que enmascara la presencia de 7. range-
li. Por lo tanto, estos hallazgos claramente de-
muestran la utilidad de la prueba de PCR TrF/R2
para detectar la presencia de ambos tripanoso-
mas en insectos coinfectados.

Una vez comprobada la capacidad de detec-
cionde T cruziy T. rangeli en insectos vectores
experimentalmente infectados mediante PCR
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usando las parejas de cebadores TcH2AF/R y
TrF/R2, respectivamente, se evalué la capaci-
dad de dichas pruebas para la detecciéon de
los mencionados parasitos en vectores natu-
ralmente infectados.

Es asi como se analizaron un grupo de R. co-
lombiensis, recolectados en el municipio de
Coyaima (Tolima) de palmas Attalea butyracea,
y otro grupo de T. maculata del departamento
de Bolivar. En los 29 R. colombiensis, las for-
mas parasitarias en el contenido intestinal y
heces se detectaron por observacién directa
al microscopio y coloraciéon de Giemsa en un
porcentaje de 83% (23 de 29) y 86% (25 de
29), respectivamente; mientras que en glan-
dulas salivales no se observaron formas parasi-
tarias. Se detecto la presencia de T. cruzi en el
contenido intestinal y heces en 100% (29 de
29) con ambas pruebas de PCR. Sin embargo,
T. rangeli se detecté en el contenido intesti-
nal y heces con la PCR TrF/R2 en 14% (4 de
29) y en 10% (3 de 29) con la PCR S35/S36.
Ademas, este parasito no se detectd con nin-
guna de las pruebas de PCR utilizadas en las 8
muestras de glandulas salivales analizadas, a
pesar de que tres de ellas fueron positivas en
heces mediante la técnica de observacion di-
recta al microscopio y coloracién de Giemsa.

Por otra parte, las 8 muestras de glandulas
salivales analizadas de R. colombiensis fueron
negativas, tanto por las pruebas de PCR como
por los métodos convencionales, lo cual su-
giere que en el momento de su andlisis el pa-
rasito no habia invadido las glandulas salivales
de los insectos. Por otra parte, dado que los
21 ejemplares de T. maculata recolectados en
Bolivar fueron negativos para T. cruziy T. ran-
geli con los iniciadores TcH2AF/R y TrF/R2, se
confirmoé una vez mas la especificidad de es-
tas pruebas de PCR, teniendo en cuenta que
las pruebas convencionales de identificacion y

la PCR S35-536 "9 también fueron negativas
para estos insectos.

Los resultados mostrados evidencian que las
pruebas de PCR, basadas en los fragmentos
génicos h2a y el elemento SIRE (TcH2AF/R) y
el ARNsno-C1 (TrF/R2), usadas para la detec-
cion de T cruzi y T. rangeli, respectivamente,
retnen las condiciones adecuadas para utili-
zarse en la deteccidén de infecciones puras y
mixtas en triatominos naturalmente infecta-
dos por estos parasitos. Por lo tanto, estas
pruebas constituyen una valiosa herramienta
en el estudio y control epidemioldgico de la
enfermedad de Chagas.

Deteccion de T. cruzi en humanos

Aun cuando se han descrito varias pruebas
de PCR para la identificacion de este parasito,
pocas han reportado resultados exitosos en
muestras humanas (tabla 1). De éstas, vale la
pena mencionar las que utilizan como blanco
de amplificaciéon ADN satelital y ADNk del pa-
rasito, las cuales, si bien presentan un buen
desempefio y sensibilidad en infecciones cré-
nicas y congénitas “+49, tienen la desventaja
de amplificar fragmentos de tamafo similar
en T rangeli.

Con el objeto de evaluar la validez de la prue-
ba de PCR TcH2AF/R para el diagndéstico de
T. cruzi en muestras humanas, se realiz6 un
estudio de concordancia de la misma con las
pruebas clasicas de inmunoensayo enzimatico
e inmunofluorescencia indirecta, determinan-
do la sensibilidad y especificidad de la mencio-
nada prueba de PCR. A tal fin se clasificaron
y examinaron 156 individuos segun los hallaz-
gos clinicos y epidemiolégicos y los resultados
de las pruebas seroldgicas. Ademas, 97 de las
156 muestras se compararon con la PCR S35/
S36. Los resultados obtenidos mostraron que
de las 156 muestras, 89 (57%) fueron positivas
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por IFl y ELISA, de las cuales, 84 (53,8%) pre-
sentaron el perfil de amplificaciéon correspon-
diente a la banda esperada de 234 pb al usar
los cebadores TcH2AF/R, obteniéndose una
sensibilidad de 88% (IC95%: 75%-95%) y es-
pecificidad de 92,5% (IC95%: 87,7%-97,2%).
El indice kappa, indicador de concordancia en-
tre las pruebas seroldgicas y TcH2AF/R fue de
0,8 (IC95% 0,73-0,86), en tanto que entre las
PCR TcH2AF/R y S35/536 fue de 0,9 (IC95%
0,84-0,96). Por consiguiente, estos resulta-
dos permiten concluir que la prueba de PCR
TcH2AF/R es una prueba diagndstica promiso-
ria complementaria a las pruebas serolégicas,
para la deteccion de T. cruzi.

Las pruebas de PCR aqui descritas, TcH2AF/R
y TRF/R, usadas en conjunto permiten la iden-
tificacion de infecciones mixtas por ambas es-
pecies de tripanosomas, tanto en hospederos
vertebrados como invertebrados, de manera
que constituyen una ayuda diagnoéstica im-
portante para la correcta identificacion de es-
tos parasitos en las areas endémicas en donde
circulan ambos tripanosomas. Ademas, estos
iniciadores, al anillar a blancos nucleares y ser
usadas junto con pruebas mas sensibles que
amplifican blancos mitocondriales como la
PCR S36/S36, pueden confirmar la presencia
del parasito y determinar de forma temprana
el aumento en carga parasitaria.
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