“eereyd

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Deteccion de Trypan__osoma cruzz en n{uestras de Sangre por medio de

la Reaccion en cadena denla Pollmerasa (PCR) como un Método

Especnﬁco en. ghl‘“])lagnostlco Rapldo de la Enfermedad de Chagas
S - '

""‘" *xk‘-.r!‘;

".-’: f} 1 ™
7 H ! N L
. \ -

\‘

e
N if’w“"‘.;‘

JULIA EL]SA ANTQNIE_TA MACHUC'A. HERN{L\\DEZ .
I ‘ ‘\ —i' .;’fi, "\..--x.ﬂ %“ ! ‘:‘%’;‘A e
TR AN
‘?.f'% [N 2Ty L e B
Oy ' ' -
PARA OPTAR AL TITULO DE~

..
-

f,\ T

a,

A

Y
™

QUlMlCA BIOLOGA

"i: *+§ ’j__:"

Guatemala, Agosto del 2000.




%

L1

JUNTA DIRECTIVA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

DECANA: Licda. Hada Maneta Alvarado Beteta

SECRETARIO:  Lic. Oscar Federico Nave Herrera

VOCALI: Dr. Oscar Manue!l Cobar Pinto
VOCAL 1L Dr. Rubén Dariel Veldsquez Miranda
VOCAL I1I: Lic. Rodrigo Herrera San José¢
VOCAL IV: Br. César Alfredo Flores Lopez

VOCAL V: Br. Manuel Anibal Leal Gomez




Dedico Esta Tesis a:

A Dios y a la Virgen Maria

A mi patria Guaiemala

A mis Padres

A mis Abuelos

A mis Hermanos

A mis Sobrinos

Al Dr. Jubio Cesar Argueta

A mis Compafieras

DEDICATORIA

Que me permitieron legar hasta aqui

Lic. Leonel Machuca Quiroa
QOlga Laura Hernandez de Machuca

Gracias por su confianza y apovo.

Con mucho carifio

Kilbert, Glenda, Brasil y Leonel

Que han sido mi ejemplo.

Con carifio

Por su colaboracion incondicional

Nancy Ayala Contreras

Ana Myniam Vargas Gudiel i




A

AGRADECIMIENTOS

Agradecimientos a todas las personas voluntanias que hicieron posible la realizaciéon

de este trabajo.

Licda. Maria Eugenia Paredes Sanchez Por su asesoria en la investigacion.

Licda. Vivian Matta

Lic. Gerarde Arroyo Por su apoyo y colaboracidn
Licda. Maria Paula De Leon

Lic. Rafael Pratdesabal

Dr. Carlos Mendoza

Sra. Maria Eugenia Garzaro Por su apoyo

Al Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala.




INDICE

L Resumen 1
1. Introduccion 3
1L Antecedentes 5
1. Agente etiologico 5
2. Vector 6
3. Epidemiologla 8
3.1 Prevalencia 8
4. Transmision 13
5. Patelogia 14
6. Siotomaiologia 16
6.1 Enfermedad de Chagas adquinda 16
- a. Periodo agudo 16
b. Periedo latente o indeterminado 17
] ¢. Periodo cronico ' 17
6.2 Enfermedad de Chagas congénita 17
6.3 Enfermedad de Chagas transfusional 18
7. Inmunidad 18
8. Diagnoéstico Serolégico 19
9. Diagnostico Parasitologico | 20
9.1 Examen nmncroscopico 20
9.2 Cultivo 20
9.3 Inoculacidn en animales 21
9.4 Xenodiagnéstico 21
9.5 Diagnoéstico diferencial 21
10. Reaccion en cadena de la polimerasa 22
10.1 Temperatura y tiempo de ciclo térmico 24
) 10.1.1 Desnaturalizacion inicial 24

10.1.2 Hibridizacion de cebadores 24




7*—

_ 10.1.3 Extension del cebador 25
10.1.4 Desnaturalizacidén 25

g 10.1.5 Numero de ciclos 25
10.2 Extension final 26

103 ADN polimerasa 26

104 Trifosfato desoxinucleotidos (dNTPs) 26

10.5 Cebadores 27

10.5.1 Concentracion de cebadores 27

10.6 Adicion de aceite y volumen de reaccion 27

10.7 Muestras de ADN 28

10.8 Utilizacién de PCR para Diagnostico 28

11. Tratamiento 31

12. Pronostice 32

IV.  Justificacion 33

V. Objetivos 34

- VI.  Maieriales y métodos 35
. VI. Resultados 48
VII. Discusion de Resultados 57

IX. Conclusiones 60

X. Recomendaciones 61

X1.  Glosario 62

XI1. Referencia 64




L RESUMEN

Debido a que en Guatemala no se ha utilizado previamente la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) como herramienta diagnostica para la enfermedad de
Chagas, este trabajo consistio en estandarizar este método en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamenio de Citohistologia, para asi lograr la deteccion de ADN de T.

cruzi en sangre completa de pacientes chagéasicos.

Para ello se utilizaron los cebadores S35 y S36, los cuales permiten la amplificacion
de una regiéon del minicirculo del kinetoplasto, la cual es altamente especifica para cada
especie y no presenta interferencia con el ADN humano. Como muestra se utilizé sangre
completa heparinizada de 40 personas distribuidas en la siguiente forma: 15 muestras de
personas que padecian la enfermedad v procedian de area endémica (Zacapa), 10 muestras
de personas con o sin enfermedad de 4rea endémica (Santa Maria Ixhuatan) v 15 muestras
de personas de area no endémica (Solold), a quienes se les realizo pruebas serologicas para

la enfermedad.

En la estandarizacion se trabajo ﬁon diferenies programas en el termocicladeor,
concentraciones de reactivos, asi como reactivos de diferentes casas comerciales,
volumenes de reaccion, eic. Los mejores resultados se obtuvieron con la Taq polimerasa de
Sigma a una concentracién de 1 Unidad que equivalia a 0.25ul para un volumen total de
reaccion de 25ul, ademas de una concentracion de 4.5SmM de MgCly. Otra Taq polimerasa
que funcion6 muy bien fue la preparada a partir de E. coli conteniendo el clon para Taq, en
el Departamento de Biologia de la Facultad de CC.QQ. y Farmacia, con la técnica
introducida por la Dra. Dom de Ia Universidad de Loyola, la cual di6 muy buenos
resultados al utilizarse lul de ésta por volumen fotal de reaccion de 25ul, en unidn con un

buffer elaborado en FIOCRUZ (Brasil), que posee una concentracion de 3.5uM de MgCl.

Se evaluo también la técnica de “Hot Start™ con la cual se observaron bandas mucho

mas claras y sin presencia de bandas inespecificas, pero tuvo la desventaja de que la

parafina que se utiliza en esta prueba puede constituirse en causa de error al colocar las




muestras para electroforesis, ya que requiere mucha destreza y mayor consumo de tienipo.

Sin embargo constituye una buena alternativa para mejorar la especificidad.

A las muestras se les realizaron pruebas serologicas tales como: aglutinacién con
particulas de latex, aglutinacién con particulas de gelatina e inmunodifusién directa, las
cuales fueron comparadas con los resultados de PCR obteniéndose una correlacion del 100
por ciento, tanto en las muestras del area endémica de Zacapa como en las del 4rea no
endémica de Solola. Los resultados serologicos tueron comparados con PCR por medio de
Kappa; en las muestras del area endémica de Zacapa v del 4rea no endémica de Solola se
obtuvo un Kappa = 1 que demuestra una concordancia total y es un resultado excelente va
que se demostrd que la técnica de PCR no detecta falsos positivos ni falsos negativos,
mientras que en el area endémica de Santa Maria Ixhuatdn el Kappa obtenido fue de 0.286,

debido posiblemente a contaminacion de las muestras.

Utilizando una curva de calibracion realizada con la cepa H17, se determiné que el
método es capaz de detectar hasta 0.115 parsitos (restos metabolicos) eu una muesira de
5ml de sangre completa; y aunque se obtuvo una buena cormelaciéon entre la serologia y el
PCR, se recomienda realizar mas ensayos con la técnica de PCR en una poblacion mavor,
en la que se estudien los falsos positivos con otras enfermedades parasitarias antes de
utilizar este método como examen de rutina. En el future este método podra ser utilizado
como examen confirmatorio para todos aquellos casos con serologia positiva, asi como para
monitorear a los pacientes bajo fratamiento ya que por estudios realizados en otros paises se

sabe que permite determinar la eficiencia del mismo.




IL INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una de las causas de morbilidad v mortalidad en Latino
Aménca. El agente etiologico es el Trypanosoma cruzi, que produce complicaciones
clinicas que se desarrollan 10 a 20 afios después de haber ocurrido el contacto, con el
aparecimiento progresivo de desordenes cardiacos, digestivos y neurologicos (1). Es
transmitido por un friatoma, por lo que estd intimamente relacionado con factores
socioeconomicos, pues estos viven en grietas y agujeros de las paredes de adobe, bajareque,
palo pique y otras estructuras de casas del area rural y urbana. Ademas el humano lo puede
transmtir por ofras rutas, como transfusiones de sangre o infeccion congénita. Durante la
fase inicial, la deteccion directa del parasito en sangre es dificil debido a los bajos niveles
de parasitemia. Iguvalmenie, la deteccion del parasito en la fase cronica requiere la
utilizacién de métodos biclogicos como el hemocultivo v el xenodiagnostico, debido a que

los niveles de parasitemia son mucho mas bajos que en la fase aguda (2).

E! xenodiagnoéstico es uno de los ensayos mas sensibles y especificos para la
deteccion directa del T. cruzi en sangre de pacientes chagésicos en la fase crénica. Sin
embargo diversos autores reportan positividad en el xenodiagnésﬁcd en un rango desde 17
a 70 por ciento de pacientes serologicamente positivos (3). Los examenes serologicos para
el diagnéstico de 1a enfermedad de Chagas en la fase cronica poseen alta sensibilidad pero
baja especificidad debido a reacciones cruzadas con otros parasitos como Leishmania sp. y
T. rangeli (4,5). En ensayos serologicos, solo se detectan anticuerpos contra el parasito y no
la presencia del pardsito en si; por tanto es muy importante considerar el tipe de examen a

utilizar en el seguimiento de pacientes bajo tratamiento de esta enfermedad (2).

Debido a lo anterior, se ha hecho necesana la basqueda de técnicas mas sensibles
que permitan realizar un mejor diagnostico. Entre estas técnicas se encuentra la bisqueda
de antigenos, fracciones antigénicas o del ADN del parasito en fluidos corporales. En este

estudio se estandarizé el procedimiento de reaccion en cadena de la pohimerasa (PCR) para

demostrar la presencia de ADN de T. cruzi en sangre completa como una nueva alternativa




. de diagnostico, que ofrece varias ventajas, enire ellas alta sensibilidad y especificidad de

resultados.




IHI. ANTECEDENTES

En 1909, Carlos Chagas se desempefiaba como médico de Minas Gerais, Brasil
cuando fue informado que en las paredes y techos de las viviendas de los trabajadores
habian ciertos insectos que de noche picaban y succionaban sangre. En el intestino de
estos 1nsectos encontré unos protozoos flagelados que llamo Trypanosoma cruzi en honor a
su maestro Oswaldo Cruz. Al inocular el pardsito en un grupe de monos a las tres
semanas recupér(‘) los tnipanosomas circulantes de la sangre de éstos. Posteriormente, aislo
el parésito de la sangre de un nifio con fiebre, anemia v linfadenopatia generalizada. Con
ello demostrd que este tripanosoma es el agente patogeno de una enfermedad endémica
de ciertas regiones de Brasil, a la que le lamo “Tnpanosomiasis Americana”™. Es con toda
justicia que esta enfermedad tiene como epdémimo Enfermedad de Chagas (6,7). El
segundo pais en donde se diagnosticd la Tripanosomiasis Americana, fue El Salvador, por

Segovia en 1913 (6).
1. Agente etiolégico

Trypanosoma cruzi es un protozoo mastigoforo perteneciente a la familia
Trypanosomatidae, en cuyo cicle bioldgico intervienen mamiferos y un insecto vector.
Los huéspedes mamiferos pueden ser el hombre y algunos animales domésticos (el perro

o el galo) o silvestres {diversos mamiferos, especialmente los roedores y los camivoros)

(8).

En sus diversos huéspedes y en medios de culiivo, T. cruzi presenta cuatro estadios
morfologices fundamentales: amastigote, promastigote, epimastigote y tripomastigote.

El amastigote es la forma leishmanocide de Wenyon. Se trata de un “elemento
redondeado de unos dos micrometros de diametro, en el cual se distingue el nucleo y el
kinetoplasto, al microscopic de luz apareniemente es aflagelado, pero en la
ultraestructura se observa que posee un corto flagelo po emergente; es la forma de
multiplicacion del parésito y lo hace en el interior de las células del mamifero.

El promastigote también se encarga de la divisién celular y se diferencia del anterior



en que se encuentra en el intestino del vector.

El epimastigote corresponde a la crithidia de la antigua clasificacién. Es de aspecto
fusiforme, de unos veinte micrometros de largo, con un kinetoplasto localizado por
delante del nicleo 0 a su nivel, y presenta una corfa membrana ondulante y un flagelo
libre. Predomina en los cultivos libres de células.

El tripomastigote es de aspecto fusiforme, de unos 20 micrometros de largo, con
kinetoplasma granuloso y un nucleo central vesiculoso, posee un kinetoplasto
subterminal, posterior al nicleo, del cual emerge una membrana ondulante que recorre al
parasito y en cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por la extremidad anterior. No se
multiplica, se le encuentra en la sangre de los mamiferos siendo el diseminador de la

infeccién por via sanguinea (8,9).

T. cruzi puede crecer en casi todas la células del huésped vertebrado; fibroblastos,
células adiposas, células de médula osea, células del musculo estriado, del bazo, de los
nodulos linfaticos, del higado, rifion o células nerviosas, pero tienen mayor afinidad por las

células nerviosas que se encuentran en el misculo liso (10).
2. Yector

Los insectos vectores son reduvideos, de la familia de los triatominos, y estan
representados por diversos géneros de triatomas. Estos insectos se infectan al ingerir la
sangre de los mamiferos que contiene tripomastigotes. En el lumen del intestino medio de!
insecto, los parasitos se multiplican muy activamente como epimastigotes por fision binaria
y al cabo de quince a treinta dias, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos en el
intestino posterior del triatoma (8).

Es de habito exclusivamente nocturno que produce una picadura completamente
indolera. Tiene especial predileccion por la cara o los sitios al descubierto (11). Cuando el
insecto infectado pica al mamifero, emite deyecciones con iripomastigotes metaciclicos,
que atraviesan la piel por el siiio de la picadura o por las mucosas, cuando el mamifero se

rasca (8).




Lo o . —

Los animales domésticos, mamiferos, aves, eic., asi como animales silvestres
(armadillo, murciélago, tacuazin, efc.) son igualmente atacados. Ademéas sirven de
reservono ya que no presentan la enfermedad y estin asociados a falta de higiene y
salubnidad (6, 10, 12)

Estos se adaptan mejor a los climas secos, generalmente habitan en casas rurales y
suburbanas donde existen condiciones favorables para su desarrollo. Se les encuentra en
ranchos techados de zacate o de cualquier clase de paja, en las paredes de palo pique, de
barro no cocido o bajareque. Durante el dia se ocultan entre el techo pajizo, grietas de las
paredes, entre la madera de catres, gallineros, en lugafes en donde duermen animales

domésticos, etc. {11).

Manitiestan cierto grado de canibalismo, mediante el cual insectos en ayunas que no
han podido satisfacer su apetito, se arrojan sobre sus congéneres llenos de sangre v los

succionan por puncioén abdominal (10).

Para que la fecundacion de los huevos tenga lugar debe preceder una puncion de
sangre, en caso contrario los huevos son estériles. Las larvas que salen de los huevos
sufren diferentes mudas pasando por el periodo de ninfa antes de transformarse en adulias
(11,13).

Tres son los factores de principal importancia en Ia eficiencia del vector: 1) grado
de susceptibilidad a la infeccién por T. cruzi, 2) Tiempo de intervalo enire alimentacion y
defecacion y 3) grado de coniacto con el huésped humano (14).

Los vectores mas importantes son: Triatoma infestans, Panstrongylus 'iﬁegisrus,

Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata. Rhodnius prolixus. (10).




3. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de salud

publica en diversos paises latinoamericanos.

De acuerdo con la OMS existirian alrededor de 24 millones de personas infectadas
en el continente. Los triatomas que transmiten la infeccion por T. cruzi, se distribuyen en
un 4rea que se extiende desde el paralelo 43° de latitud norte (sur de California), hasta el
paralelo 49° latitud sur (regién central de la Argentina). En esta exiensa region,
prevalecen las condiciones ecoldgicas favorables para la fransmision y la manutencion de

la parasitosis (8, 15).

La severidad e irreversibilidad de las lesiones cardiacas y de ofros organos,
provocan invalidez y mortalidad entre los grupos econdmicamente activos. Sin embargo,
las estadisticas sanitarias no reflejan la verdadera magnitud del problema, porque la
enfermedad prevalece en zonas suburbanas o rurales donde la atencién médica no capta,

en su integridad, la importancia de la infeccion (15).

El conocimiento de la magnitud de la infeccion chagésica y su repercusion sobre la
salud y la economia de los paises latinoamericanos varia grandemente, ya que la falta de
recursos para el diagnéstico y la ausencia de estudios anatomopatologicos dificulian el
conocimiento de las diversas formas clinicas, por lo que muchos casos son registrados

como muerte subita, especialmente en el area rural. (8, 15).
3.1. Prevalencia
La pnmera publicacion referente a la existencia de tripanosomas en el pais, la

debemos a la inquietud cientifica del maestro Dr. Rafael Morales, quien atn siendo
estudiante presentd en la revista “La Juventud Médica” (Tomo XIV, No. 3, marzo 1914), su

comunicacidén: “Los Tripanosomas en Guatemala” (Trypanosoma lewisi), que enconiré en

algunos roedores en la ciudad capital (16).




La historia de la enfermedad de Chagas se inicia en Guaiemala en 1932, cuando

invitado por los seflores Nottebom vino el Profesor Dr. Edward Reichenow, del Instituto de
Medicina Tropical y de la Universidad de Hamburgo, con el propésito de efectuar
investigaciones cientificas en fincas cafetaleras en los departamentos de Santa Rosa v
Escuintla. En un folleto, de 24 piginas publicado por la Direccién General de Sanidad,
Retchenow nos refiere con amplifud de detalles el resultado de sus estudios efectuados en ia
finca “Las Vifas”, del municipio de Barberena, departamento de Santa Rosa y luego en
“San Andrés Osuna” y “Concepcién”, del Departamento de Escuintla. Obtuvo numerosos
ejemplares e hizo cuidadosas observaciones de un redivido gue por sus caracteristicas
morfologicas supuso que se trataba de Triatoma difr:idx‘ata, del que presento tres
fotografias: cara dorsal, perfil y estadios ninfales en quienes encontrd un 40 por ciento de
infeccién por Trypanosoma cruzi. Igual proporcion halld en ejemplares de reduvidos
procedentes de las fincas “Sabanetas” y “Cerro Redondo” y algunos de Cuilapa que le diera
el Dr. Augusto Gonzalez y uno de San Miguel Chicaj, municipio del departamento de Baja
Verapaz, proporcionado por el Sr. Carlos Lehnhoff. En la finca “Las Viflas™, practicd
examenes de sangre a noventa perros, quince menores de cuatro meses, en los que encontrd
ires infectados con T. cruzi. En parte de su trabajo nos dice: “He inyectado el contenido del
recto de chinchorras infectadas a algunos cuyos, a un conejo joven y a dos petritos,
habiendo apreciado sin excepcion, en la sangre de estos animales, después de un intervalo

de doce a veintinueve dias, flagelados del aspecto caracteristico del T. cruzi” (16, 17).

La culminacién de las investigaciones de Reichenow fue el diagnéstico de los dos
pnmeros casos de enfermedad de Chagas en Guatemala. “En el primer caso se traa de un
niffo indigena que, cuando se encontraron los tripanosomas, tenia un afic y seis semanas
de edad, estando bien desarrollado y dando la impresion de completa salud”. “En el
segundo caso en el que comprobé la infeccién, se trataba de un nifio hijo dé ladinos.
Tenia un afio y siete meses de edad, estando igualmente bien desarrollado”. En ambos casos
sdlo se pudo observar algunos ganglios axilares e inguinales aumentados de volumen. Por
esos afios aun se afirmaba que el mixedema, bocio y cretinismo eran secuelas de

enfermedad de Chagas; al no encontrar esos sintomas en los adultos que examino en “Las

Vifias” hicieron que Reichenow diera como conclusién de sus investigaciones: “Por lo
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tanto, si por una parte pude identificar la existencia de la enfermedad de Chagas en
Guatemala, por otra parte estoy persuadido de que esta enfermedad no tiene la gran
importancia que se le ha queride dar”. Fue lamentable que después de acuciosas
observaciones sobre vectores y reservorios, el investigador aleméan, en base a dos casos
asmtomaticos en nifios y a la ausencia de trastornos bocidgenos en adultos, estuviese
convencido de la poca importancia clinica de la enfermedad de Chagas. Afirmacién que
contribuy6 a detener por una década su investigacion en nuestro pais (16).

En 1935, el Dr. Romeo de Ledn inicia el estudio de esta enfermedad reportando la
existencia de nuevos casos humanos, y el descubrimiento del TSP (Zrypanosema no
clasificado) en los monos. Un afio mas tarde identificé6 un tripanocsoma con marcas
diferentes a T. cruzi y al que denominé Trypanosoma guatemalensis. Comunicé estos
ballazgos en el primer Congreso Interamericano de Medicina, celebrado en Rio de Janeiro,
en 1946, luego en el Congreso Médico Esmdiantil, en México 1947 y en el primer congreso
de Malariologia en Maracay, también en 1947. En este ultimo quedd establecido que el
flagelado denominado por De Ledn T. guatemalensis, ya habia sido descrito con
anterioridad por Tejera como 7T. rangeli. Por ley de prioridad fue el ultimo nombre el
aceptado y quedé que De Ledn fue el primero en descubrirlo en casos humanos ya que
Tejera lo identifico en reduvidos, transmisores invertebrados. T. rangeli es considerado
como el agente etiologice de la tripanosomiasis americana en forma benigna, ya que hasta

la fecha no se ha podido demostrar su valor patolégico (16 - 20).

Autores sudamericanos como Maza y Talice descartan definitivamente la relacion
entre trastornos tiroideos (bocio y cretinismo) y enfermedad de Chagas (16).

En julio de 1947, El Dr. Jorge A. Fernandez observa en el tercer servicio de mujeres
del Hospital General “San Juan de Dios”, de la ciudad capital, el primer caso de cardiopatia
chagésica con comprobacién histolégica (necropsica), irabajo que es continuade y
completado mas tarde por Tejeda. Por motivos que indica el autor, la publicacion se hizo
cinco afios después, en la revista La Escuela de Medicina, en su sexta época. El diagnéstico
microscopico se hizo en el Laboratorio de Histopatologia que entonces estaba a cargo del
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Dr. Francisco J. Aguilar. Durante 1952 — 1954, el intenso trabajo de Peflalver y col,
permitié la descripcién de la enfermedad en diversas zonas ruraies del pais, v la reaiizacion
de las primeras acciones del gobierno con el objeto de iniciar las campaiias de erradicacion
(16 - 20).

Este y otros trabajos permitieron establecer que los principales vectores de T cruzi
en el pals eran Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Triatoma nitida, siendo los tres
hematofagos, con habitos domiciliarios, asi como describir la zona endémica del pais que
incluyé a los departamentos de Chiquimula, El Progreso, Zacapa, Santa Rosa, Jutiapa v
Jalapa (17 - 20).

Los nuevos conccimientos aportados por estos trabajos al describir la enfermedad
en zonas rurales, permitieron que a nivel de gobierno se realizaran las acciones con el fin de
erradicar esta enfermedad. Desafortunadamente a partir de estos trabajos (1954) es poco
lo que a nivel nacional se sabe de la enfermedad ya que los datos obtenidos,
especialmente desde 1980, comresponden a trabajos de investigacion aislados y realizados
por las Universidades. En la seccién de Tripanosomiasis de la Direccién General de
Servicios de Salud, el diagnéstico se realiza temporalmente y los casos remitidos a esta
seccion se realizan en forma voluntaria ya que no se realiza una vigilancia epidemiologica
(17, 18, 21).

De 1960 a 1983 es poca la informacién que se tiene, ya que con el tiempo se fie
dejando de producir los reactivos y por lo consiguiente no se realizé el diagnostico de la
enfermedad de Chagas. En el Departamento de Citohistologia de la Fac. de CCQQ ¥
Farmacia se realizé un estudio de 1984 a 1987, el cual permitié determinar que la
prevalencia general es del 9.24 por ciento, enconfrandose que los departamento de
Chiquimula, El Progreso , Zacapa, Santa Rosa, Jutiapa y Jalapa presentaban las

' prevalencias mas altas, asi también se determinod que el 4rea endémica abarcaba mas

departamentos, lo que pareceria indicar una migracion de la enfermedad (22).
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Hasta 1989 no era una enfermedad de notificacién obligatoria en el Ministerio de
Salud Publica, el cual cred el Departamento de Chagas adscrito al Servicio Nacional de
Erradicacién de malaria SNEM, por la cantidad de casos acaecidos. Para la creacion del
centro de refencias Clinicas se logro algunos contactos con organizaciones internacionales
como el convenio de cooperacién enire el gobiemo de Guatemala y Japén, con la
colaboracién muy estrecha de la Universidad de San Carlos de Guatemala de 1991 a 1996,
y el convenio en 1994 con la Divisibn de Malaria con el apoyo de la O.P.S. los cuales
colaboraron en investigaciones con las que se avanzdé y se obtuvieron mayores logros

acerca de 1a enfermedad de Chagas, entre las cuales se citan algunas a continuacion (22).

Matta y colaboradores a fin de evaluar la presencia de la nfeccion congénita, de
1989 — 1991 llevaron a cabo en el hospital de Chiquimula un estudio con una muestra de
600 parejas madres/neonatos donde se detectaron cinco nifios con infeccién congénita, de
los cuales unicamente tres presentaron sintomatologia sugestiva. En este caso se uliliz6 la
técnica de THA-Hoechst y reactivos de ELISA (antigeno soluble) e IFI preparados en el
Departamento de Citohistologia con la cepa Y. Los resultados demostraron que esta
transmisién existe en Guatemala. Debido a lo anterior el Departamento de Citohistologia en
1992 realizé un estudio con 32 recién nacidos de madres chagasicas que visitaron el
Hospital Nacional de Zacapa y que tenian titulos de anticuerpos IgM especificos a T. cruzi
pero con hemocultivos y parasitemia negativa, lo cual hacia dudar el diagnostico de
infeccion chagasica congénita. Se les realizdé un seguimiento por un ailo con
determinaciones sucesivas de IgM (ELISA)'y de IgG (ELISA, IHA), observandose que la
IgM se negativizo aproximadamente a los 6 meses, mientras que la IgG aumento

progresivamente (22).

En 1994, Paz y colaboradores realizaron un estudio con 30 sueros de pacientes
adultos originarios de Santa Maria Ixhuatin y Santa Rosa, que presentaron positividad en
por lo menos dos métodos serologicos de rutina (THA, ELISA y/o IFI) en los que se queria
confirmar la enfermedad por medio de técnicas inmunoquimicas y con los cuales se obtuvo

una buena correlacion (23).
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En 1995, Matta y colaboradores realizaron un estudio con 544 muestras de la
poblacién de Santa Maria Ixhuatan, observindose una mayor seroprevalencia en el sexo
femenino (64 por ciento), asi como una tendencia al incremento progresivo de la
seropositividad con el aumento de edad, ya que los rangos de edad mas afectados fueron:
mayores de 40 afios con 44 por ciento de los casos positivos y 31 a 39 affos con 18 por
ciento. La poblacion adulta con la que se frabajé fue de 314 personas, de ellos 37 (13.35
por ciento) fueron positivos para la enfermedad de Chagas, siendo mayor para el sexo
femenino con 25 personas (13 por ciento) de positividad y 12 (9.8 por ciento) para el sexo
masculino, probablemente esto se debi6 a la mayor afluencia del sexo femenino. De los 37
seropositivos, 7 pacientes presentaron hallazgos anormales electrocardiograficos como
bloqueo completo de rama derecha (BCRD) y eje desviado a la izquierda(EDI); en el sexo
femenino el hallazgo mas frecuente fue BCRD mientras que en el sexo masculino fue EDI.
Se llegé a la conclusién de que este porcentaje bajo observado nos indica que estas
anormalidades no son signos patognomonicos de la enfermedad de Chagas, lo que hace
necesario realizar el diagnostico en base a los signos, sintomas y hallazgos de laboratorio
(24).

4. Transmisién

El hombre puede infectarse por I. cruzi mediante diversos mecanismos:

- El mas importante es por las deyecciones de tnatominos. El insecto, al picar en zonas
descubiertas de la piel del hombre durante el suefio, elimina sus heces con  los
tripomastigotes metaciclicos que penetran por el sitio de la picadura o por las mucosas.

- Via transplacentaria. Una madre infectada puede transmitir los Tripancsoma cruzi
circulantes en la sangre durante la segunda mitad de la gestacién. Esto ocasiona una
mfeccidn congénita.

- Via transfusional. Esta constituye un peligro real, puesto que 7T. cruzi mantiene su
viabilidad en las bolsas de sangre refrigeradas hasta por dos meses.

- Por transplante de o6rganos. Esto ocurre principalmente en transplantes renales, de
donadores infectados cuyos receptores son seronegativos para la enfermedad de

Chagas.




- Por lactancia materna. Es una remota posibilidad de infeccion. En la literatura se

refieren varios casos bien documentados de este mecanismo de transmision.

- Por la manipulacion de sangre y animales infectados, como ocurre en las infecciones
accidentales que se producen en los laboratorios que trabajan en la enfermedad de
Chagas experimental, o en los individuos que descueran animales silvestres o

semidomésticos infectados (25).

En forma experimental, se ha demostrado la transmision de 7. cruzi por via oral, sea
por infeccion directa con el flagelado o mediada por moscas (Musca domestica), que
previamente han digerido deyecciones de triatomas infectados con el parasito.
Probablemente, este mecanismo de fransmision tenga poca o ninguna significancia para la
infeccidn directa del hombre.

Es mas frecuente que la infeccion chaghsica ocurmra en la niflez, aunque la
sintomatologia suele aparecer muchos afios después de la primoinfeccion . Por causas no
determinadas, el compromiso visceral miocardico o del tubo digestivo es mas frecuente

en el sexo masculino (25).

5. Patologla

En el hombre se han detectado autoanticuerpos que reaccionan contra el endotelio,
los vasos y las células musculares del corazén (anticuerpos EVI). Estos anticuerpos estan
presentes en el 95 por ciento de los pacientes con miocarditis chagasica cronica activa y en
el 45 por ciento de los individuos infectados asintomaticos. El rol patdgeno de los
anticuerpos no esta claro. Se piensa que existirian determinantes antigénicos comunes a las
células cardiacas y a T. cruzi, lo que induciria la produccion del dafio por parte de los
linfocitos sensibilizados por el parasito (26, 27).

En el huésped vertebrado, 7. cruzi produce una destruccion de células y de tejidos
que resulta proporcional a su velocidad de multiplicacién. Como es un profozoo que se
muliiplica en el interior de las células, se forman los seudoquistes, que antes se conocian

como “Nidos de Leishmanoides”. Al inicio de la infeccion, el organismo reacciona con una

¢ oy ——




15

inflamacién predominantemente polimorfonuclear y con la aparicién de anticuerpos séricos
aglutinantes y precipifanies. A medida que continia la multiplicacién endocelular del
tripanosoma, los componentes antigénicos, cosmstituidos por los pardsitos muertos y el
material proteice de las células destruidas, determinan una inflamacioén predominantemente
linfoplasmocitaria y un ascenso de los titulos serologicos. La parasitemia, al inicio muy
elevada, se va haciendo escasa. La inflamacién va aumentando progresivamente, lo que
- contrasta con la disminucion, y cast desapancion, de los seudoquistes de los tejidos (26,
27).

En la enfermedad de Chagas existe compromiso de los 6rganos ricos en sistema
fagocitico mononuclear (ganglios lnfaticos, higado y bazo), sistema nervioso central,
miocardio y organos huecos, especialmente el tubo digestivo. En la fase aguda de la
infeccién se observa un aumento de volumen de los ganglios, espleno y hepatomegalia,
meningoencefalitis v cardiomegalia por la dilatacién de las cavidades del corazén. En la
fase cronica, el compromiso se centra fundamentalmente en el miocardio y en el tubo
digestivo. En estos casos se desarrollan enormes cardiomegalias por la dilatacién e
hipertrofia de! miocardio, con zonas de adelgazamiento de la pared ventnicular que puede
ocasionar un verdadero aneurisma, sobre todo en la punta del corazén. E) tubo digestivo,
principalmente el esofago y el colon, aparecen elongados y muy dilatados, con
importante hipertrofia de la capa muscular, son megas digestivos tan caracteristicos de la

fase cronica de la tripanosomiasis (26, 27).

El desarrolio de un mega depende del nimero de neuronas comprometidas. Después
de afios, se produce 1a hipertrofia muscular, la dilatacién y la elongacién del érgano hueco.
En el corazdn, al producirse la despoblacién neuronal de los ganglios parasimpaticos
cardiacos, se establece un desequilibrio neurovegetativo, con un predominio relativo del
sistema simpatico. Asi, se producirfa un trabajo cardiaco desgastante que da como resultado
una cardiopatia chagasica (26, 27).




6. Sintomatologfa

6.1 Enfermedad de Chagas Adquirida

Después de un periodo de incubacién, estimado entre cuatro y catorce dias se
desarrolla la enfermedad en la cual se distinguen los periodos agudos, latente o
indeterminado y erénico (8, 28).

a. Perfodo Agudo

La inmensa mayoria de los pacientes adquieren la infeccidn sin manifestaciones
clinicas evidentes y sélo alrededor del 5 por ciento de los infectados tienen una fase aguda
sintomética. Si bien el perfodo agndo se puede presentar a cualquier edad, es mucho mas
frecuente en el nifio.

- Chagoma de inoculacibn: La pnmoinfeccion o “chagoma de inoculacion”
habitualmente se produce en la cara, pero fambién puede afectar ofros sitios. Cuando
los tripomastigotes invaden la piel periorbital o conmjuntival, se produce el complejo
oftalmoganglionar o “signo de Romafia-Mazza™ caracterizado por un edema periocunlar
unilateral, bipalpebral, elastico, duro de color violaceo (ojo en tinta) e indoloro, que
puede dificultar la apertura palpebral. Se presenta ademés hiperemia de la conjuntiva,
escasa secrecién conjuntival, dacriocistisis y adenopatia satélite, desiacandose un
ganglio sobre los demas.

- Compromiso visceral: Es mas frecuente observarlo en nifios. En un menor de 2 afios,
se presenta como un cuadro grave, caracterizado por fiebre de intensidad variable,
habitualmente no mas elevada de 38°C, hepatoesplenomegalia y poliadenopatias
generalizadas, anasarca, diamrea, signos  bronquiales, cardiomegalia y
meningoencefalitis. En el nifio mayor, el cuadro es semejante, pero mas atenuado y
en el adulto es de rara observacién. El compromiso cardiaco se debe a una
miocarditis de intensidad vanable. Se describen formas de aumento moderado del

corazdm, con escasa sintomatologia y ligeras alteraciones del ECG; pero también se




observan casos severos y graves, con gran cardiomegalia.

La meningoencefalitis suele observarse en el niffo menor; se caracteriza por trastornos
motores, convulsiones, vémitos y compromiso sensonal, con discretas  alteraciones del

LCR que son de mal pronéstico {8, 28 - 30).
b. Perfodo Latente o Indeterminado

Transcurrido el periodo agudo, la sintomatologia desaparece y se entra en un estado
de latencia, caracterizado por una lenta multiplicacion intracelular de los parisitos v
oligoparasitemias, sin signos clinicos. La curacién espontanea con eliminacién del parasito,
es rara. Este perfodo puede durar indefinidamente durante toda la vida o pasar a la forma
cronica de 1a enfermedad (8).

¢. Periodo Crénico

Aparece usvalmente en forma habitual después de diez o mas affos de una -

primoinfeccidn. Se caracteriza por el dafio imeversible de algunos parénquimas,
especialmente del corazén y de los organos huecos, ademas de presentar niveles mucho

mas bajos de parasitos que en la fase aguda (8, 28).
6.2 Enfermedad de Chagas Congénita

El paso de T. cruzi al feto, duranie la gestacion, determina un cuadro clinico
caracterizado por prematurez, hepato, esplenomegalia y compromisc variable del sistema
nervioso cenfral y el miocardio (8, 28, 30).

El peso del nifio al nacer suele ser inferior a 2,500 gr. El aumento del volumen del
higado y del bazo constituyen los signos principales de la infeccién. Habitualmente el
cuadro clinico evoluciona sin fiebre. En alrededor del 50 por ciento de los casos se

observan signos y sintomas de meningoencefalitis, con alteraciones del LCR

(hiperalbuminorraquia v elevado namero de linfocitos). El compromiso cardiaco, annque
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con menor frecuencia, suele desencadenar una insuficiencia cardiaca congénita, con el ECG
alterado (8, 28, 29, 31).

Ademas suele observarse una anemia leve, a veces con caracteres hemoliticos e
ictericia. En la piel aparecen chagomas, con placas eritematosas y pistula central,
localizados en las extremidades inferiores. Sin embargo, no todos los nifios con infeccién
chagdsica congénita presentan una sintomatologia, puede ocurrir que el peso del nifio al
nacer sea normal y el hallazgo de hepato y esplenomegalia haga sospechar de la
enfermedad. La enfermedad de Chagas congénita debe ser considerada como grave, porque
produce una elevada mortalidad, especialmente en aquellos nifios que presentan
sintomatologia al nacer (8, 28, 30).

6.3 Enfermedad de Chagas T ransfusional

La infeccion por T. cruzi a través de transfusién sanguinea puede producir un
cuadro clinico de acuerdec con el estado inmunclégico del receptor. En
mmunocompetentes (pacientes previamente sanos o con hemorragias), la infeccion pasa
habitualmente inadvertida y si aparece sintomaiologia (fiebre prolongada por meses,
adenopatia, hepatomegalia, etc.), es tardia, raramente se le asocia con la transfusion, vy la
deteccion de T. cruzi es dificultosa. En cambio en el paciente inmunocomprometido el
cuadro clinico generalmente es agudo y se manifiesta por fiebre alia y mantenida, con
compromiso progresivo del estado general. En estos casos la deteccion de 7. cruzi en la

sangre es relativamente facil (8, 28, 29, 31).
7. Inmunidad
El hombre presenta algunas variaciones individuales en lo que respecta a la

resistencia natural a los tripanosomas. En el plasma se pueden encontrar anticuerpos

protectores y fijadores del complemento especifico a cada cepa, los que presumiblemente

causan la desaparicién de las formas sanguineas (32 - 34).
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La resistencia natural del humano al . cruzi no ha sido bien demostrada. Algunos
pacientes duranie la fase aguda de la enfermedad experimentan algunos sintomas como la
depresion de linfocitos T, que contrastan con los de otros pacientes también en fase aguda
pero con sintomas mas comunes, sin embargo se ha observado que en ratones infectados
experimentalmente con T. cruzi existe un incremento en la actividad celular de células
acecinas (NK), este aumento sugiere una resistencia natural, aunque no se esta bien seguro

(35).

Los controles para la proliferacion del T. cruzi tanto en la fase aguda como en la
cronica no son conocidos, pero se sabe que son diferentes dependiendo del estado. Los
anticuerpos especificos juegan un papel central muy importante en la fase cronica y esta
razonablemente establecido, pero tal papel en l1a fase aguda no estd bien definida. Fl
mecanismo de defensa en la fase aguda se esta investigando por medio de adaptaciones del
T. cruzi en el laboratorio, produciendo intensa parasitémia en ratones, en la que se ha

observado severa inmunosupresién de la actividad policlonal y alta mortalidad (35).

8. Diagndstico Serolégico

Las pruebas serologicas estan basadas en la reaccién antigeno — anticuerpo, y son
las mas vtilizadas para el diagnostico, entre estas estan: Fijacion del Complemento (prueba
de Machado), ELISA, latex, inmunchemaaglutinacion e inmunofluorescencia indirecta, esta
ultima proporciona un apoyo confirmatorio en la infeccion por T. cruzi. Pruebas de ELISA,
con el uso de antigenos recombinantes desarrolladas recientemente, proporcionan ahora un
instrumento serodiagnoéstico muy especifico y sensible para la deteccién de T, cruzi. Estas
pruebas son utiles sobre todo para estudios de deteccion en bancos de sangre. La
aglutinacion directa en una prueba de tarjeta es valiosa para usar en el campo o
instalaciones médicas rurales, usando antigeno tripanosémico liofilizado (32, 36 - 37.

La prueba de inmunodifusion doble no se recomienda para ser utilizada como
prueba de tamizaje ya que su sensibilidad para detectar pacientes en fase aguda es baja y

con respecto a especificidad, existen reacciones cruzadas con sueros positivos para



20

Leishmania. Esta prueba tiene como ventajas que es simple y practica de realizar, de bajo
costo y no necesita de equipo sofisticado. Este método es util para el serodiagnéstico de los
pacientes en fase indeterminada de la enfermedad, siempre y cuando se utilice como

antigeno el estadio de tripomastigote del parasito (38 - 41).
9. Diagnéstico Parasitolégico

Para la demostracién del parasito se utiliza sangre, de preferencia tomada durante el
ascenso de la temperatura. También pueden obtenerse muestras de liquido cefalorraquideo,
aspirados de ganglios linfaticos o de la lesiéon primaria, o muestras obtenidas por puncion

de la cresta iliaca, médula ésea esternal o bazo (36).

9.1 Examen Microscépico

La sangre fresca o los tejidos extraidos en solucién salina se deben conservar
calientes y examinarlos inmediatamente para observar a los iripanosomas moviéndose
activamente. Las peliculas gruesas ée pueden teflir con el colorante de Giemsa. Sin
embargo, para confirmacién se requieren peliculas delgadas. A veces es necesario
centrifugar. Deben feflirse los frotis de tejidos para identificar las formas
pretripanosémicas. El centrifugado de liquido cefalomraquideo se debe examinar de la

misma manera, pero rara vez hay mas de un tripanosoma por mililitro (32, 36 - 37).

El método de conceniracion por capilar para el diagnostico parasitologico es
efectivo solo cnando 1a parasitemia es alta, es decir, la densidad de parasitos en sangre del
paciente es mayor a cuatro células/ul de sangre. En esta técnica el EDTA no debe ser
utilizado como preservante de la muestra sanguinea ya que el mismo podria inhibir la
movilidad del pardsito (42 - 44).

9.2 Cultivo

Todas las muestras pueden ser sembradas en medios de cultivo, entre ellos Tobie, el
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semisolide de Wenyon, el NNN, LIT, u otros medios de cultivo para 7. cruzi o I. rangeli.
Los microorganismos crecen a temperaturas de 22 a 24°C y se hacen resiembras cada 1 a 2
semanas. E! material centrifugado se examina microscépicamente para obtener

tripanosomas. El medio de cultivo para las formas africanas no es satisfactorio (32, 36 -

37).
9.3 Inoculacién en Animales

T. cruzi y T. rangeli se pueden demostrar por inoculacién intraperitoneal de la
sangre a cierto numero de ratones (cuando se pueden conseguir perros o gatos estos son los
animales de eleccion). Los tripanosomas aparecen en la sangre pocos dias después de una

inoculacion satisfactoria (32, 36 - 37).
9.4 Xenodiagnéstico

Es el méiodo de eleccion cuando se sospecha que existe enfermedad de Chagas y las

. otras pruebas fueron negativas, especialmente durante la fase temprana de la enfermedad.
Como 1a infeccién de laboratorio producida por T. cruzi es un j)eligro definido, sélo

personas capacitadas en el procedimiento deben efectuar la prueba. Alrededor de seis

triatomas sanas, criadas en laboratorio, son alimentadas en el paciente y sus excreciones se

estudian de siete a diez dias después para buscar las formas de desarrollo. La defecacion

ocurre inmediatamente después de la alimentacion reciente, o se le puede forzar sondeando

suavemente al ano del insecto y presionando su abdomen (32, 36 - 37).
9.5 Diagnéstico Diferencial
La diferenciacién de T. cruzi y T. rangeli es muy importante. Se ha descrito un

procedimiento, que permite distinguir las dos especies basado en la electroforesis del ADN

total de los parasitos en geles de agarosa los cuales son tefiidos con bromuro de etidio (36).



10. Reaccion en cadena de la polimerasa

Recientemente se ha diseflado y perfeccionado una metodologia, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), que permite la amplificacion in vitro de una regién
selectiva de ADN al imitar el fenémeno de replicacion de ADN in vivo. Esta técnica es

sumamente especifica en la defeccién y relativamente rapida (45).

La técnica puede resumirse en tres importantes pasos: desnaturalizaciéon de la doble
hélice de ADN a 95-96°C, hibridizaciéon de los cebadores a un sitio complementario del
templado a 45-72°C y extension del cebador en la terminal 3’0OH por adicién sucesiva de
dNTPs. La desnaturalizacion consiste en la separacién de las cadenas de ADN, para formar
cadenas sencillas, por medio de altas temperaturas. La hibridizacién es la restauracion de la
condicion de doble cadena por reduccién de temperatura, en presencia de un par de
oligonuclebtidos sintéticos que tienen afinidad especifica por la region del ADN en
cuestién, siendo uno de ellos complementario al extremo 5° del gen o fragmento del ADN
que se desea amplificar y el ofro se aparea con el extremo 3’ del mismo, pero en la cadena
opuesta. La extensién es lograda por la polimerizacién del ADN llevada a cabo por una
enzima termoestable a partir de los oligonucleotidos apareados en el paso anterior. Este
ciclo se repite de 30 a S50 veces, lograndose multiplicar la secuencia original en una
progresion geométrica, de tal forma que al final del proceso, la cantidad del ADN
amplificado es de10° a 107 veces la cantidad original (46).

El esquema de desnaturalizacion, hibridizacién y extension con cada paso definido por
un pericdo fijo de tiempo es llamado ciclo. La repeticién de tal ciclo lleva a la
amplificacién del ADN (47).

Los componentes que se requieren para la reaccion son:

- ADN templado de hebra unica o plantilla de ADN

- Cebadores (secuencias de oligonucledtidos complementarias a las terminales de una
secuencia definida de ADN templado)

- Trifosfato desoxinucléotidos (ANTPs)




- Enzima ADN polimerasa termoestable

Una nueva hebra de ADN complementaria puede obtenerse por sintesis enzimatica bajo
condiciones apropiadas. La plantilla de ADN de hebra tnica es facilmente generada por
desnaturalizacién caliente de ADN de hebra doble. Log cebadores pueden ser sinfetizados
en el laboratorio o comprados comercialmente. Los buffers utilizados comunmente en la
reaccion de PCR contienen Mgﬂ, cationes monovalentes y cosolventes, los cuales ayudan a
estabilizar la enzima ¢ influyen en el proceso enzitmatico de desnaturalizacion de ADN. La
introduccién de ADN polimerasa estable al calor brinda un gran significado en el
mejoramiento del PCR y la automatizaciéon, ademas de ayudar a futuros métedos de PCR
(45).

En pnncipio cada componente fisico y quimico de un ensayo de PCR puede ser
considerado como un factor variable. Como se demostrari, estos factores no son
independientes unc de otro y unicamente por razones didaActicas, serdn descritos en
secciones separadas. Estos factores incluyen:

- Temperatura y tiempo del ciclos térmicos
- Desnaturalizacion inicial

- Extensién del cebador

- Desnaturalizacién

- Numero de ciclos

- Extension final

- ADN polimerasa

- Tnfosfato desoxinucle6tidos (dNTPs)

- Cebadores

- Concentracién de cebadores

- Adici6n de aceite y volumen de la reaccion
- Muestras de ADN

- Utilizacién de PCR para el diagnastico



10.1 Temperatura y Tiempa del Ciclo Térmico

Los siguientes parmetros son utiles para termocicladores con bloque metalico
(DNA Thermal Cycler, DNA Thermal Cycler 480, Gene Amp PCR System 9600, Perkin-
Elmer Cetus Instruments, USA; Polychain I, Polychain I, Poligen, FRG) o con circulacion
de agua (Thermocycler 60/1,Thermocycler 60/2, Biomed, FRG)utilizando tubos de
reaccion de 500 ul (Eppendorf Safelock, Perkin-Flmer Gene Amp) y un volumen de
reaccion final de 25-100ul. (47).

9.1.1 Desnaturalizacion Imicial

Antes de iniciar la PCR se pueden remover impurezas de las muestras de ADN tales
como proteasas o cloroformo calentando a 95°C por 10 min. Durante la realizacién del PCR
la mezcla de reaccion puede ser desnaturalizada completamente con un ciclo inicial de
calentamiento a 95°C durante 3-5 minutos para que los cebadores puedan hibridizarse
después del enfriamiento. El ADN gendmico no podra renaturalizarse completamente bajo

las condiciones utilizadas en los ciclos subsiguientes (48).

10.1.2 Hibridizacién de Cebadores

Durante la PCR, el paso de hibridizacion del cebador es 1a fase con temperatura mas
baja. Probablemente el componente mas critico para la optimizacion de la especificidad del
ensayo de PCR es la eleccion de la temperatura de hibnidizacion (47).

Durante los primeros ciclos de una PCR analitica utilizando una plantilla de ADN
genémico, los cebadores deben realizar un tamizaje gendmico hasta enconirar los sitios
complementarios de hibridizacién. La probabilidad y especificidad de la hibridizacién de
los cebadores depende de la temperatura, tiempo y de la conceniracion de los productos
utilizados como blanco (plantilla de hebra wnica) y del cebador mismo. Bajo las
condiciones adecuadas, en los primeros ciclos la concentracién del blanco se duplica con

cada ciclo y la disminucién relativa de los cebadores es intangible. La probabilidad de una
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hibndizaci6n exitosa durante los pnmeros ciclos estd determmada pnincipalmente por el
nimero de copias del blanco y de que se cuente con suficiente tiempo para el tamizaje
genémico que le permita a los cebadores encontrar el blanco lo cual depende
exclusivamente de la temperatura de hibndizacion. Si la temperatura es muy alta no ocurre
la hibridizacidon pero si la temperatura es muy baja se incrementa dramaticamente la
hibndizacién inespecifica (47,49).

10.1.3. Extension del Cebador

La elongacion a 72°C por 20 segundos para ﬁagmentos menores de 500pares de
bases y de 40 segundos para fragmenios mayores de 1.2 kilobases siempre da resultados
satisfactorios. Si se sospecha que estan presentes estructuras secundarias de los productos
de amplificacién debe tratarse con tiempos mas largos (47).

10.1.4 Desnaturalizacién

La desnaturalizacion a 95°C por 20 a 30 segundos es nsualmente suficiente, pero es
esencial que se adapte el tiempo de desnaturalizacion, a los tubos y maquinas de PCR que
se estdn utilizando. En los ultimos ciclos, las temperaturas de despaturalizaciéon bajas son
mejores para conservar la actividad enzimética. Fragmentos relativamente cortos son més
facilmente separados que el ADN compuesto. Si la temperatura de desnaturalizacion es
muy baja, el ADN incompletamente separado se vuelve a unir inmediatanmente durante el

enfriamiento, y esto no da acceso al cebador {(47).
10.1.5 Niimero de ciclos

En una PCR analitica, el nimero de ciclos no debe exceder de 40ciclos. Aunque se han
establecido amplificaciones producidas originalmente de menos de 10 moléculas en una
reacciéon optima que puede generalmente detectarse en un gel de agarosa bromuro de etidio
con menos de 40 ciclos. El nimero de ciclos mas apropiado va de 25 a 35. Muchas veces,

al mmcrementar el numero de ciclos se producen amplificaciones no deseadas y productes no
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deseados. Una molécula de polimerasa bacteriana no cataliza la extensién de mas de un

cebador por ciclo (47).
10.2 Extensién Final

Generalmente después del uitimo ciclo, se realiza un tiempo de espera de 5-15
minutos a 72° para promover la total extension de los productos parcialmente extendidos y
completar la hibndizacion de productos complementarios en una hebra. Después de
completar la PCR los tubos pueden ser almacenados a -20° hasta que sean necesitados para
analizar los productos {48).

10.3 ADN polimerasa

La cantidad de polimerasa es uno de los factores mas importantes a ser optimizados
para una prueba en particular. Para la mayoria de pruebas, la cantidad 6ptima de enzima
serd entre 0.3 y 2.5 U en un volumen de reaccion de 50ul. Concentraciones altas de enzima
algunas veces llevan a disminuir la especificidad, pero es esencial para pruebas
diagnésticas de muestras de difefentes pacientes utilizar cierto exceso de polimerasa debido
a la potencial actividad inhibitoria de las muestras (50 - 52).

10.4 Trifosfato desoxinucledtides (dNTPs)

Generalmente, una solucién stock 10mM con cantidades equimolares de las cuatro
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) es apropiado para ensayos con tubos multiples. Para
experimenios menores deben prepararse soluciones stock 1-2 mM y almacenarse a -20°.
Mezclas no equimolares de dNTP reducen la fidelidad de la polimerasa. Se ha observado
una disminucién significativa de la intensidad de la seflal cuando se utilizan soluciones

almacenadas por mas de 2 meses. Las concentraciones optimas de dNTP dependen de:

Longitud de los productos de amplificacion
Concentraciones de MgCI12

- Concentracion del cebador




- Astnngencia de la reaccion

En otras ocasiones el dNTP reduce la concentracion de Mg2+ libre, interfiriendo con la
actividad de la polimerasa y disminuvendo el anillamiento del cebador. La ADN
polimerasa cataliza 1a polimerizacion de NTP con alta fidelidad en bajas concentraciones
de ANTP (menor de 10uM) las cuales son utilizadas correctamente para obtener una 6ptima
sensibilidad de una PCR analitica de 100 a 200 uM. Pero en una preparacién de PCR, en la
que los preductos son reamplificados en las hebras unicas o dobles para secuenciar o
sintetizar pruebas, podria ser esencial la disminucion de la concentracién de dNTP a 20-40
uM (47).

10.5 Cebadores

En la mayoria de aplicaciones, es la secuencia v la combinacién de los cebadores lo
que determina el éxito de los ensayos. Los tamafios ttiles de cebadores son de 14 a 40 bases
de longitud con el 40 y 75 por ciento de uniones G-C (Guanidina-Citocina). Existe una
férmula que permite calcular el contenido de uniones G-C en los oligonucledtidos de los
cebadores. La utilizacién del cebador depende del proposito del experimento. Las reglas
generales para el disefio de cebadores fueron enumeradas por Rappolee 1990 (47).

10.5.1 Concentracitén de cebadores
Deben prepararse, soluciones stock acuosas de los cebadores. No son necesarias

cantidades equimolares si se va a realizar amplificacién de ADN de hebra sencilla. La

concentracion de los cebadores debe calcularse y ajustarse para reflejar un nimero real de

moléculas, preferiblemente nanogramos/ml o alguna ofra forma de expresar concentracion
(47).

10.6 Adicion de Aceite y Volumen de Reaccién

L2 mavoria de termocicladores no calientan las tapaderas de los tubos de reaccién,
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por lo que es necesario aplicar una capa de aceite mineral sobre la mezcla de reaccion para
prevenir la evaporacién y la contaminacién a lo largo del ensayo. La evaporacién eleva la
concentracién de los reactivos y disminuye la temperatura. Sin embargo altas
concentraciones de aceite disminuyen el entorno térmico, por lo que es necesaria la
estandarizacion de la cantidad de aceite a agregar para minimizar estos factores. En la
mayoria de reacciones se agregan 70ul de aceite por 100ul de reactivo, 40ul de aceite por
50ul de reactivo y 30ul de aceite por 25ul de reactivo que es probablemente suficiente. Si es
necesario el aceite puede ser removido con cloroformo pero es mejor evitarlo cuando se

hace electroforesis (53, 54).

10.7 Muestras de ADN

Una muestra para PCR puede estar contaminada, inhibida por la reaccién o no
contener ADN. Esto es crucial para el ensayo diagnostico y se necesita incluir controles que
verifiquen todas estas posibilidades (47).

Ademas del ADN, pueden haber otras sustancias en las muestras que interfieran con
el proceso de PCR. Algunas veces es la pureza de 1a muestra la que limita la sensibilidad
del ensayo. En algunos casos la congelacibn de las muestras puede afectar la
reprogucibihidad (47).

Para muesiras clinicas, es importante que se esté conscienie del potencial de
inhibicién por parte de compuestos como EDTA, heparina y compuestos relacionados con
H;PO, etc. E1 EDTA presente en las muestras de sangre como anticoagulante, puede ser
removido de la sangre simultineamente con la hemoglebina de eritrocifos hemolizados
antes de la lisis de los leucocitos lavados (47).

10.8 Utilizacién de PCR para el Diagnastico

Se han realizado muchos estudios acerca de la utilidad de la reaccién de PCR para
el diagnostico de la enfermedad de Chagas, en los que se han obtenido resultados




satisfactonos.

La mayor aplicacion de la reaccién en cadena de la polimerasa es el diagnostico de
la infeccion de T. cruzi y simultaneamente la identificacién directa de los diferentes clones
naturales circulantes en vectores y sangre de mamiferos. La PCR  amplifica la regién
variable del minicirculo del kinetoplasto de I" cruzi directamente de muestras biologicas
(heces de conejo infectado con tnatomas, muestras de sangre de ratones infectados
expenmentalmente y muestra de sangre humana infectada artificialmente). Aunque la
utilidad de esta técnica para estudios epidemiologicos es todavia discutida (35).

En 1992, Russomando y colaboradores obtuvieron ADN de pacientes chagisicos, el
cual fiie amplificado por medio de !a reaccién en cadena de la polimerasa, utilizando
cebadores y oligonucleétidos con hibridacién especifica para una secuencia aliamente
repetitiva de ADN nuclear de 7. cruzi. Muestras de pacientes infectados en fase aguda v
cronica dieron resultados positivos en este método y no se observd diferencias

significativas cuando se utilizaron muestras de sangre completa o suero (56).

Avila y colaboradores evaluaron un panel de 114 muestras de sangre de pacientes
chagasicos en fase cronica y pacientes no chagasicos, los que fueron evaluados para T.
cruzi por el método de xenodiagnostico, serologia y amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Las muestras de sangre fueron preservadas en buffer de guanidina-
EDTA, el ADN ftotal de sangre fue aislado con el ion cobre 1,10-phenanthrolina y se utilizo
una plantilla para amplificacion por PCR de las regiones variable y conservada de las
moléculas del minicirculo de 7. cruzi. Los productos de PCR fueron tamizados por
hibridizacion con Southerm blot con una sonda de oligonuckéotido marcado con
digoxigenina especifica para la region conservada del minicirculo. El método mostrd una
sensibilidad de 100 por ciento comparada con la serologia. Todas las muestras positivas
para serologia y negativas por xenodiagnostico fueron positivas en PCR. Esto demuestra
que la amphlificacién por PCR de ADN de minicirculo del kinetoplasto de T. cruzi
reemplaza al xenodiagnéstico en evaluacién de parasitemia en pacientes chagasicos en fase

cronica v sirve como complemento de la serologia, y en tamizaje de donadores en bancos



de sangre (57).

Una solucién de guanidina 6M HCI EDTA 0.2M fue utilizada para lisis y
almacenamiento de especimenes de sangre. El ADN almacenado en sangre lisada con
guanidina-EDTA (GEB) establecié que no se degradaba después de un mes de incubacion a
37°. Sugiriendo que este reactivo es apropiado para el transporte de muestras de sangre del
campo hacia el laboratorio para su analisis. El ADN del kinetoplasto de T. cruzi en GEB
puede ser extraido con nucleasas quimicas, ion cobre 1,10 phenanthrolina. Este
procedimiento libera moléculas del minicirculo linearizadas por catenacion y permite que
una pequefia alicuota del lisado original sea utilizado para el analisis por amplificacion con
PCR. E_sto incrementa la sensibilidad del método dramaticamente por la deteccion de un
pequefio nimero de parisitos en un volumen grande de sangre. Se realiz6 aislamiento de
ADN de alicuotas de GEB positivas para T. eruzi por amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa con 3 sets de cebadores del minicirculo de KADN especificos para T. cruzi

. produciendo bandas de 83 pares de bases y 122 pares de bases de fragmentos de la region
conservada y de 330 pares de bases de la regién variable. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en gel y 7o hibridizacién. Los resultados indican que una
célula de T. cruzi en 20 ml de sangre puede ser detectada por este método. Muestras de
sangre de pacientes chagisicos en fase cronica fueron utilizadas y amplificaciones de
secuencias del minicirculo del ADNk de T. cruzi fueron detectadas en todos los casos
aunque los resultados del xenodiagndstico hayan sido negativos. El método de PCR
muestra que puede ser utilizado para reemplazar o complementar al xenodiagnéstico o
serologia en estudios clinicos o epidemiologicos de la enfermedad de Chagas durante la
fase cronica (58).

La deteccion del ADN del kinetoplasto del T. cruzi por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) es una herramienta poderosa para el diagnéstico parasitologico de la

enfermedad de Chagas. En Bolivia se ha aplicado esta técnica en 45 nifios de primaria con

exadmenes serologicos sugestivos de presencia de la enfermedad. 26 de las 28 serologias
- positivas resultaron positivas por PCR. Adicionado a esto, 2 nifios serologicamente
negativos tuvieron un resultado positivo por PCR. Este resuliado sugiere que la deteccion |

o
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de ADN de T cruzi en sangre por PCR puede ser un util complemento de la serologia en el
diagndstico de la enfermedad de Chagas en Bolivia (59).

11. Tratamiento

No hay tratamiento eficaz para la tnpanosomiasis americana en la fase cronica, ya
que las drogas utilizadas eliminan Unicamente los pardsitos extra celulares. El tratamiento
es eficaz ﬁnicémente en la fase aguda, sin embargo el Nifurimox (Bayer 2502) mas
interferon gamma pueden acortar la fase aguda y pueden aliviar por una temporada a
algunos pacientes con tripomastigotes aun presentes en la sangre. El Benzonidazol
(Rochagan) y el Nifurtimox son las drogas de eleccion y requieren un tratamienfo largo de
aproximadamente 60 dias o mds, por lo que muchos pacientes requieren hospitalizacién
debido a los efectos adversos frecuentemente asociados. No se han desarrollado vacunas
debido a una posible asociacién de estas con enfermedades autoinmunes; el inico conirol
efectivo es a través de fumigacién de las Areas afectadas por el vector (32, 60-61).

Las drogas utilizadas en las ultimas tres décadas, Nitrofuran (Nifurtimox) y
Nitroimidazole (Benzonidazol) para el tratamiento en pacientes chagasicos, son
potencialmente tbxicas por sus compuestos heterociclicos, los cuales deben ser
administrados en bajas cantidades, aunque producen un alto rango de cura en la fase aguda
y un pequefio porcentaje en la fase cronica. Debido a esto se quiere introducir nuevos

compuestos farmacéuticos con estrategias alternativas (62).

Brener y colaboradores, realizaron estudios con el ketoconazol, que es una droga
antifingica, de la que demostraron la actividad en infecciones experimentales de T cruzi y
confirmaron ¢l efecto de la droga y el rango de actividad con diferentes cepas de T cruzi
resistentes o susceptibles a ambas drogas Nifurtimox y Benzonidazol. El resultado obtenido
fue que la administracion de ketoconazol en pacientes chagasicos en fase cronica en dosis
utilizadas en el tratamiento de micosis profundas induce la cura demostrada por exdmenes
serologicos y parasitologicos (62).



12. Prondstico

En la fase aguda, solo el 10 por ciento de los pacientes mueren por miocarditis o
meningoencefalitis (niffos menores de I afio). La fase indeterminada puede durar toda la
vida. La cardiomiopatia comienza entre los 20 y 50 afios de edad y la insuficiencia cardiaca

en estas edades produce la muerte de uno a cinco afios después de su aparicion inicial (10).

Multiples pruebas indican que si se trata a los pacientes con enfermedad de Chagas
con Nifurtimox o Benznidazol, disminuye la posibilidad de una futura afeccién cronica.
Aunque no bay acuerdo general en cuanto a la posibilidad de que el tratamiento
farmacologico de casos indeterminados, es decir, pacientes asintomaticos con serologia
positiva, evitara el desarrollo de la afeccién cronica posteriormente. Muchos que se tratan
en Ia fase aguda nunca desarrollan anticuerpos a 7. cruzi o solo de manera pasajera. Debido
a esto, se supone que es posible eliminar los microorganismos v curar al paciente si se trata
en la fase aguda. Sin embargo, no siempre se obtienen estos resultados con nifurtimox y al
parecer las cepas del parasito de ciertas Areas geograficas (Brasil) responden menos al
tratamiento que las de otros paises (Argentina y Chile).

Los marcapasos cardiacos pueden prolongar la supervivencia en casos de blogueo
cardiaco completo. La insuficiencia congestiva de la cardiomiopatia chagasica es

desalentadoramente resistente a los medicamentos cardiotrépicos usuales.

Existen vanas opciones para la atencion y tratamiento de la afeccion mega. En las
etapas iniciales del megaeséfago, quiza es mas eficaz la dilatacién neumatica del esfinter
que el uso de bujias. En casos mas avanzados se requiere diversos procedimienios
quirfirgicos como miotomia o reseccién parcial del esfinter. Las efapas iniciales de

megacolon se tratan con dietas y laxantes y en ocasiones enemas. A veces en los casos mas

graves puede resecarse una seccion aperistaltica del colon (63).




IV. JUSTIFICACION

El diagnostico parasitologico de la enfermedad de Chagas en fase aguda es dificil
debido a los bajos niveles de parasitemia. [gualmente, la deteccion del pardsito en la fase
cronica requiere la utilizacién de métodos biologicos, como el hemocultivo y el

xenodiagnéstico, debido a que los niveles de parasitemia son muche mas bajos que en ia

fase aguda.

Debido a esto, se ha hecho necesaria 1a busqueda de técnicas mas sensibles que
permitan realizar un mejor diagnostico. Entre estas técnicas se encuentra la busqueda de
antigenos, fracciones antigénicas o del ADN del parasito en fluidos corporales, como la
demostracion del ADN de T. cruzi en sangre completa y suero, a través de la técnica de

PCR la que ofrece varias ventajas como alta sensibilidad y especificidad de resultados.

En el presente trabajo se estandarizé la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando los cebadores S35 - §36 lo que permitio la demostracion de pequefias
cantidades de ADN del pardsito en sangre completa y realizar més oportunamente el
diagnostico de la enfermedad de Chagas en pacientes tanto en fase cronica como aguda. De
esta manera, en un futuro se podra dar una mayor informacion al médico, para que la
administracion del tratamiento especifico sea antes de que la enfermedad progrese y el dafio

sea mayor.

Al estandarizar la técnica de PCR en el laboratorio de Biologia Molecular del

departamento de Citohistologia, se puede disponer de una nueva metodologia confirmatonia
para el servicio de diagnostico de la enfermedad de Chagas que ofrece el Laboratorio

Microbiologico de Referencia (LAMIR) y el departamento de Citomstologia.



- V. OBJETIVOS

Objetivo General:

-  Estandanzar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como un método
de diagnostico de la enfermedad de Chagas, en el departamento de Citohistologia.

Objetivos Especificos:

- Estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para la deteccion

del ADN del kinetoplasto de T. cruzi en sangre de pacientes chagasicos, por medio de
los cebadores S35 v $36.

- Comparar los resultados obfenidos con la técnica de PCR con los obienidos por

méiodos serologicos.

- Establecer la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como una metodologia
confirmatona, y un servicio de referencia que para el diagnostico de Chagas brinda el
Laboratorio Microbiolégico de Referencia (LAMIR).




V1.  Materiales y Métadas

5.1.Universo de Trabajo

Diferentes metodologias para el diagnostico de la enfennedad de Chagas.

5.1.1. Muestra

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y serologia (aglutinacion con particulas de

latex, aglutinacion con particulas de gelatina GPAT e inmuno difusién directa IDD.

5.2.Recursaos

5.2.1. Recursos Humanas:

Investigadora: Julia Elisa Antonieta Machuca Hemandez

Asesoras: Licda. Maria Eugenia Paredes Sanchez y
Licda. Vivian L. Matta de Garcia

Colaboradores: Dr. Julio Cesar Argueta (M.S.P.A.S.)
Dr. Carlos Mendoza (Universidad del Valle de Guatemala)
Dra. Claude Pirmes (FIOCRUZ, Brasil)

5.2.2. Institucionales

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Departamento de Citohistologia
Asociacion Internacional de Energia Atémica




5.2.3. Materiales

5.2.3.1 Equipe:

Estufa

Bafio de Maria

Termociclador PTC-100™  Peltier-Effect
INC Programmable Thermal Controller
Equipo horizontal para electroforesis
Accesorios para electroforesis

- Placas de vidrio

- Pemes
- Micropipetas graduadas

- Tips de punta larga

Fuente de poder

Fuente de luz ultravioleta

Camara fotografica

Cyclin MJ

Centrifuga para eppendorf Biofuge Heraeus Step Sept Tech

Centrifuga refrigerada para eppendorf
Baflo de agua con agitacion

Bloque térmico a temperatura baja
Bloque térmico a temperatura alta
Campana para PCR MJ Reserch INC.
Refrigeradora a 4°C

Refrigeradora a -70°C

Refrigeradora a -20°C

5.2.3.2 Reactivos

Solucién de Guanidina-HCI1 6M, 200 mM EDTA

Fenol-cloroformo
Cloroformo

Agua desionizada

Reserch

Reserch




Taq polimerasa (Sigma, Perkin Elmer, del Kit de FIOCRUZ, una producida en la
Universidad de Loyola y una producida por la Dra. Do de la Universidad de
Loyola en el Depto. de Biologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia.).

MgCl; 25 mM

Cebadores S35 y S36

dNTP’s

BSA

Buffer para PCR

Buffer TBE 1X

Bromuro de etidio

Acetato de sodio 3M

Etanol al 80%

Agarosa

Escalera de peso molecular de ADN

5.2.3.3 Cristaleria
Tubos vacutainer con EDTA
Probetas de 100ml, 500ml y 1000ml
Erlenmeyers de 500ml y 1000ml
Beakers de 25ml, 100ml, 500ml y 1000m!
Pipetas de Sml y 10ml
Pipetas pasteur

5.2.4. Procedimiento de la Estandarizacién

Para la estandarizacion del método se prepararon muestras de sangre con diferentes
concentraciones de parasitos de la cepa H17 (Tabla No.1), a manera de curva de calibracion

para garantizar que cada uno de los pasos del procedimiento estuviera funcionando bien.
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Tabla No. 1

Concentracion de pardsitos en diferentes diluciones de la curva de calibracién.

DILUCION CONCENTRACION (parasitos / ml)
1:10 1.15X10°

1:100 1.15X10’

1:1000 1.15X10°

1:10° 1.15X10°

1:10* 1.15X10°

1:10° 1.15X10°

1:10° 115

1:10’ 11.5

1:10°% 0.115

5.2.4.1. Extracciton del ADN

=

Se colectaron § ml de sangre por puncién venosa y se transfirieron a un tubo de
polipropileno, conteniendo igual volumen de solucion de guanidina HCVEDTA. Se
agitaron los tubos, se sumergieron parcialmente en agua y se hirvieron durante 13
minutos.

A 100p! de sangre se agregd igual volumen de fenol-cloroformo, se mezclo y
centrifugd por 3 minutos a 12 gravedades.

Se transfiri¢ el sobrenadante a un tubo rotulado.

Se agregaron 150ul de agua tridestilada estéril al tubo que contenia el precipitado,
se mezclo, centrifugd y transfiri6 el sobrenadante al mismo tubo rotulado.

Al tubo conteniendo €] sobrenadante acuoso, se le agregé un volumen de 150l de
cloroformo, se mezclo, centrifugd y pasé el sobrenadante a ofro tubo.

Se midi6 cuidadosamente el total de sobrenadante y se agrego acetato de sodio 3M
formando una dilucién 1:10 y posteriormente se agregd el doble del volumenes de
etanol, para precipitar el ADN.

Para la precipitacion se probaron dos métodos, durante 15 minutos a -20°C y
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también durante toda la noche a -20°C, posteriormente se centrifugd 15 minutos a
1200rpm en frio o 60 minutos a temperatura ambiente.

h. Se descartd el sobrenadante, se agregd 1ml de efanol 70°GL, se centrifugd por 3
minutos, se descart6 el sobrenadante y se seco el botén en un bloque caliente a 70°C
por 5 minutos.

1. Seresuspendi6 el ADN en 50ul de agua desionizada y se almacend a -20°C
5.2.4.2 Extraccién Comercial con el Kit de Wako:

a. Se agrego 0.5ml de sangre con EDTA-Na; (anticoagulante), dentro de un tube
eppendorf de 1.5m! y se mantuvo en hielo.

b. Se agrego 0.5m! de solucion de lisis, se invirti6 el tubo varias veces para mezelar la
solucion.

¢. Se centrifugd a 10,000 gravedades, 20 segundos a 4°C, cuidadosamenie se removid
el sobrenadante, manteniendo intacto el precipitado rojo oscuro.

d. Se agregd 1ml de solucion de lisis al tubo y mezclé 30 segundos a una velocidad
moderada.

e. Se ceninfugd a 10,000g por 20 seg. a 4°C y posteriormente se removio el
sobrenadante del tubo.

f. Se repiti6 1a operacion “d” y “e”

g. Se suspendio el precipitado en 200ul de solucion de reaccion enzimatica. Se agregd
10n! de solucion de proteasa y mezelé por inversion.

h. Se incubd a 37°C por 1 hora. (durante la incubacién, se mezcld la solucidn varias
veces por inversion).

i. Se agregd 0.3ml de solucion de Nal y mezcld bien por inversion. _

J. Se agregd 0.5 ml de aleohol isopropilico hasta que aparecié un material blancuzco
(DNA).

k. Se centrifugé a 10,000g por 10 minutos a temperatura ambiente, se removid el
sobrenadante y colocd el tubo boca abajo para remover el sobrenadante que habia
quedado.

l. Se lavo el precipitado en el tubo con 1ml de solucion de lavado(A), se centnfugo a
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10,000g por 5 minutos, luego se mezclo el tubo hasta que el precipitado se
desprendio6 de la pared del tubo.

m. Se repiti6 la operacién del inciso “I” utilizando solucion de lavado (B) en lugar de la
solucion de lavado (A).

n. El precipitado se secé al vacio por 3 minutos (el ADN no debe secarse

completamente debido a que es dificil disolverlo).

5.2.4.3 Amplificacién del ADN Extraido:

A. Condiciones del Termociclador
Se ensayaron diferentes temperaturas y ciclos, tomando como base un esquema
utilizado en la mayoria de articnlos consuliados, el cual se fue cambiando conforme se fue

estandanzando el método, por otros programas utilizados en diferentes laboratorios.

Programa inicial, el cual es utilizado en la mayoria de laboratorios en los que se realiza

PCR para la enfermedad de Chagas.

1. 1 ciclo 94°C 1 minuto

2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
5353°C 1 minuto
72°C 1 minuto

3. 1 ciclo 72°C 10 minutos

Programa utilizado en el mstituto FIOCRUZ (Brasil).

1. 2 ciclos 98°C 1 minuto
64°C 2 minutos

2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
64°C 1 minuto

3. 1 ciclo 72°C 10 minuios
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Programa recomendado en los insertos de la casa comercial Sigma, el cual difiere del

programa inicial en que en el paso de desnaturalizacion, lleva el doble del tiempo.

1. 1 ciclo 94°C 2 minutos
2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
55°C 1 minuto
72°C 1 minuto
10 minutos

3. 1 ciclo 72°C

Programa utilizado por la Universidad de Lovola

1. 1 cclo 94°C 2 mmutos
2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
60°C 1 minuto
72°C 1 minuto
3. 1 ciclo 72°C 10 minutos
B. Reactivos

Se iniciaron los experimentos con un volumen de 50ul, debido a que la maquina que se
utiliz6 tiene capacidad para tubos de 60ul, pero durante la estandarizacion se determiné que
funciona bien un volumen menor, por lo que se disminuyé el volumen de todos los
reactivos a la mitad es decir que el volumen total de reaccion fue de 25ul, lo que permitio
ecopomizar reactivos. Se agregaron las muestras en tubos adecuados conteniendo los
siguientes reactivos que forman la mezcla maestra para PCR: Buffer 10X, dNTPs,

cebadores (S35 y $36), Taq polimerasa, Agua.

El butfer de la enzima normalmente contiene cierta cantidad de magnesio estandarizada
para cada lote de enzima; si el buffer no indica que contiene magnesio (como en el caso de

la de la casa comercial Perkin Elmer) se debe estandarizar la cantidad a agregar.




B1. Cebadores

a. Para mejorar el rendimiento de los reactivos se experimentt la actividad de los

cebadores en volamenes de 0.5y 1 pl.

. Se adiciond al método de PCR la técnica de “Hot Start™, para la cual se formaron perlas
de parafina en la campana de flujo laminar del Departamento de Citohistologia, las
cuales ademas fueron auntoclaveadas para poderlas utilizar en el mezcla maestra. Se
dividi6 la mezcla maestra en dos partes (Tabla No.2), se agregé la bolita de parafina en
el eppendorf, encima de la mezcla maestra 1 (MM1) y se calentd a 80°C por 5 minutos
en el termociclador para que la parafina se fundiera, luego se enfrio a 4°C por 5 minutos
para que se formara una tapa, posteriormente se sacd del termociclador se agregé la
mezcla maestra 2 (MM2) y se pusieron los eppendorf's de nuevo en el termociclador
para que la tapa de parafina se demritiera y se mezclara el master mix 1 conel 2 v la
hibridizacién se diera a la temperatura optima y no antes. A los tubos con “hot start” se
les agregd solo una gota de aceite, para que la parafina no quede muy suave a diferencia
de los que no tienen hot start, a los que se les adiciona dos gotas de aceite mineral para

evitar evaporacion de reactivos debido a las altas temperaturas.

Tabla No. 2
Mezcla maestra para PCR utilizando “Hot Start” en el que se utilizan
mezcla maestra 1 (MM1) y mezcla maestra 2 (MM2) .

REACTIVOS MM1 X 1 tubo MM2 X 1 tubo
Buffer 2.5 2.5
25mM MgCl, 9 0

2mM dNTPs 5 0

835 1 0

536 1

Taq 0 0.5

Agua 4.5 19
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Se realizaron ensayos con reactivos de distintas casas comerclales, para evaluar

especificidad y sensibilidad de éstos v asi obtener mejores resultados.

B2. Taq Polimerasa

Para estandarizar la concentracién de Taq que debia agregarse per volumen de reaccién
se realizaron varios experimentos como la comparacion de S tipos de Taq (Sigma, Perkin
Elmer, una donada por el Departamento de Biologfa la cual fue preparada en el Instituto
Loyola, una preparada por la Dra. Patricia Dom del Institute Loyola en el Departamento de
Biologia Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia y una del Kit de FIOCRUZ), de las

cuales se probaron lotes diferentes.

Ademas se experimentd con diferentes concentraciones de estas desde 1 Unidad hasta §
Unidades. Se corri6 PCR con reactivos de diferentes casas comerciales (Sigma, Perkin
Elmer v el Kit de FIOCRUZ) para definir cuales daban mejores resultados, ademads de

probar diferentes concentraciones de cada uno.

Para descartar la posibilidad de que los cebadores de 7. cruzi interfirieran con el buen
funcionamiento de la Tag polimerasa y que debido a esto no obtuviéramos bandas, se
realizaron experimentos en los que se probd con ADN extraido de sangre infectada con
Leishmania mexicana en diluciones de 1:10 y 1:100 con cebadores especificos para

Leishmania (HM1, HM2, HM3), v asi observar si con éstos teniamos el mismo problema.

Una de las Taq fue donada por el Departamento de Biologia, pero debido a que se
desconocia la concentracién, se evaluaron diferentes volumenes (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0ul),
ademas de ser evaluada también para Leishmania y de realizar la extraccion de ADN por

dos métodos, un Kit comercial v el método convencional de guanidina.

La Taq polimerasa preparada en el departamento de Biologia con la metodologia de la
Dra. Dorn, fue evaluada para determinar su actividad en diferentes volumenes (0.5, 1.0, 1.5,
2.0,2.5, y 3.0ul), y debido a que no habia un buffer especifico para ésta Tag se probé con el

buffer de Brasil, buffer de Sigma y buffer ajustado a la concentracién que poseia el de




44

Brasil (3.5uM MgCl,), para ver con cual se obtenia mejores resultados. Las cinco Taq

fueron probadas también, con y sin “Hot Start”.

B3. I\IgClz
Para cada lote de Taq se uiilizaron bufters con diferentes concentraciones de MgCly,

que variaron de 1.5mM hasta 4.5mM de MgCl,.

B4. NTPs |

Se realizaron varios experimentos en los que se evaluaron dNTPs Perkin Elmer en
unién con los reactivos de Sigma y el Kit de FIOCRUZ; los dNTPs debian poseer un pH
de 7.

C. Curva
Posteriormente se realizo la curva de parasitos con la Taq producida en el departamento
de Biologia, ya que ésta fue una de las que mejores resultados proporcionéd, y la

concentracion de la polimerasa fue de 1ul de reactivo / 25ul de reaccion.

D. Procesamienta de las Muestras

Con la téenica de PCR ya estandarizada se comenzé a evaluar las muestras positivas de
pacientes provenienies de 4rea endémica (Zacapa y Santa Maria Ixhuatan), y las muesiras
negativas de pacientes provenientes de area no endémica (Solold). Estas se relacionaron
con 1a serologia, pero debido a contaminacién se suspendioé esto hasta encontrar la fuente

de 1a misma.

Se esterilizo todo el equipo con cloro y luz Ulira Violeta, desde los tips, pipetas, eic.
hasta el termociclador, ademas toda el area del laboratorio fue lavada con cloro. Se extirajo
nuevo ADN de las muestras y se le realizo también el procedimiento de extraccion de ADN
a la Guanidina, debido a que se pens6 que la guanidina era la que podia haber estado
contaminada, y se realiz6 PCR para cerciorarnos. Adem4s se extrajo ADN de las muestras
con un nuevo acetato de sodio. Y se comenzé a realizar PCR solo con controles, cambiando

reactivo por reactivo, hasta que se encontré la causa de la contaminacion.
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Luego de eliminar la contaminacion y las bandas inespecificas, para determinar si habia
algin problema en la extraccion de ADN se probé extraerlo por medio del Kit de Wako y
simultaneamente por el método experimental de Guanidina. Se trabajé con una muestra
conocida de sangre infectada con 500ul de epimastigotes de T. cruzi lavados y suspendidos
en PBS. Luego se realizé PCR de los ADN extraidos para observar cual daba mejores

resultados.
5.2.4.4 Electroforesis:

a. Se preparo un gel de agarosa de 1.5 por ciento (electroforesis horizontal) con el nimero
de pozos (9 6 17 pozos) de acuerdo al nimero de muestras que se utilizaron, para una
gel pequefla se agrego al molde 18 ml de agarosa y para una gel grande 30 ml para que
¢l mismo no fuera muy grueso v las bandas corrieran mas rapido y se observaran mejor.
Se utilizé un marcador (escalera de peso molecular de ADN de 100 pb) y de este se
agregd 1lul con lul de buffer de carga y ul de agua.

b. Se mezclaron las muestras con una solucion (buffer de carga) compuesta por 30 por
ciento de glicerol, 0.25 por ciento de azul de bromofenol y 0.25 por ciento de xileno-
cianol en una proporcion de lul para cada 10ul de muestra. Se probd también en
proporciones de 0.5ul de buffer de carga por 5ul de muesira y 1.5ul de buffer de carga
por 15ul de muestra para observar con que volumen nos da un mejor resultado.

¢. Se corrieron las muestras por aproximadamente 2 horas a 50V o 35 minutos a 100V.
5.2.4.5 Revelado:

a. Se colocd el gel en una solucidn conteniendo Sug/ul de bromuro de etidie diluido en
buffer TBE, durante 15 minutos y luego se decoloro por 15 minutos mas en agua
destilada.

b. Se observé por transiluminacion UV y se fotografio (8 minutos y 4.5 de amplitud)




5.2.4.6 Interpretacién:

La observacion de una banda de 330pb de longitud, indico la presencia de kKADN de

T. cruzi, y consecuentemente resultado positivo para el PCR.
5.2.4.7 Aglutinacion con particulas de litex

El método es una técnica basada en la aglutinacion de particulas de latex
sensibilizadas en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas v
Farmacia con antigenos de 7. cruzi. Se mezclaron 3ul de reactivo con 3ul de plasma en una
placa, se colocaron en un rotor y se leyo el resultado a les 5 minutos. Si se observo
aglutinacion el resultado fue positivo, de no observarse Ia misma, el resultado se considerd

negativo.

5.2.4.8 Aglutinacion con Particulas de Gelatina (GPAT), Fujirebio

El método es una técnica comercial basada en la aglutinacién de particulas de
gelatina sensibilizadas con antigenos de 7. cruzi.

Se efectud en placas en forma de U levando a cabo primero un tamizaje, y si la
muestra presenté un tamizaje positivo se titnlo. Para el tamizaje en el pozo numero uno de
la placa se colocaron 175ul de diluyente de muestra, 25ul de suero o plasma para obtener
una dilucién 1:8. Previamente las particulas sensibilizadas se reconstifuyeron con la
solucion diluyente y se dejaron reposar al menos 30 minutos. Luego se mezclaron las
particulas sensibilizadas, se agrégaron a cada pozo 25ul de particulas de gelatina, se
mezcld, se tapd con papel adhesivo para placas v se dejo reposar a temperatura ambiente
por dog horas. Se tomaron positivas las muestras que presentaron aglutinaciéon en un titulo

1gual o mayor a 1:32, si no se observo aglutinacion el resultado se considerd negativo.
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5.2.4.9 Inmuno difusién directa (1IDD)

Se prepararon las laminas de agar con azida de sodio y PBS dispensando en cada
una de ellas aproximadamente 5ml de la mezcla. Se perforaron los agujeros utilizando
como guia una hoja de papel milimetrado preparada para el efecto. Se centrifugé a
3000rpm por Smin el antigeno de T. cruzi y cada uno de los sueros evaluados. Se colocaron
cuidadosamente 10ul del antigeno en el pozo central y 10ul de cada suero en los pozos
externos teniendo cuidado de no estropear el agar y no rebasar los pozos. Incubar en camara

himeda de 48 a 72 horas a temperatura ambiente.

Se colocd cada una de las laminas en un recipiente que contenia NaCl al 0.85% para
desproteinizarlas (remover cualquier proteina sérnica que no sea complejo amtigeno
anticuerpo) durante 24 horas con agitacién constante, se colocd un pedazo de papel filtro

humedecido con la solucion anterior sobre cada una de las Jaminas y se secaron con aire

caliente completamente.

Se separ6 el papel de la lamina con cuidado de no romper el agar, se coloreé por
una ¢ dos horas con azul de Coomasie y se destifié con cuidade de no perder las bandas de
precipitacion tefiidas, se secaron al aire y se montaron de nuevo en la lamina. Las muestras

que presentan bandas de precipitacién se consideraron positivas.
5.3. Analisis de Investigacién

5.3.1. Disefio Estadistico

Se empled un nivel de mvestigacidon de tipo descriptivo usando una escala bmeomial

de medida.

5.3.4. Anilisis de Datos

a. Los resultados se obtuvieron como respuesta binomial y de estos se analizd la

concordancia PCR — serologia por medio del indice de Kappa.
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ViL. RESULTADOS

Para la estandarizacién de la técnica se realizé una serie de experimentos hasta obtener

los mejores resultados positivos.

La extraccion de ADN se realizo por dos diferentes métodos, uno en el que se dejo
precipitar el ADN toda la noche y luego se centrifugd en frio y el otro donde se dejo
precipitar 30 minutos y se centrifugo a temperatura ambiente. Se observo que precipitando

durante toda la noche se obtienen mejores resultados.

Para que el precipitado de ADN se seque mas rapido y sin el peligro de que se dafle
debido a pericdos muy largos a alta temperatura, se le agregd 1ml de etanol a 70” GL se
centrifugé durante 3 minutos, luego se decantd el etanol y se coloco en el bleque caliente a

70°C por aproximadamente 3 a 5 minutos.

Se extrajo el ADN por dos métodos diferentes, el método convencional de guanidina y
el del kit comercial de Wako, y al comparar por PCR se observé que las bandas que se

obtuvieron fueron de la misma intensidad y peso molecular.

En la estandarizacién de la amplificacién del ADN, se utilizaron cuatro métodos: el
programa inicial, el utilizado en FIOCRUZ (Brasil), el de la casa comercial SIGMA y el
utilizado por la Dra. Patricia Dom de la Universidad de Loyola, USA. Se encontro que el
programa del termociclador que mejor funciond fue el recomendado por la Dra. Patricia
Dorn (Tabla No. 3), y que con la Taq polimerasa producida por la misma Universidad
también se obtuvo un buen resultado.
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Tabla No.3
Programa para termociclador utilizado por la Dra. Dom de la Universidad de
Loyola, USA
CICLOS TEMPERATURAS °C TIEMPO (min.)

1 94 2
33 94 1
60 _ 1
72 1

1 72 10

Se determino que el volumen de cebadores que debia utilizarse era de 0.5ul de cada
uno, por 25ul de volumen total de reaccion, ya que con un volumen menor no se detectaban

bandas cuando 1a concentracién de ADN era baja (Tabla No.4).

Tabla No. 4
Comparacion entre la intensidad de las bandas al utilizar dos diferentes volumenes de

cebadores con dos diferentes concentraciones de ADN en controles positivos.

Controles Positivos Vohimenes de Cebadores (ul)
0.5 0.25

Control positivo 1:1 +++ +

Control posttivo 1:6 ++ -

Al comparar la eficiencia de diferentes Taq polimerasa se obtuvieron resultados
positivos con una de las Taq polimerasa comerciales (Sigma) con concentracion de 1

Unidad v un volumen de 0.25ul por volumen total de reaccion de 25ul, ademas de una
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concentracion de 4.5mM de MgCly. Otra Taq polimerasa con la que se obtuvieron buenos
resultados fue la producida por la Dra. Patricia Dom en el Departamento de Biologia de la
Facultad de CC.QQ. y Farmacia, la cual dié resultados positivos al utilizarse 1.5ul de ésta
por 25ul de volumen total de reaccion, en union con un buffer elaborado en FIOCRU?Z
(Brasil), que posee una conceniracion de 3.5uM de MgCl;. Para esta Taq polimerasa se
experimentd con volimenes de 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 y 3.0 pero las bandas no fueron claras en

estas concentraciones.

Con la Taq polimerasa de Perkin Elmer no se pudo obtener resultados positivos, aun
aumentando o disminuyendo la concentracion de MgCly. Se realizaron experimentos para
probar la actividad de dNTPs, de la misma casa comercial obteniendo buenos resultados

tanto con los reactivos del kit de FIOCRUZ (Brasil) como con el de Sigma.

Para descartar la posibilidad de que los cebadores de T. cruzi interfirieran con el buen
funcionamiento de la Taq polimerasa y que debido a esto no se obtuvieran bandas se realizo
un ensayo en el que se probd la Taq polimerasa con ADN extraide de sangre infectada con
Leishmania mexicana en diluciones de 1:10 y 1:100 y cebadores especificos para

Leishmania (HM1, HM2, HM3), pero con estos tampoco se obtuvieron bandas.

Posteriormente se realizé un experimento para probar la Taq polimerasa que fue donada
por el departamento de Biologia de la Facultad de CC.QQ. y Farmacia, Yy COMO No se
conocia la concentracién ni la actividad que ésta poseia, se utilizaron diferentes volimenes
de ésta (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0ul) pero no se obtuvieron bandas. Esta misma Taq polimerasa se
utilizd con muestras de Leishmania y muestras de ADN extraido de pacientes por medio del
Kit comercial y con Guanidina, pero no se obtuvieron resultados positivos con ninguno de

los cambios que se realizaron.

Las cinco Taq polimerasa fueron probadas también utilizando “Hot Start®, método que
se ha reportado produce bandas mas claras y especificas (64), pero las unicas que dieron

buenos resultados fueron las de Sigma y la de la Universidad de Loyola, ya que con las

otras Taq polimerasa no se obtuvo bandas.




La curva de parasitos realizada con la cepa H17 determiné el nimero minimo de

parasitos que el PCR puede detectar, esta curva se realizd con y sin “Hot Start”,
encontrandose que el minimo detectado es de 0.115 parasitos en una muesira de Sml de

sangre completa. Utilizando “Hot Start” en la elaboracion de esta curva las bandas fueron

mas claras y sin tantas bandas inespecificas (Tabla No. 3).

Tabla No. §

Resultados obtenidos en la curva de calibracion con y sin “Hot Start”.

Dilucion de parasifos ¥ de Parasitos Con Hot Start Sin Hot Start

1:10 1.15X10° ++ ]

1:100 1.15X10° ++ ]

1:1000 1.15X10° 4 S+
1:10° 1.15X10° +at ot
1:10° 1.15X10* +++ 4t
1:10° 1.15%X10° ++ ot
1:10° 115 ++ S
1:10’ 115 + 4+
1:10® 0.115 + +r

En base a los resuliados obtenidos se determiné que el profocolo a seguir fue el

siguiente (Tabla No. )




“Tabla No. 6
Mezcla maestra de PCR estandarizada a las condiciones del Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Citohistologia de 1a Facultad de CCQQ y Farmacia.

Reactivos Concentraciones (ul)
Buffer 10X 25
dNTP's 4.0
S35 0.5
S36 0.5
Taq polimerasa 1.5
Agua 13.5

Teniendo la técnica estandarizada (Tabla No.3 y 6) se procesaron las muestras del area
endémica (Zacapa), v de area no endémica (Solold). Se obtuvo buenos resuliados, ya que
las muestras con serologia positiva presentaron resultados positives en PCR, bandas claras
y de peso molecular esperado y las muestras con serologia negativa fueron también

negativas en PCR. Esto se tuvo que suspender debido a presencia de contaminacion.

Eliminada la contaminacién se inicié nuevamente el proceso de las muestras de
pacientes. La poblacion evaluada para el estudio comprendid 40 muestras de sangre
completa de personas distribuidas de la siguiente forma: 15 muestras de personas
procedentes de 4rea endémica (Zacapa), 15 muestras de personas procedentes de Area no
endémica (Solold), y 10 muestras de personas procedentes de area endémica (Santa Maria
Ixhuatan). Las muesiras se sometieron a examenes seroldogicos tanto como a PCR (Tabla
No. 7, 8); para lo cual se extraje 5ml de sangre heparinizada a cada persona, se tomé 1ml
de plasma para la serologia y el resto de la sangre completa se utilizé para extraccion de
ADN al que posteriormente se le realizé el PCR.

Las pruebas serolégicas realizadas a los sueros fueron: aglutinaciéon con particulas de

gelatina, aglutinacion con particulas de latex e inmunodifusion directa, las cuales fueron

comparadas con PCR. Con los datos obtenidos se compararon ambas técnicas utilizando el
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. estadistico Kappa. Debido a que tanto la serologia como el PCR de las muestras de Solola

fueron negativos no se incluye tabla de resultados.

Tabla No. 7
Resultades de PCR y serclogia de 15 muestras de pacientes de area endémica (Zacapa)

Muestra PCR PCR Latex HID) D] GPAT
S35yS836  121y122 '

1 + + + + +21:256
2 + + + + + =1:256
3 + + + + +21:256
4 + + + + +>1:256
5 + + + + + >1:256
_ 6 + + + + + >1:256
- 7 + + + + + >1:256
8 + + + + + 21:256
9 + + + + +21:256
10 + + + + + =1:256
11 + + + + + =1:256
12 + + + + + =1:256
13 + + + + + =1:256
14 + + + + + 21:256
15 + + + + +21:256

IDD: Inmuno difusién directa.  GPAT: Aglutinacion con particulas de gelatina




Tabla No. 8
Resultados de PCR y serologia de 10 muestras de pacientes de area endémica (Santa
Maria Ixhuatan)

Muestra PCR PCR Latex IDD GPAT
S35y S36 121 y 122

1 + + + + +1:128
2 + - - -

3 + + ] - ]

4 - - - - -

5 + + + - -

6 - - - - .
7. - - - - -

8 - - - - -

9 - - - . -
10 - - - - -

IDD: Inmuno difusitn directa.  GPAT: Aglutinacién con particulas de gelatina

Con los resultados obtenidos del 4rea endémica de Zacapa el 100% de las muestras
serologicamente positivas, fueron PCR positivo, con lo que se obtuvo un resultado de
Kappa = 1. (Tabla No.9)

En el gel se pudo observar perfectamente las bandas de 330 pares de bases en los pozos
del 6 al 13 y los controles positivo y negativo que se ponian en cada gel, ademas pueden
observarse unas bandas adicionales de 100 y 700 pb las cuales son inespecificas (Anexo
No.1)

Puede observarse perfectamente que cuando hay contaminacién los controles negativos
también presentan banda. (Anexo No. 2) mientras que en uno donde no hay contaminacion
los controles se diferencian claramente (Anexo No. 3)



. Tabla No. 9
Comparacion de resultados de muestras de 4rea endémica (Zacapa) obtenidos por

medio de serologla y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA
+ -
15 Q
+
PCR
0 Q

Con las muestras del drea no endémica se observo una relacion entre serologia y
PCR de 100%, ya que todas las muestras serologicamente negativas fueren negativas
. también para PCR, obteniendo como resultado un Kappa = 1. (Tabla No. 10)

Tabla No. 10

Comparacion de resultados de muestras de area no endémica (Solola) obtenidos por

medio de serologia y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA

+ -

PCR

Con las muestras de Santa Maria Ixhuatin se observd que una de las muestras

serologicamente positivas presentd PCR positivo, 6 de las muestras con serologia negativa
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presenfan también PCR negativo, pero 3 de las muestras con serologia negativa presentaron
resultados positivos para PCR, con estos resultados se obtuvo un Kappa = 0.286
(Tabla No. 11)
Tabla No. 11
Comparacién de resultados de muestras de area endémica (Santa Maria Ixhuatan)

obtenides por medio de serologia y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA
+ -
1 3
+
PCR
0 6




VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a que en Guatemala no se habia utiizado previamente la técnica de
Reacci6n en Cadepa de la Polimerasa (PCR), como herramienta diagnéstica para la
enfermedad de Chagas, este trabajo consistié en estandarizar el método, para asi lograr la
deteccion de ADN de 7. cruzi en sangre completa de pacientes chagasicos, ¢l cual se

realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Citehistologia.

En la estandarizacion de la extraccion de ADN se hicieron muy pocos cambios ya que
el método convencional de Guanidina (2,59) utilizado en la mayoria de laboraterios que
trabajan con PCR demostro ser bueno y acoplarse muy bien a las condiciones del
laberatorio donde se trabajo, debe tenerse mucho cuidado que el fenol-cloroformo tenga un
pH de 8 va que si es mas acido se extrae ARN y no ADN que es el necesarie para PCR.
Ademas debe dejarse precipitar el ADN el tiempo necesano (toda la noche) a -20°C v

cenfrifugarse al otro dia en frio para que el botén obtenido sea mejor.

Se observo que para secar el precipitado conteniendo el ADN en mencr tiempo era
necesario decantar el sobrenadante donde se dejo precipitar, agregér en el tubolml de
etanol 70°, cenirifugarlo por 3 minutos, posteriormente decantar el etanol y secar en el
bloque caliente a 70°C por aproximadamente 3 2 5 minutos. Al principic se omttia el paso
del etanol 70° por lo que el secado en el bloque caliente tardaba demasiado v la diluciton del

ADN en el agua era dificil.

Se utilizaron varios programas en el termociclador de los cuales, uno se descartd por ser
para tipificacion de especies y se eligi¢ para trabajar el utilizado por la Dra. Patricia Dom
de la Universidad de Loyola, el cual di6 muy buencs resultados en unidn con' la Taq
polimerasa producida con el método de la misma Universidad, los cuales se acoplaron muy

bien a las condiciones que se tenian en el laboratorio.

En la estandarizacion de la amplificacién del ADN se observé que la Taq polimerasa

comercial (Taq Perkin Elmer), no dié resultados positivos al aumentarse ni disminuirse la
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concentracion de MgCly ademas no funciono en unién de ningén otro reactivo tales como
Sigma ni los del Kit de FIOCRUZ (Brasil). Se prob6 ademés con “Hot Start” y no se
obtuvieron bandas, por lo que se descarté de los reactivos utilizados en este trabajo.

Se observod que en el transporte de la enzima (Taq polimerasa} debe conservarse la
cadena de frio, ya que una de las principales causas de los problemas encontrados se debio

a que varias de las enzimas recibidas habfan perdido su actividad.

El “Hot Start” es una técnica utilizada para obtener bandas més claras y sin presencia de
bandas inespecificas (64). Lo anterior pudo ser comprobado en la prictica pero se tuvo el
inconveniente de que al momento de realizar la electroforesis los tips se taparon y el
volumen que median las pipetas no fue siempre el mismo, por lo que se optd por no

utilizarlo, ya que los resultados no fueron reproducibles.

Las muestras tanto del area de Zacapa como las de Sclola se comenzaron a procesar por
PCR, obteniéndose buenos resultados reproducibles con la serologia, pero esto se tuvo que
suspender debido a presencia de contaminacion. Las técnicas utilizadas para ehminar la
contaminacién (esterilizacién de todo el equipo con cloro y luz ultra violeta y probar
reactivo por reactivo unicamente con controles) dieron buen resultado, ya que aunque no

fue posible determinar el motivo exacto de la contaminacion, ésta si fue eliminada.

Se corrieron las muestras de la poblacion muestreada (40 muestiras) tanto de las areas
endémicas (Zacapa y Santa Maria Ixhuatan), como del area no endémica (Solold). Para
considerarse como positivas serologicamente, las muestras debian ser positivas en dos de
las tres pruebas que se utilizaron, las pruebas utilizadas fueron: aglutinacion con particulas
de latex, aglutinacién con particulas de gelatina e inmunodifusién directa. De las 15
muestras de Zacapa, 15 (100 por ciento) fueron positivas para las pruebas serologicas,
estas muestras también fueron corridas en PCR dando una correlacion del 100 por ciento y

un Kappa = 1 que es un resultado excelente.
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De acuerdo con los resultados obtenidos de las muestras del area no endémica de Solola
el 100 por ciento de las muestras serologicamente negativas, fueron también negativos para
PCR, por lo que se obtuvo un resultado de Kappa = 1 que es un resultado excelente ya que

la correlacion entre las dos técnicas es del 100 por ciento.

Con los resultados del area endémica de Santa Maria Ixhuvatan, los resultados fueron
distintos ya que no se obtuvo ninguna muesira con serologia positiva y PCR negativo y solo
una de las muesiras serologicamente positiva fue PCR positivo, 6 de las muestras con
serologia negativa fueron PCR negativo v 3 de las muestras con serologia negativa
presentaron resultados positivos para PCR. Con estos resultados se obtuvo un Kappa =

0.286

Con respecto a los tres casos de pacientes con serologia negativa pero con PCR
positivo, posiblemente hayan dado una reaccion cruzada con alguna otra enfermedad
parasitaria, ademas segin la bibliografia, hay dos teorias que pueden explicar esto, la
primera es que puede ser por una contaminaciéon de ADN , la segunda es que estas personas
viven en un 4rea que es considerada como un 4rea de transmision activa para la enfermedad
de Chagas, por lo que si la infeccion se adquirié recienfemente, el tiempo necesario para
montar una respuesta humoral detectable es de varios meses y durante este tiempo la

serologia siempre va a ser negativa (59).



IX. CONCLUSIONES

La técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) fue estandanzada en el
departamento de Citohistologia para su uso en el diagndstico de la enfermedad de
Chagas.

En este estudio y en las condiciones estandanzadas la sensibilidad obtenida es de 0.115

parasitos en 5ml de sangre completa.

El estudio demostrd una sensibilidad en PCR mayor que la de serologia.

Una infeccion recientemente adquinida podra ser demostrada mas facilmente por PCR

ya que la respuesta humoral toma un tiempo para ser detectada por técnicas serologicas.

Para establecer la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como una metodologia
confimatoria, deben realizarse mas estudios utilizando un 4rea endémica de otras

enfermedades parasitarias, en 1a que se estudien los falsos positivos con éstas.




X RECOMENDACIONES

Precipitar el ADN durante la noche y centrifugar en fric para obtener un mayor y mejor
boton de ADN.

Para secar el botén en menor tiempo, debe incluirse antes del secado un paso de

precipitacion con etanol 70°GL.

Tratar en 1a medida de lo posible de producir en el laboratorio la Taq polimerasa para

evitar su deterioro durante el transporte y reducir los gastbs.

Realizar mas ensayos con la técnica de PCR, en una poblacién mayor que permita
detectar los falsos positivos con otras enfermedades parasitarias, anies de uiilizar este

método como referencia para confirmar el diagnostico de la Enfermedad de Chagas.
Estandarizar el uso de “Hot Start™ para lograr mejores resultados.
Incluir entre el certificado de salud de nifios en edad escolar el examen serologico de

Chagas, para poder diagnosticar la enfermedad en la fase aguda y asi dar tratamiento

oportuno, va que en fase cronica la enfermedad no tiene cura.




GLOSARIO

Amplificacién: En PCR, es la replicacién exponencial de un fragmento especifico de
ADN por ADN polimerasa, para producir multiples copias.

Buffer: Solucién quimica que mantiene el pH de una solucion. Un buffer de PCR es una
formulacion especifica recomendada para una polimerasa particular para estabilizar el
pH de la reaccion durante la amplificacion del ADN.

Cebadores: Una pieza corta de ADN en forma de un oligonucleotido sintético que se
hibridiza a la secuencia complementaria de ADN v es extendida por una polimerasa.
Control: Una muestra conocida incluida en todas las amplificactones, para venficar las
condiciones de reaccion.

Ciclo: Durante la amplificacién del PCR, cada ciclo consiste de una serie de tres
diferentes temperaturas, en los cuales los ingredientes de la reaccion sufren distintos
procesos fisicos y bioquimicos {desnaturalizacién, anillamiento v extensioén), resultando
en la replicacién exponencial de una tarjeta molecular.

ADN: Acido desoxirribonucleico. Formado por dos fragmentos complementarios de
ADN que forman la doble hélice.

dNTP(s): Desoxinucleotido tnfosfato(s). Es el segmento de union del ADN replicado
durante el PCR.

Electroforesis: La migracion de particulas cargadas sobre una matriz con campo
eléctrico. Este método es utilizado para separar fragmentos cargados negativamente de
ADN de acorde a su tamaifio. Los fragmentos mas pequefios migran mas rapidamente
hacia el polo positive que los fragmentos largos.

Especificidad: La capacidad de identificar algo o los caracteres y particularidades
peculiares del objeto de interés.

Extraccion: Tratamiento de una muestra con un solvenfe organico, para obtener 4cido
nucleico de vanada purificacién, dependiendo del método utitizado.

Genoma: La base de informacién genética, guardada en el cromosoma de un organismo.
Hot start: Es un método cominmente utilizado para obtener especificidad en 1a reaccidn
de PCR, en la que todos los reactivos interaccionen productivamente hasta después del

primer paso de desnaturalizacion a aproximadamente 94°C.
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Hybridizacion: El segundo paso en el ciclo de amplificaciéon, en el cual, a una
temperatura particular, dos hebras simples de ADN complementario, se hibridizan para
formar una doble hélice.

Oligonucleotido: Una corta pieza sintética de ADN.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. Un procedimiento patentado de
amplificacion exponencial de una pieza de ADN de un tamafio y secuencia especifico.
Plasma: Un fluido limpido obtenido por centrifugacion de sangre no coagulada.

Suero: Un ﬂﬁido limpido obtenido por centrifugacion de sangre coagulada.

Sensibilidad: Capacidad de un examen diagnostico de identificar como positivo aquello
que posea la enfermedad de interes.

Taq polimerasa: Enzima termoestable, originalmente aislada de una bacteria Thermus
aguaticus, que es utilizada en la replicaciéon de ADN en el PCR.

Termociclador: Aparato programable para amplificacién facilitada, con ciclos de
temperatura automatica.

Transiluminacién UV: Deteccion de acido nucleico marcado, con un compuesto como

el bromuro de etidio, que flucresce bajo radiacion ultravioleta.
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Anexo No. 2

Gel de agarosa de muestras del esfudio.
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C. Control negativo con presencia de banda
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L RESUMEN

Debido a que en Guatemala no se ha utilizado previamente la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) como herramienta diagnostica para la enfermedad de
Chagas, este trabajo consistio en estandarizar este método en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamenio de Citohistologia, para asi lograr la deteccion de ADN de T.

cruzi en sangre completa de pacientes chagéasicos.

Para ello se utilizaron los cebadores S35 y S36, los cuales permiten la amplificacion
de una regiéon del minicirculo del kinetoplasto, la cual es altamente especifica para cada
especie y no presenta interferencia con el ADN humano. Como muestra se utilizé sangre
completa heparinizada de 40 personas distribuidas en la siguiente forma: 15 muestras de
personas que padecian la enfermedad v procedian de area endémica (Zacapa), 10 muestras
de personas con o sin enfermedad de 4rea endémica (Santa Maria Ixhuatan) v 15 muestras
de personas de area no endémica (Solold), a quienes se les realizo pruebas serologicas para

la enfermedad.

En la estandarizacion se trabajo ﬁon diferenies programas en el termocicladeor,
concentraciones de reactivos, asi como reactivos de diferentes casas comerciales,
volumenes de reaccion, eic. Los mejores resultados se obtuvieron con la Taq polimerasa de
Sigma a una concentracién de 1 Unidad que equivalia a 0.25ul para un volumen total de
reaccion de 25ul, ademas de una concentracion de 4.5SmM de MgCly. Otra Taq polimerasa
que funcion6 muy bien fue la preparada a partir de E. coli conteniendo el clon para Taq, en
el Departamento de Biologia de la Facultad de CC.QQ. y Farmacia, con la técnica
introducida por la Dra. Dom de Ia Universidad de Loyola, la cual di6 muy buenos
resultados al utilizarse lul de ésta por volumen fotal de reaccion de 25ul, en unidn con un

buffer elaborado en FIOCRUZ (Brasil), que posee una concentracion de 3.5uM de MgCl.

Se evaluo también la técnica de “Hot Start™ con la cual se observaron bandas mucho

mas claras y sin presencia de bandas inespecificas, pero tuvo la desventaja de que la

parafina que se utiliza en esta prueba puede constituirse en causa de error al colocar las




muestras para electroforesis, ya que requiere mucha destreza y mayor consumo de tienipo.

Sin embargo constituye una buena alternativa para mejorar la especificidad.

A las muestras se les realizaron pruebas serologicas tales como: aglutinacién con
particulas de latex, aglutinacién con particulas de gelatina e inmunodifusién directa, las
cuales fueron comparadas con los resultados de PCR obteniéndose una correlacion del 100
por ciento, tanto en las muestras del area endémica de Zacapa como en las del 4rea no
endémica de Solola. Los resultados serologicos tueron comparados con PCR por medio de
Kappa; en las muestras del area endémica de Zacapa v del 4rea no endémica de Solola se
obtuvo un Kappa = 1 que demuestra una concordancia total y es un resultado excelente va
que se demostrd que la técnica de PCR no detecta falsos positivos ni falsos negativos,
mientras que en el area endémica de Santa Maria Ixhuatdn el Kappa obtenido fue de 0.286,

debido posiblemente a contaminacion de las muestras.

Utilizando una curva de calibracion realizada con la cepa H17, se determiné que el
método es capaz de detectar hasta 0.115 parsitos (restos metabolicos) eu una muesira de
5ml de sangre completa; y aunque se obtuvo una buena cormelaciéon entre la serologia y el
PCR, se recomienda realizar mas ensayos con la técnica de PCR en una poblacion mavor,
en la que se estudien los falsos positivos con otras enfermedades parasitarias antes de
utilizar este método como examen de rutina. En el future este método podra ser utilizado
como examen confirmatorio para todos aquellos casos con serologia positiva, asi como para
monitorear a los pacientes bajo fratamiento ya que por estudios realizados en otros paises se

sabe que permite determinar la eficiencia del mismo.




IL INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una de las causas de morbilidad v mortalidad en Latino
Aménca. El agente etiologico es el Trypanosoma cruzi, que produce complicaciones
clinicas que se desarrollan 10 a 20 afios después de haber ocurrido el contacto, con el
aparecimiento progresivo de desordenes cardiacos, digestivos y neurologicos (1). Es
transmitido por un friatoma, por lo que estd intimamente relacionado con factores
socioeconomicos, pues estos viven en grietas y agujeros de las paredes de adobe, bajareque,
palo pique y otras estructuras de casas del area rural y urbana. Ademas el humano lo puede
transmtir por ofras rutas, como transfusiones de sangre o infeccion congénita. Durante la
fase inicial, la deteccion directa del parasito en sangre es dificil debido a los bajos niveles
de parasitemia. Iguvalmenie, la deteccion del parasito en la fase cronica requiere la
utilizacién de métodos biclogicos como el hemocultivo v el xenodiagnostico, debido a que

los niveles de parasitemia son mucho mas bajos que en la fase aguda (2).

E! xenodiagnoéstico es uno de los ensayos mas sensibles y especificos para la
deteccion directa del T. cruzi en sangre de pacientes chagésicos en la fase crénica. Sin
embargo diversos autores reportan positividad en el xenodiagnésﬁcd en un rango desde 17
a 70 por ciento de pacientes serologicamente positivos (3). Los examenes serologicos para
el diagnéstico de 1a enfermedad de Chagas en la fase cronica poseen alta sensibilidad pero
baja especificidad debido a reacciones cruzadas con otros parasitos como Leishmania sp. y
T. rangeli (4,5). En ensayos serologicos, solo se detectan anticuerpos contra el parasito y no
la presencia del pardsito en si; por tanto es muy importante considerar el tipe de examen a

utilizar en el seguimiento de pacientes bajo tratamiento de esta enfermedad (2).

Debido a lo anterior, se ha hecho necesana la basqueda de técnicas mas sensibles
que permitan realizar un mejor diagnostico. Entre estas técnicas se encuentra la bisqueda
de antigenos, fracciones antigénicas o del ADN del parasito en fluidos corporales. En este

estudio se estandarizé el procedimiento de reaccion en cadena de la pohimerasa (PCR) para

demostrar la presencia de ADN de T. cruzi en sangre completa como una nueva alternativa




. de diagnostico, que ofrece varias ventajas, enire ellas alta sensibilidad y especificidad de

resultados.




IHI. ANTECEDENTES

En 1909, Carlos Chagas se desempefiaba como médico de Minas Gerais, Brasil
cuando fue informado que en las paredes y techos de las viviendas de los trabajadores
habian ciertos insectos que de noche picaban y succionaban sangre. En el intestino de
estos 1nsectos encontré unos protozoos flagelados que llamo Trypanosoma cruzi en honor a
su maestro Oswaldo Cruz. Al inocular el pardsito en un grupe de monos a las tres
semanas recupér(‘) los tnipanosomas circulantes de la sangre de éstos. Posteriormente, aislo
el parésito de la sangre de un nifio con fiebre, anemia v linfadenopatia generalizada. Con
ello demostrd que este tripanosoma es el agente patogeno de una enfermedad endémica
de ciertas regiones de Brasil, a la que le lamo “Tnpanosomiasis Americana”™. Es con toda
justicia que esta enfermedad tiene como epdémimo Enfermedad de Chagas (6,7). El
segundo pais en donde se diagnosticd la Tripanosomiasis Americana, fue El Salvador, por

Segovia en 1913 (6).
1. Agente etiolégico

Trypanosoma cruzi es un protozoo mastigoforo perteneciente a la familia
Trypanosomatidae, en cuyo cicle bioldgico intervienen mamiferos y un insecto vector.
Los huéspedes mamiferos pueden ser el hombre y algunos animales domésticos (el perro

o el galo) o silvestres {diversos mamiferos, especialmente los roedores y los camivoros)

(8).

En sus diversos huéspedes y en medios de culiivo, T. cruzi presenta cuatro estadios
morfologices fundamentales: amastigote, promastigote, epimastigote y tripomastigote.

El amastigote es la forma leishmanocide de Wenyon. Se trata de un “elemento
redondeado de unos dos micrometros de diametro, en el cual se distingue el nucleo y el
kinetoplasto, al microscopic de luz apareniemente es aflagelado, pero en la
ultraestructura se observa que posee un corto flagelo po emergente; es la forma de
multiplicacion del parésito y lo hace en el interior de las células del mamifero.

El promastigote también se encarga de la divisién celular y se diferencia del anterior



en que se encuentra en el intestino del vector.

El epimastigote corresponde a la crithidia de la antigua clasificacién. Es de aspecto
fusiforme, de unos veinte micrometros de largo, con un kinetoplasto localizado por
delante del nicleo 0 a su nivel, y presenta una corfa membrana ondulante y un flagelo
libre. Predomina en los cultivos libres de células.

El tripomastigote es de aspecto fusiforme, de unos 20 micrometros de largo, con
kinetoplasma granuloso y un nucleo central vesiculoso, posee un kinetoplasto
subterminal, posterior al nicleo, del cual emerge una membrana ondulante que recorre al
parasito y en cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por la extremidad anterior. No se
multiplica, se le encuentra en la sangre de los mamiferos siendo el diseminador de la

infeccién por via sanguinea (8,9).

T. cruzi puede crecer en casi todas la células del huésped vertebrado; fibroblastos,
células adiposas, células de médula osea, células del musculo estriado, del bazo, de los
nodulos linfaticos, del higado, rifion o células nerviosas, pero tienen mayor afinidad por las

células nerviosas que se encuentran en el misculo liso (10).
2. Yector

Los insectos vectores son reduvideos, de la familia de los triatominos, y estan
representados por diversos géneros de triatomas. Estos insectos se infectan al ingerir la
sangre de los mamiferos que contiene tripomastigotes. En el lumen del intestino medio de!
insecto, los parasitos se multiplican muy activamente como epimastigotes por fision binaria
y al cabo de quince a treinta dias, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos en el
intestino posterior del triatoma (8).

Es de habito exclusivamente nocturno que produce una picadura completamente
indolera. Tiene especial predileccion por la cara o los sitios al descubierto (11). Cuando el
insecto infectado pica al mamifero, emite deyecciones con iripomastigotes metaciclicos,
que atraviesan la piel por el siiio de la picadura o por las mucosas, cuando el mamifero se

rasca (8).




Lo o . —

Los animales domésticos, mamiferos, aves, eic., asi como animales silvestres
(armadillo, murciélago, tacuazin, efc.) son igualmente atacados. Ademéas sirven de
reservono ya que no presentan la enfermedad y estin asociados a falta de higiene y
salubnidad (6, 10, 12)

Estos se adaptan mejor a los climas secos, generalmente habitan en casas rurales y
suburbanas donde existen condiciones favorables para su desarrollo. Se les encuentra en
ranchos techados de zacate o de cualquier clase de paja, en las paredes de palo pique, de
barro no cocido o bajareque. Durante el dia se ocultan entre el techo pajizo, grietas de las
paredes, entre la madera de catres, gallineros, en lugafes en donde duermen animales

domésticos, etc. {11).

Manitiestan cierto grado de canibalismo, mediante el cual insectos en ayunas que no
han podido satisfacer su apetito, se arrojan sobre sus congéneres llenos de sangre v los

succionan por puncioén abdominal (10).

Para que la fecundacion de los huevos tenga lugar debe preceder una puncion de
sangre, en caso contrario los huevos son estériles. Las larvas que salen de los huevos
sufren diferentes mudas pasando por el periodo de ninfa antes de transformarse en adulias
(11,13).

Tres son los factores de principal importancia en Ia eficiencia del vector: 1) grado
de susceptibilidad a la infeccién por T. cruzi, 2) Tiempo de intervalo enire alimentacion y
defecacion y 3) grado de coniacto con el huésped humano (14).

Los vectores mas importantes son: Triatoma infestans, Panstrongylus 'iﬁegisrus,

Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata. Rhodnius prolixus. (10).




3. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de salud

publica en diversos paises latinoamericanos.

De acuerdo con la OMS existirian alrededor de 24 millones de personas infectadas
en el continente. Los triatomas que transmiten la infeccion por T. cruzi, se distribuyen en
un 4rea que se extiende desde el paralelo 43° de latitud norte (sur de California), hasta el
paralelo 49° latitud sur (regién central de la Argentina). En esta exiensa region,
prevalecen las condiciones ecoldgicas favorables para la fransmision y la manutencion de

la parasitosis (8, 15).

La severidad e irreversibilidad de las lesiones cardiacas y de ofros organos,
provocan invalidez y mortalidad entre los grupos econdmicamente activos. Sin embargo,
las estadisticas sanitarias no reflejan la verdadera magnitud del problema, porque la
enfermedad prevalece en zonas suburbanas o rurales donde la atencién médica no capta,

en su integridad, la importancia de la infeccion (15).

El conocimiento de la magnitud de la infeccion chagésica y su repercusion sobre la
salud y la economia de los paises latinoamericanos varia grandemente, ya que la falta de
recursos para el diagnéstico y la ausencia de estudios anatomopatologicos dificulian el
conocimiento de las diversas formas clinicas, por lo que muchos casos son registrados

como muerte subita, especialmente en el area rural. (8, 15).
3.1. Prevalencia
La pnmera publicacion referente a la existencia de tripanosomas en el pais, la

debemos a la inquietud cientifica del maestro Dr. Rafael Morales, quien atn siendo
estudiante presentd en la revista “La Juventud Médica” (Tomo XIV, No. 3, marzo 1914), su

comunicacidén: “Los Tripanosomas en Guatemala” (Trypanosoma lewisi), que enconiré en

algunos roedores en la ciudad capital (16).




La historia de la enfermedad de Chagas se inicia en Guaiemala en 1932, cuando

invitado por los seflores Nottebom vino el Profesor Dr. Edward Reichenow, del Instituto de
Medicina Tropical y de la Universidad de Hamburgo, con el propésito de efectuar
investigaciones cientificas en fincas cafetaleras en los departamentos de Santa Rosa v
Escuintla. En un folleto, de 24 piginas publicado por la Direccién General de Sanidad,
Retchenow nos refiere con amplifud de detalles el resultado de sus estudios efectuados en ia
finca “Las Vifas”, del municipio de Barberena, departamento de Santa Rosa y luego en
“San Andrés Osuna” y “Concepcién”, del Departamento de Escuintla. Obtuvo numerosos
ejemplares e hizo cuidadosas observaciones de un redivido gue por sus caracteristicas
morfologicas supuso que se trataba de Triatoma difr:idx‘ata, del que presento tres
fotografias: cara dorsal, perfil y estadios ninfales en quienes encontrd un 40 por ciento de
infeccién por Trypanosoma cruzi. Igual proporcion halld en ejemplares de reduvidos
procedentes de las fincas “Sabanetas” y “Cerro Redondo” y algunos de Cuilapa que le diera
el Dr. Augusto Gonzalez y uno de San Miguel Chicaj, municipio del departamento de Baja
Verapaz, proporcionado por el Sr. Carlos Lehnhoff. En la finca “Las Viflas™, practicd
examenes de sangre a noventa perros, quince menores de cuatro meses, en los que encontrd
ires infectados con T. cruzi. En parte de su trabajo nos dice: “He inyectado el contenido del
recto de chinchorras infectadas a algunos cuyos, a un conejo joven y a dos petritos,
habiendo apreciado sin excepcion, en la sangre de estos animales, después de un intervalo

de doce a veintinueve dias, flagelados del aspecto caracteristico del T. cruzi” (16, 17).

La culminacién de las investigaciones de Reichenow fue el diagnéstico de los dos
pnmeros casos de enfermedad de Chagas en Guatemala. “En el primer caso se traa de un
niffo indigena que, cuando se encontraron los tripanosomas, tenia un afic y seis semanas
de edad, estando bien desarrollado y dando la impresion de completa salud”. “En el
segundo caso en el que comprobé la infeccién, se trataba de un nifio hijo dé ladinos.
Tenia un afio y siete meses de edad, estando igualmente bien desarrollado”. En ambos casos
sdlo se pudo observar algunos ganglios axilares e inguinales aumentados de volumen. Por
esos afios aun se afirmaba que el mixedema, bocio y cretinismo eran secuelas de

enfermedad de Chagas; al no encontrar esos sintomas en los adultos que examino en “Las

Vifias” hicieron que Reichenow diera como conclusién de sus investigaciones: “Por lo
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tanto, si por una parte pude identificar la existencia de la enfermedad de Chagas en
Guatemala, por otra parte estoy persuadido de que esta enfermedad no tiene la gran
importancia que se le ha queride dar”. Fue lamentable que después de acuciosas
observaciones sobre vectores y reservorios, el investigador aleméan, en base a dos casos
asmtomaticos en nifios y a la ausencia de trastornos bocidgenos en adultos, estuviese
convencido de la poca importancia clinica de la enfermedad de Chagas. Afirmacién que
contribuy6 a detener por una década su investigacion en nuestro pais (16).

En 1935, el Dr. Romeo de Ledn inicia el estudio de esta enfermedad reportando la
existencia de nuevos casos humanos, y el descubrimiento del TSP (Zrypanosema no
clasificado) en los monos. Un afio mas tarde identificé6 un tripanocsoma con marcas
diferentes a T. cruzi y al que denominé Trypanosoma guatemalensis. Comunicé estos
ballazgos en el primer Congreso Interamericano de Medicina, celebrado en Rio de Janeiro,
en 1946, luego en el Congreso Médico Esmdiantil, en México 1947 y en el primer congreso
de Malariologia en Maracay, también en 1947. En este ultimo quedd establecido que el
flagelado denominado por De Ledn T. guatemalensis, ya habia sido descrito con
anterioridad por Tejera como 7T. rangeli. Por ley de prioridad fue el ultimo nombre el
aceptado y quedé que De Ledn fue el primero en descubrirlo en casos humanos ya que
Tejera lo identifico en reduvidos, transmisores invertebrados. T. rangeli es considerado
como el agente etiologice de la tripanosomiasis americana en forma benigna, ya que hasta

la fecha no se ha podido demostrar su valor patolégico (16 - 20).

Autores sudamericanos como Maza y Talice descartan definitivamente la relacion
entre trastornos tiroideos (bocio y cretinismo) y enfermedad de Chagas (16).

En julio de 1947, El Dr. Jorge A. Fernandez observa en el tercer servicio de mujeres
del Hospital General “San Juan de Dios”, de la ciudad capital, el primer caso de cardiopatia
chagésica con comprobacién histolégica (necropsica), irabajo que es continuade y
completado mas tarde por Tejeda. Por motivos que indica el autor, la publicacion se hizo
cinco afios después, en la revista La Escuela de Medicina, en su sexta época. El diagnéstico
microscopico se hizo en el Laboratorio de Histopatologia que entonces estaba a cargo del
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Dr. Francisco J. Aguilar. Durante 1952 — 1954, el intenso trabajo de Peflalver y col,
permitié la descripcién de la enfermedad en diversas zonas ruraies del pais, v la reaiizacion
de las primeras acciones del gobierno con el objeto de iniciar las campaiias de erradicacion
(16 - 20).

Este y otros trabajos permitieron establecer que los principales vectores de T cruzi
en el pals eran Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Triatoma nitida, siendo los tres
hematofagos, con habitos domiciliarios, asi como describir la zona endémica del pais que
incluyé a los departamentos de Chiquimula, El Progreso, Zacapa, Santa Rosa, Jutiapa v
Jalapa (17 - 20).

Los nuevos conccimientos aportados por estos trabajos al describir la enfermedad
en zonas rurales, permitieron que a nivel de gobierno se realizaran las acciones con el fin de
erradicar esta enfermedad. Desafortunadamente a partir de estos trabajos (1954) es poco
lo que a nivel nacional se sabe de la enfermedad ya que los datos obtenidos,
especialmente desde 1980, comresponden a trabajos de investigacion aislados y realizados
por las Universidades. En la seccién de Tripanosomiasis de la Direccién General de
Servicios de Salud, el diagnéstico se realiza temporalmente y los casos remitidos a esta
seccion se realizan en forma voluntaria ya que no se realiza una vigilancia epidemiologica
(17, 18, 21).

De 1960 a 1983 es poca la informacién que se tiene, ya que con el tiempo se fie
dejando de producir los reactivos y por lo consiguiente no se realizé el diagnostico de la
enfermedad de Chagas. En el Departamento de Citohistologia de la Fac. de CCQQ ¥
Farmacia se realizé un estudio de 1984 a 1987, el cual permitié determinar que la
prevalencia general es del 9.24 por ciento, enconfrandose que los departamento de
Chiquimula, El Progreso , Zacapa, Santa Rosa, Jutiapa y Jalapa presentaban las

' prevalencias mas altas, asi también se determinod que el 4rea endémica abarcaba mas

departamentos, lo que pareceria indicar una migracion de la enfermedad (22).
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Hasta 1989 no era una enfermedad de notificacién obligatoria en el Ministerio de
Salud Publica, el cual cred el Departamento de Chagas adscrito al Servicio Nacional de
Erradicacién de malaria SNEM, por la cantidad de casos acaecidos. Para la creacion del
centro de refencias Clinicas se logro algunos contactos con organizaciones internacionales
como el convenio de cooperacién enire el gobiemo de Guatemala y Japén, con la
colaboracién muy estrecha de la Universidad de San Carlos de Guatemala de 1991 a 1996,
y el convenio en 1994 con la Divisibn de Malaria con el apoyo de la O.P.S. los cuales
colaboraron en investigaciones con las que se avanzdé y se obtuvieron mayores logros

acerca de 1a enfermedad de Chagas, entre las cuales se citan algunas a continuacion (22).

Matta y colaboradores a fin de evaluar la presencia de la nfeccion congénita, de
1989 — 1991 llevaron a cabo en el hospital de Chiquimula un estudio con una muestra de
600 parejas madres/neonatos donde se detectaron cinco nifios con infeccién congénita, de
los cuales unicamente tres presentaron sintomatologia sugestiva. En este caso se uliliz6 la
técnica de THA-Hoechst y reactivos de ELISA (antigeno soluble) e IFI preparados en el
Departamento de Citohistologia con la cepa Y. Los resultados demostraron que esta
transmisién existe en Guatemala. Debido a lo anterior el Departamento de Citohistologia en
1992 realizé un estudio con 32 recién nacidos de madres chagasicas que visitaron el
Hospital Nacional de Zacapa y que tenian titulos de anticuerpos IgM especificos a T. cruzi
pero con hemocultivos y parasitemia negativa, lo cual hacia dudar el diagnostico de
infeccion chagasica congénita. Se les realizdé un seguimiento por un ailo con
determinaciones sucesivas de IgM (ELISA)'y de IgG (ELISA, IHA), observandose que la
IgM se negativizo aproximadamente a los 6 meses, mientras que la IgG aumento

progresivamente (22).

En 1994, Paz y colaboradores realizaron un estudio con 30 sueros de pacientes
adultos originarios de Santa Maria Ixhuatin y Santa Rosa, que presentaron positividad en
por lo menos dos métodos serologicos de rutina (THA, ELISA y/o IFI) en los que se queria
confirmar la enfermedad por medio de técnicas inmunoquimicas y con los cuales se obtuvo

una buena correlacion (23).
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En 1995, Matta y colaboradores realizaron un estudio con 544 muestras de la
poblacién de Santa Maria Ixhuatan, observindose una mayor seroprevalencia en el sexo
femenino (64 por ciento), asi como una tendencia al incremento progresivo de la
seropositividad con el aumento de edad, ya que los rangos de edad mas afectados fueron:
mayores de 40 afios con 44 por ciento de los casos positivos y 31 a 39 affos con 18 por
ciento. La poblacion adulta con la que se frabajé fue de 314 personas, de ellos 37 (13.35
por ciento) fueron positivos para la enfermedad de Chagas, siendo mayor para el sexo
femenino con 25 personas (13 por ciento) de positividad y 12 (9.8 por ciento) para el sexo
masculino, probablemente esto se debi6 a la mayor afluencia del sexo femenino. De los 37
seropositivos, 7 pacientes presentaron hallazgos anormales electrocardiograficos como
bloqueo completo de rama derecha (BCRD) y eje desviado a la izquierda(EDI); en el sexo
femenino el hallazgo mas frecuente fue BCRD mientras que en el sexo masculino fue EDI.
Se llegé a la conclusién de que este porcentaje bajo observado nos indica que estas
anormalidades no son signos patognomonicos de la enfermedad de Chagas, lo que hace
necesario realizar el diagnostico en base a los signos, sintomas y hallazgos de laboratorio
(24).

4. Transmisién

El hombre puede infectarse por I. cruzi mediante diversos mecanismos:

- El mas importante es por las deyecciones de tnatominos. El insecto, al picar en zonas
descubiertas de la piel del hombre durante el suefio, elimina sus heces con  los
tripomastigotes metaciclicos que penetran por el sitio de la picadura o por las mucosas.

- Via transplacentaria. Una madre infectada puede transmitir los Tripancsoma cruzi
circulantes en la sangre durante la segunda mitad de la gestacién. Esto ocasiona una
mfeccidn congénita.

- Via transfusional. Esta constituye un peligro real, puesto que 7T. cruzi mantiene su
viabilidad en las bolsas de sangre refrigeradas hasta por dos meses.

- Por transplante de o6rganos. Esto ocurre principalmente en transplantes renales, de
donadores infectados cuyos receptores son seronegativos para la enfermedad de

Chagas.




- Por lactancia materna. Es una remota posibilidad de infeccion. En la literatura se

refieren varios casos bien documentados de este mecanismo de transmision.

- Por la manipulacion de sangre y animales infectados, como ocurre en las infecciones
accidentales que se producen en los laboratorios que trabajan en la enfermedad de
Chagas experimental, o en los individuos que descueran animales silvestres o

semidomésticos infectados (25).

En forma experimental, se ha demostrado la transmision de 7. cruzi por via oral, sea
por infeccion directa con el flagelado o mediada por moscas (Musca domestica), que
previamente han digerido deyecciones de triatomas infectados con el parasito.
Probablemente, este mecanismo de fransmision tenga poca o ninguna significancia para la
infeccidn directa del hombre.

Es mas frecuente que la infeccion chaghsica ocurmra en la niflez, aunque la
sintomatologia suele aparecer muchos afios después de la primoinfeccion . Por causas no
determinadas, el compromiso visceral miocardico o del tubo digestivo es mas frecuente

en el sexo masculino (25).

5. Patologla

En el hombre se han detectado autoanticuerpos que reaccionan contra el endotelio,
los vasos y las células musculares del corazén (anticuerpos EVI). Estos anticuerpos estan
presentes en el 95 por ciento de los pacientes con miocarditis chagasica cronica activa y en
el 45 por ciento de los individuos infectados asintomaticos. El rol patdgeno de los
anticuerpos no esta claro. Se piensa que existirian determinantes antigénicos comunes a las
células cardiacas y a T. cruzi, lo que induciria la produccion del dafio por parte de los
linfocitos sensibilizados por el parasito (26, 27).

En el huésped vertebrado, 7. cruzi produce una destruccion de células y de tejidos
que resulta proporcional a su velocidad de multiplicacién. Como es un profozoo que se
muliiplica en el interior de las células, se forman los seudoquistes, que antes se conocian

como “Nidos de Leishmanoides”. Al inicio de la infeccion, el organismo reacciona con una
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inflamacién predominantemente polimorfonuclear y con la aparicién de anticuerpos séricos
aglutinantes y precipifanies. A medida que continia la multiplicacién endocelular del
tripanosoma, los componentes antigénicos, cosmstituidos por los pardsitos muertos y el
material proteice de las células destruidas, determinan una inflamacioén predominantemente
linfoplasmocitaria y un ascenso de los titulos serologicos. La parasitemia, al inicio muy
elevada, se va haciendo escasa. La inflamacién va aumentando progresivamente, lo que
- contrasta con la disminucion, y cast desapancion, de los seudoquistes de los tejidos (26,
27).

En la enfermedad de Chagas existe compromiso de los 6rganos ricos en sistema
fagocitico mononuclear (ganglios lnfaticos, higado y bazo), sistema nervioso central,
miocardio y organos huecos, especialmente el tubo digestivo. En la fase aguda de la
infeccién se observa un aumento de volumen de los ganglios, espleno y hepatomegalia,
meningoencefalitis v cardiomegalia por la dilatacién de las cavidades del corazén. En la
fase cronica, el compromiso se centra fundamentalmente en el miocardio y en el tubo
digestivo. En estos casos se desarrollan enormes cardiomegalias por la dilatacién e
hipertrofia de! miocardio, con zonas de adelgazamiento de la pared ventnicular que puede
ocasionar un verdadero aneurisma, sobre todo en la punta del corazén. E) tubo digestivo,
principalmente el esofago y el colon, aparecen elongados y muy dilatados, con
importante hipertrofia de la capa muscular, son megas digestivos tan caracteristicos de la

fase cronica de la tripanosomiasis (26, 27).

El desarrolio de un mega depende del nimero de neuronas comprometidas. Después
de afios, se produce 1a hipertrofia muscular, la dilatacién y la elongacién del érgano hueco.
En el corazdn, al producirse la despoblacién neuronal de los ganglios parasimpaticos
cardiacos, se establece un desequilibrio neurovegetativo, con un predominio relativo del
sistema simpatico. Asi, se producirfa un trabajo cardiaco desgastante que da como resultado
una cardiopatia chagasica (26, 27).




6. Sintomatologfa

6.1 Enfermedad de Chagas Adquirida

Después de un periodo de incubacién, estimado entre cuatro y catorce dias se
desarrolla la enfermedad en la cual se distinguen los periodos agudos, latente o
indeterminado y erénico (8, 28).

a. Perfodo Agudo

La inmensa mayoria de los pacientes adquieren la infeccidn sin manifestaciones
clinicas evidentes y sélo alrededor del 5 por ciento de los infectados tienen una fase aguda
sintomética. Si bien el perfodo agndo se puede presentar a cualquier edad, es mucho mas
frecuente en el nifio.

- Chagoma de inoculacibn: La pnmoinfeccion o “chagoma de inoculacion”
habitualmente se produce en la cara, pero fambién puede afectar ofros sitios. Cuando
los tripomastigotes invaden la piel periorbital o conmjuntival, se produce el complejo
oftalmoganglionar o “signo de Romafia-Mazza™ caracterizado por un edema periocunlar
unilateral, bipalpebral, elastico, duro de color violaceo (ojo en tinta) e indoloro, que
puede dificultar la apertura palpebral. Se presenta ademés hiperemia de la conjuntiva,
escasa secrecién conjuntival, dacriocistisis y adenopatia satélite, desiacandose un
ganglio sobre los demas.

- Compromiso visceral: Es mas frecuente observarlo en nifios. En un menor de 2 afios,
se presenta como un cuadro grave, caracterizado por fiebre de intensidad variable,
habitualmente no mas elevada de 38°C, hepatoesplenomegalia y poliadenopatias
generalizadas, anasarca, diamrea, signos  bronquiales, cardiomegalia y
meningoencefalitis. En el nifio mayor, el cuadro es semejante, pero mas atenuado y
en el adulto es de rara observacién. El compromiso cardiaco se debe a una
miocarditis de intensidad vanable. Se describen formas de aumento moderado del

corazdm, con escasa sintomatologia y ligeras alteraciones del ECG; pero también se




observan casos severos y graves, con gran cardiomegalia.

La meningoencefalitis suele observarse en el niffo menor; se caracteriza por trastornos
motores, convulsiones, vémitos y compromiso sensonal, con discretas  alteraciones del

LCR que son de mal pronéstico {8, 28 - 30).
b. Perfodo Latente o Indeterminado

Transcurrido el periodo agudo, la sintomatologia desaparece y se entra en un estado
de latencia, caracterizado por una lenta multiplicacion intracelular de los parisitos v
oligoparasitemias, sin signos clinicos. La curacién espontanea con eliminacién del parasito,
es rara. Este perfodo puede durar indefinidamente durante toda la vida o pasar a la forma
cronica de 1a enfermedad (8).

¢. Periodo Crénico

Aparece usvalmente en forma habitual después de diez o mas affos de una -

primoinfeccidn. Se caracteriza por el dafio imeversible de algunos parénquimas,
especialmente del corazén y de los organos huecos, ademas de presentar niveles mucho

mas bajos de parasitos que en la fase aguda (8, 28).
6.2 Enfermedad de Chagas Congénita

El paso de T. cruzi al feto, duranie la gestacion, determina un cuadro clinico
caracterizado por prematurez, hepato, esplenomegalia y compromisc variable del sistema
nervioso cenfral y el miocardio (8, 28, 30).

El peso del nifio al nacer suele ser inferior a 2,500 gr. El aumento del volumen del
higado y del bazo constituyen los signos principales de la infeccién. Habitualmente el
cuadro clinico evoluciona sin fiebre. En alrededor del 50 por ciento de los casos se

observan signos y sintomas de meningoencefalitis, con alteraciones del LCR

(hiperalbuminorraquia v elevado namero de linfocitos). El compromiso cardiaco, annque
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con menor frecuencia, suele desencadenar una insuficiencia cardiaca congénita, con el ECG
alterado (8, 28, 29, 31).

Ademas suele observarse una anemia leve, a veces con caracteres hemoliticos e
ictericia. En la piel aparecen chagomas, con placas eritematosas y pistula central,
localizados en las extremidades inferiores. Sin embargo, no todos los nifios con infeccién
chagdsica congénita presentan una sintomatologia, puede ocurrir que el peso del nifio al
nacer sea normal y el hallazgo de hepato y esplenomegalia haga sospechar de la
enfermedad. La enfermedad de Chagas congénita debe ser considerada como grave, porque
produce una elevada mortalidad, especialmente en aquellos nifios que presentan
sintomatologia al nacer (8, 28, 30).

6.3 Enfermedad de Chagas T ransfusional

La infeccion por T. cruzi a través de transfusién sanguinea puede producir un
cuadro clinico de acuerdec con el estado inmunclégico del receptor. En
mmunocompetentes (pacientes previamente sanos o con hemorragias), la infeccion pasa
habitualmente inadvertida y si aparece sintomaiologia (fiebre prolongada por meses,
adenopatia, hepatomegalia, etc.), es tardia, raramente se le asocia con la transfusion, vy la
deteccion de T. cruzi es dificultosa. En cambio en el paciente inmunocomprometido el
cuadro clinico generalmente es agudo y se manifiesta por fiebre alia y mantenida, con
compromiso progresivo del estado general. En estos casos la deteccion de 7. cruzi en la

sangre es relativamente facil (8, 28, 29, 31).
7. Inmunidad
El hombre presenta algunas variaciones individuales en lo que respecta a la

resistencia natural a los tripanosomas. En el plasma se pueden encontrar anticuerpos

protectores y fijadores del complemento especifico a cada cepa, los que presumiblemente

causan la desaparicién de las formas sanguineas (32 - 34).
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La resistencia natural del humano al . cruzi no ha sido bien demostrada. Algunos
pacientes duranie la fase aguda de la enfermedad experimentan algunos sintomas como la
depresion de linfocitos T, que contrastan con los de otros pacientes también en fase aguda
pero con sintomas mas comunes, sin embargo se ha observado que en ratones infectados
experimentalmente con T. cruzi existe un incremento en la actividad celular de células
acecinas (NK), este aumento sugiere una resistencia natural, aunque no se esta bien seguro

(35).

Los controles para la proliferacion del T. cruzi tanto en la fase aguda como en la
cronica no son conocidos, pero se sabe que son diferentes dependiendo del estado. Los
anticuerpos especificos juegan un papel central muy importante en la fase cronica y esta
razonablemente establecido, pero tal papel en l1a fase aguda no estd bien definida. Fl
mecanismo de defensa en la fase aguda se esta investigando por medio de adaptaciones del
T. cruzi en el laboratorio, produciendo intensa parasitémia en ratones, en la que se ha

observado severa inmunosupresién de la actividad policlonal y alta mortalidad (35).

8. Diagndstico Serolégico

Las pruebas serologicas estan basadas en la reaccién antigeno — anticuerpo, y son
las mas vtilizadas para el diagnostico, entre estas estan: Fijacion del Complemento (prueba
de Machado), ELISA, latex, inmunchemaaglutinacion e inmunofluorescencia indirecta, esta
ultima proporciona un apoyo confirmatorio en la infeccion por T. cruzi. Pruebas de ELISA,
con el uso de antigenos recombinantes desarrolladas recientemente, proporcionan ahora un
instrumento serodiagnoéstico muy especifico y sensible para la deteccién de T, cruzi. Estas
pruebas son utiles sobre todo para estudios de deteccion en bancos de sangre. La
aglutinacion directa en una prueba de tarjeta es valiosa para usar en el campo o
instalaciones médicas rurales, usando antigeno tripanosémico liofilizado (32, 36 - 37.

La prueba de inmunodifusion doble no se recomienda para ser utilizada como
prueba de tamizaje ya que su sensibilidad para detectar pacientes en fase aguda es baja y

con respecto a especificidad, existen reacciones cruzadas con sueros positivos para
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Leishmania. Esta prueba tiene como ventajas que es simple y practica de realizar, de bajo
costo y no necesita de equipo sofisticado. Este método es util para el serodiagnéstico de los
pacientes en fase indeterminada de la enfermedad, siempre y cuando se utilice como

antigeno el estadio de tripomastigote del parasito (38 - 41).
9. Diagnéstico Parasitolégico

Para la demostracién del parasito se utiliza sangre, de preferencia tomada durante el
ascenso de la temperatura. También pueden obtenerse muestras de liquido cefalorraquideo,
aspirados de ganglios linfaticos o de la lesiéon primaria, o muestras obtenidas por puncion

de la cresta iliaca, médula ésea esternal o bazo (36).

9.1 Examen Microscépico

La sangre fresca o los tejidos extraidos en solucién salina se deben conservar
calientes y examinarlos inmediatamente para observar a los iripanosomas moviéndose
activamente. Las peliculas gruesas ée pueden teflir con el colorante de Giemsa. Sin
embargo, para confirmacién se requieren peliculas delgadas. A veces es necesario
centrifugar. Deben feflirse los frotis de tejidos para identificar las formas
pretripanosémicas. El centrifugado de liquido cefalomraquideo se debe examinar de la

misma manera, pero rara vez hay mas de un tripanosoma por mililitro (32, 36 - 37).

El método de conceniracion por capilar para el diagnostico parasitologico es
efectivo solo cnando 1a parasitemia es alta, es decir, la densidad de parasitos en sangre del
paciente es mayor a cuatro células/ul de sangre. En esta técnica el EDTA no debe ser
utilizado como preservante de la muestra sanguinea ya que el mismo podria inhibir la
movilidad del pardsito (42 - 44).

9.2 Cultivo

Todas las muestras pueden ser sembradas en medios de cultivo, entre ellos Tobie, el
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semisolide de Wenyon, el NNN, LIT, u otros medios de cultivo para 7. cruzi o I. rangeli.
Los microorganismos crecen a temperaturas de 22 a 24°C y se hacen resiembras cada 1 a 2
semanas. E! material centrifugado se examina microscépicamente para obtener

tripanosomas. El medio de cultivo para las formas africanas no es satisfactorio (32, 36 -

37).
9.3 Inoculacién en Animales

T. cruzi y T. rangeli se pueden demostrar por inoculacién intraperitoneal de la
sangre a cierto numero de ratones (cuando se pueden conseguir perros o gatos estos son los
animales de eleccion). Los tripanosomas aparecen en la sangre pocos dias después de una

inoculacion satisfactoria (32, 36 - 37).
9.4 Xenodiagnéstico

Es el méiodo de eleccion cuando se sospecha que existe enfermedad de Chagas y las

. otras pruebas fueron negativas, especialmente durante la fase temprana de la enfermedad.
Como 1a infeccién de laboratorio producida por T. cruzi es un j)eligro definido, sélo

personas capacitadas en el procedimiento deben efectuar la prueba. Alrededor de seis

triatomas sanas, criadas en laboratorio, son alimentadas en el paciente y sus excreciones se

estudian de siete a diez dias después para buscar las formas de desarrollo. La defecacion

ocurre inmediatamente después de la alimentacion reciente, o se le puede forzar sondeando

suavemente al ano del insecto y presionando su abdomen (32, 36 - 37).
9.5 Diagnéstico Diferencial
La diferenciacién de T. cruzi y T. rangeli es muy importante. Se ha descrito un

procedimiento, que permite distinguir las dos especies basado en la electroforesis del ADN

total de los parasitos en geles de agarosa los cuales son tefiidos con bromuro de etidio (36).



10. Reaccion en cadena de la polimerasa

Recientemente se ha diseflado y perfeccionado una metodologia, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), que permite la amplificacion in vitro de una regién
selectiva de ADN al imitar el fenémeno de replicacion de ADN in vivo. Esta técnica es

sumamente especifica en la defeccién y relativamente rapida (45).

La técnica puede resumirse en tres importantes pasos: desnaturalizaciéon de la doble
hélice de ADN a 95-96°C, hibridizaciéon de los cebadores a un sitio complementario del
templado a 45-72°C y extension del cebador en la terminal 3’0OH por adicién sucesiva de
dNTPs. La desnaturalizacion consiste en la separacién de las cadenas de ADN, para formar
cadenas sencillas, por medio de altas temperaturas. La hibridizacién es la restauracion de la
condicion de doble cadena por reduccién de temperatura, en presencia de un par de
oligonuclebtidos sintéticos que tienen afinidad especifica por la region del ADN en
cuestién, siendo uno de ellos complementario al extremo 5° del gen o fragmento del ADN
que se desea amplificar y el ofro se aparea con el extremo 3’ del mismo, pero en la cadena
opuesta. La extensién es lograda por la polimerizacién del ADN llevada a cabo por una
enzima termoestable a partir de los oligonucleotidos apareados en el paso anterior. Este
ciclo se repite de 30 a S50 veces, lograndose multiplicar la secuencia original en una
progresion geométrica, de tal forma que al final del proceso, la cantidad del ADN
amplificado es de10° a 107 veces la cantidad original (46).

El esquema de desnaturalizacion, hibridizacién y extension con cada paso definido por
un pericdo fijo de tiempo es llamado ciclo. La repeticién de tal ciclo lleva a la
amplificacién del ADN (47).

Los componentes que se requieren para la reaccion son:

- ADN templado de hebra unica o plantilla de ADN

- Cebadores (secuencias de oligonucledtidos complementarias a las terminales de una
secuencia definida de ADN templado)

- Trifosfato desoxinucléotidos (ANTPs)




- Enzima ADN polimerasa termoestable

Una nueva hebra de ADN complementaria puede obtenerse por sintesis enzimatica bajo
condiciones apropiadas. La plantilla de ADN de hebra tnica es facilmente generada por
desnaturalizacién caliente de ADN de hebra doble. Log cebadores pueden ser sinfetizados
en el laboratorio o comprados comercialmente. Los buffers utilizados comunmente en la
reaccion de PCR contienen Mgﬂ, cationes monovalentes y cosolventes, los cuales ayudan a
estabilizar la enzima ¢ influyen en el proceso enzitmatico de desnaturalizacion de ADN. La
introduccién de ADN polimerasa estable al calor brinda un gran significado en el
mejoramiento del PCR y la automatizaciéon, ademas de ayudar a futuros métedos de PCR
(45).

En pnncipio cada componente fisico y quimico de un ensayo de PCR puede ser
considerado como un factor variable. Como se demostrari, estos factores no son
independientes unc de otro y unicamente por razones didaActicas, serdn descritos en
secciones separadas. Estos factores incluyen:

- Temperatura y tiempo del ciclos térmicos
- Desnaturalizacion inicial

- Extensién del cebador

- Desnaturalizacién

- Numero de ciclos

- Extension final

- ADN polimerasa

- Tnfosfato desoxinucle6tidos (dNTPs)

- Cebadores

- Concentracién de cebadores

- Adici6n de aceite y volumen de la reaccion
- Muestras de ADN

- Utilizacién de PCR para el diagnastico



10.1 Temperatura y Tiempa del Ciclo Térmico

Los siguientes parmetros son utiles para termocicladores con bloque metalico
(DNA Thermal Cycler, DNA Thermal Cycler 480, Gene Amp PCR System 9600, Perkin-
Elmer Cetus Instruments, USA; Polychain I, Polychain I, Poligen, FRG) o con circulacion
de agua (Thermocycler 60/1,Thermocycler 60/2, Biomed, FRG)utilizando tubos de
reaccion de 500 ul (Eppendorf Safelock, Perkin-Flmer Gene Amp) y un volumen de
reaccion final de 25-100ul. (47).

9.1.1 Desnaturalizacion Imicial

Antes de iniciar la PCR se pueden remover impurezas de las muestras de ADN tales
como proteasas o cloroformo calentando a 95°C por 10 min. Durante la realizacién del PCR
la mezcla de reaccion puede ser desnaturalizada completamente con un ciclo inicial de
calentamiento a 95°C durante 3-5 minutos para que los cebadores puedan hibridizarse
después del enfriamiento. El ADN gendmico no podra renaturalizarse completamente bajo

las condiciones utilizadas en los ciclos subsiguientes (48).

10.1.2 Hibridizacién de Cebadores

Durante la PCR, el paso de hibridizacion del cebador es 1a fase con temperatura mas
baja. Probablemente el componente mas critico para la optimizacion de la especificidad del
ensayo de PCR es la eleccion de la temperatura de hibnidizacion (47).

Durante los primeros ciclos de una PCR analitica utilizando una plantilla de ADN
genémico, los cebadores deben realizar un tamizaje gendmico hasta enconirar los sitios
complementarios de hibridizacién. La probabilidad y especificidad de la hibridizacién de
los cebadores depende de la temperatura, tiempo y de la conceniracion de los productos
utilizados como blanco (plantilla de hebra wnica) y del cebador mismo. Bajo las
condiciones adecuadas, en los primeros ciclos la concentracién del blanco se duplica con

cada ciclo y la disminucién relativa de los cebadores es intangible. La probabilidad de una
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hibndizaci6n exitosa durante los pnmeros ciclos estd determmada pnincipalmente por el
nimero de copias del blanco y de que se cuente con suficiente tiempo para el tamizaje
genémico que le permita a los cebadores encontrar el blanco lo cual depende
exclusivamente de la temperatura de hibndizacion. Si la temperatura es muy alta no ocurre
la hibridizacidon pero si la temperatura es muy baja se incrementa dramaticamente la
hibndizacién inespecifica (47,49).

10.1.3. Extension del Cebador

La elongacion a 72°C por 20 segundos para ﬁagmentos menores de 500pares de
bases y de 40 segundos para fragmenios mayores de 1.2 kilobases siempre da resultados
satisfactorios. Si se sospecha que estan presentes estructuras secundarias de los productos
de amplificacién debe tratarse con tiempos mas largos (47).

10.1.4 Desnaturalizacién

La desnaturalizacion a 95°C por 20 a 30 segundos es nsualmente suficiente, pero es
esencial que se adapte el tiempo de desnaturalizacion, a los tubos y maquinas de PCR que
se estdn utilizando. En los ultimos ciclos, las temperaturas de despaturalizaciéon bajas son
mejores para conservar la actividad enzimética. Fragmentos relativamente cortos son més
facilmente separados que el ADN compuesto. Si la temperatura de desnaturalizacion es
muy baja, el ADN incompletamente separado se vuelve a unir inmediatanmente durante el

enfriamiento, y esto no da acceso al cebador {(47).
10.1.5 Niimero de ciclos

En una PCR analitica, el nimero de ciclos no debe exceder de 40ciclos. Aunque se han
establecido amplificaciones producidas originalmente de menos de 10 moléculas en una
reacciéon optima que puede generalmente detectarse en un gel de agarosa bromuro de etidio
con menos de 40 ciclos. El nimero de ciclos mas apropiado va de 25 a 35. Muchas veces,

al mmcrementar el numero de ciclos se producen amplificaciones no deseadas y productes no
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deseados. Una molécula de polimerasa bacteriana no cataliza la extensién de mas de un

cebador por ciclo (47).
10.2 Extensién Final

Generalmente después del uitimo ciclo, se realiza un tiempo de espera de 5-15
minutos a 72° para promover la total extension de los productos parcialmente extendidos y
completar la hibndizacion de productos complementarios en una hebra. Después de
completar la PCR los tubos pueden ser almacenados a -20° hasta que sean necesitados para
analizar los productos {48).

10.3 ADN polimerasa

La cantidad de polimerasa es uno de los factores mas importantes a ser optimizados
para una prueba en particular. Para la mayoria de pruebas, la cantidad 6ptima de enzima
serd entre 0.3 y 2.5 U en un volumen de reaccion de 50ul. Concentraciones altas de enzima
algunas veces llevan a disminuir la especificidad, pero es esencial para pruebas
diagnésticas de muestras de difefentes pacientes utilizar cierto exceso de polimerasa debido
a la potencial actividad inhibitoria de las muestras (50 - 52).

10.4 Trifosfato desoxinucledtides (dNTPs)

Generalmente, una solucién stock 10mM con cantidades equimolares de las cuatro
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) es apropiado para ensayos con tubos multiples. Para
experimenios menores deben prepararse soluciones stock 1-2 mM y almacenarse a -20°.
Mezclas no equimolares de dNTP reducen la fidelidad de la polimerasa. Se ha observado
una disminucién significativa de la intensidad de la seflal cuando se utilizan soluciones

almacenadas por mas de 2 meses. Las concentraciones optimas de dNTP dependen de:

Longitud de los productos de amplificacion
Concentraciones de MgCI12

- Concentracion del cebador




- Astnngencia de la reaccion

En otras ocasiones el dNTP reduce la concentracion de Mg2+ libre, interfiriendo con la
actividad de la polimerasa y disminuvendo el anillamiento del cebador. La ADN
polimerasa cataliza 1a polimerizacion de NTP con alta fidelidad en bajas concentraciones
de ANTP (menor de 10uM) las cuales son utilizadas correctamente para obtener una 6ptima
sensibilidad de una PCR analitica de 100 a 200 uM. Pero en una preparacién de PCR, en la
que los preductos son reamplificados en las hebras unicas o dobles para secuenciar o
sintetizar pruebas, podria ser esencial la disminucion de la concentracién de dNTP a 20-40
uM (47).

10.5 Cebadores

En la mayoria de aplicaciones, es la secuencia v la combinacién de los cebadores lo
que determina el éxito de los ensayos. Los tamafios ttiles de cebadores son de 14 a 40 bases
de longitud con el 40 y 75 por ciento de uniones G-C (Guanidina-Citocina). Existe una
férmula que permite calcular el contenido de uniones G-C en los oligonucledtidos de los
cebadores. La utilizacién del cebador depende del proposito del experimento. Las reglas
generales para el disefio de cebadores fueron enumeradas por Rappolee 1990 (47).

10.5.1 Concentracitén de cebadores
Deben prepararse, soluciones stock acuosas de los cebadores. No son necesarias

cantidades equimolares si se va a realizar amplificacién de ADN de hebra sencilla. La

concentracion de los cebadores debe calcularse y ajustarse para reflejar un nimero real de

moléculas, preferiblemente nanogramos/ml o alguna ofra forma de expresar concentracion
(47).

10.6 Adicion de Aceite y Volumen de Reaccién

L2 mavoria de termocicladores no calientan las tapaderas de los tubos de reaccién,
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por lo que es necesario aplicar una capa de aceite mineral sobre la mezcla de reaccion para
prevenir la evaporacién y la contaminacién a lo largo del ensayo. La evaporacién eleva la
concentracién de los reactivos y disminuye la temperatura. Sin embargo altas
concentraciones de aceite disminuyen el entorno térmico, por lo que es necesaria la
estandarizacion de la cantidad de aceite a agregar para minimizar estos factores. En la
mayoria de reacciones se agregan 70ul de aceite por 100ul de reactivo, 40ul de aceite por
50ul de reactivo y 30ul de aceite por 25ul de reactivo que es probablemente suficiente. Si es
necesario el aceite puede ser removido con cloroformo pero es mejor evitarlo cuando se

hace electroforesis (53, 54).

10.7 Muestras de ADN

Una muestra para PCR puede estar contaminada, inhibida por la reaccién o no
contener ADN. Esto es crucial para el ensayo diagnostico y se necesita incluir controles que
verifiquen todas estas posibilidades (47).

Ademas del ADN, pueden haber otras sustancias en las muestras que interfieran con
el proceso de PCR. Algunas veces es la pureza de 1a muestra la que limita la sensibilidad
del ensayo. En algunos casos la congelacibn de las muestras puede afectar la
reprogucibihidad (47).

Para muesiras clinicas, es importante que se esté conscienie del potencial de
inhibicién por parte de compuestos como EDTA, heparina y compuestos relacionados con
H;PO, etc. E1 EDTA presente en las muestras de sangre como anticoagulante, puede ser
removido de la sangre simultineamente con la hemoglebina de eritrocifos hemolizados
antes de la lisis de los leucocitos lavados (47).

10.8 Utilizacién de PCR para el Diagnastico

Se han realizado muchos estudios acerca de la utilidad de la reaccién de PCR para
el diagnostico de la enfermedad de Chagas, en los que se han obtenido resultados




satisfactonos.

La mayor aplicacion de la reaccién en cadena de la polimerasa es el diagnostico de
la infeccion de T. cruzi y simultaneamente la identificacién directa de los diferentes clones
naturales circulantes en vectores y sangre de mamiferos. La PCR  amplifica la regién
variable del minicirculo del kinetoplasto de I" cruzi directamente de muestras biologicas
(heces de conejo infectado con tnatomas, muestras de sangre de ratones infectados
expenmentalmente y muestra de sangre humana infectada artificialmente). Aunque la
utilidad de esta técnica para estudios epidemiologicos es todavia discutida (35).

En 1992, Russomando y colaboradores obtuvieron ADN de pacientes chagisicos, el
cual fiie amplificado por medio de !a reaccién en cadena de la polimerasa, utilizando
cebadores y oligonucleétidos con hibridacién especifica para una secuencia aliamente
repetitiva de ADN nuclear de 7. cruzi. Muestras de pacientes infectados en fase aguda v
cronica dieron resultados positivos en este método y no se observd diferencias

significativas cuando se utilizaron muestras de sangre completa o suero (56).

Avila y colaboradores evaluaron un panel de 114 muestras de sangre de pacientes
chagasicos en fase cronica y pacientes no chagasicos, los que fueron evaluados para T.
cruzi por el método de xenodiagnostico, serologia y amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Las muestras de sangre fueron preservadas en buffer de guanidina-
EDTA, el ADN ftotal de sangre fue aislado con el ion cobre 1,10-phenanthrolina y se utilizo
una plantilla para amplificacion por PCR de las regiones variable y conservada de las
moléculas del minicirculo de 7. cruzi. Los productos de PCR fueron tamizados por
hibridizacion con Southerm blot con una sonda de oligonuckéotido marcado con
digoxigenina especifica para la region conservada del minicirculo. El método mostrd una
sensibilidad de 100 por ciento comparada con la serologia. Todas las muestras positivas
para serologia y negativas por xenodiagnostico fueron positivas en PCR. Esto demuestra
que la amphlificacién por PCR de ADN de minicirculo del kinetoplasto de T. cruzi
reemplaza al xenodiagnéstico en evaluacién de parasitemia en pacientes chagasicos en fase

cronica v sirve como complemento de la serologia, y en tamizaje de donadores en bancos



de sangre (57).

Una solucién de guanidina 6M HCI EDTA 0.2M fue utilizada para lisis y
almacenamiento de especimenes de sangre. El ADN almacenado en sangre lisada con
guanidina-EDTA (GEB) establecié que no se degradaba después de un mes de incubacion a
37°. Sugiriendo que este reactivo es apropiado para el transporte de muestras de sangre del
campo hacia el laboratorio para su analisis. El ADN del kinetoplasto de T. cruzi en GEB
puede ser extraido con nucleasas quimicas, ion cobre 1,10 phenanthrolina. Este
procedimiento libera moléculas del minicirculo linearizadas por catenacion y permite que
una pequefia alicuota del lisado original sea utilizado para el analisis por amplificacion con
PCR. E_sto incrementa la sensibilidad del método dramaticamente por la deteccion de un
pequefio nimero de parisitos en un volumen grande de sangre. Se realiz6 aislamiento de
ADN de alicuotas de GEB positivas para T. eruzi por amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa con 3 sets de cebadores del minicirculo de KADN especificos para T. cruzi

. produciendo bandas de 83 pares de bases y 122 pares de bases de fragmentos de la region
conservada y de 330 pares de bases de la regién variable. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en gel y 7o hibridizacién. Los resultados indican que una
célula de T. cruzi en 20 ml de sangre puede ser detectada por este método. Muestras de
sangre de pacientes chagisicos en fase cronica fueron utilizadas y amplificaciones de
secuencias del minicirculo del ADNk de T. cruzi fueron detectadas en todos los casos
aunque los resultados del xenodiagndstico hayan sido negativos. El método de PCR
muestra que puede ser utilizado para reemplazar o complementar al xenodiagnéstico o
serologia en estudios clinicos o epidemiologicos de la enfermedad de Chagas durante la
fase cronica (58).

La deteccion del ADN del kinetoplasto del T. cruzi por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) es una herramienta poderosa para el diagnéstico parasitologico de la

enfermedad de Chagas. En Bolivia se ha aplicado esta técnica en 45 nifios de primaria con

exadmenes serologicos sugestivos de presencia de la enfermedad. 26 de las 28 serologias
- positivas resultaron positivas por PCR. Adicionado a esto, 2 nifios serologicamente
negativos tuvieron un resultado positivo por PCR. Este resuliado sugiere que la deteccion |

o
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de ADN de T cruzi en sangre por PCR puede ser un util complemento de la serologia en el
diagndstico de la enfermedad de Chagas en Bolivia (59).

11. Tratamiento

No hay tratamiento eficaz para la tnpanosomiasis americana en la fase cronica, ya
que las drogas utilizadas eliminan Unicamente los pardsitos extra celulares. El tratamiento
es eficaz ﬁnicémente en la fase aguda, sin embargo el Nifurimox (Bayer 2502) mas
interferon gamma pueden acortar la fase aguda y pueden aliviar por una temporada a
algunos pacientes con tripomastigotes aun presentes en la sangre. El Benzonidazol
(Rochagan) y el Nifurtimox son las drogas de eleccion y requieren un tratamienfo largo de
aproximadamente 60 dias o mds, por lo que muchos pacientes requieren hospitalizacién
debido a los efectos adversos frecuentemente asociados. No se han desarrollado vacunas
debido a una posible asociacién de estas con enfermedades autoinmunes; el inico conirol
efectivo es a través de fumigacién de las Areas afectadas por el vector (32, 60-61).

Las drogas utilizadas en las ultimas tres décadas, Nitrofuran (Nifurtimox) y
Nitroimidazole (Benzonidazol) para el tratamiento en pacientes chagasicos, son
potencialmente tbxicas por sus compuestos heterociclicos, los cuales deben ser
administrados en bajas cantidades, aunque producen un alto rango de cura en la fase aguda
y un pequefio porcentaje en la fase cronica. Debido a esto se quiere introducir nuevos

compuestos farmacéuticos con estrategias alternativas (62).

Brener y colaboradores, realizaron estudios con el ketoconazol, que es una droga
antifingica, de la que demostraron la actividad en infecciones experimentales de T cruzi y
confirmaron ¢l efecto de la droga y el rango de actividad con diferentes cepas de T cruzi
resistentes o susceptibles a ambas drogas Nifurtimox y Benzonidazol. El resultado obtenido
fue que la administracion de ketoconazol en pacientes chagasicos en fase cronica en dosis
utilizadas en el tratamiento de micosis profundas induce la cura demostrada por exdmenes
serologicos y parasitologicos (62).



12. Prondstico

En la fase aguda, solo el 10 por ciento de los pacientes mueren por miocarditis o
meningoencefalitis (niffos menores de I afio). La fase indeterminada puede durar toda la
vida. La cardiomiopatia comienza entre los 20 y 50 afios de edad y la insuficiencia cardiaca

en estas edades produce la muerte de uno a cinco afios después de su aparicion inicial (10).

Multiples pruebas indican que si se trata a los pacientes con enfermedad de Chagas
con Nifurtimox o Benznidazol, disminuye la posibilidad de una futura afeccién cronica.
Aunque no bay acuerdo general en cuanto a la posibilidad de que el tratamiento
farmacologico de casos indeterminados, es decir, pacientes asintomaticos con serologia
positiva, evitara el desarrollo de la afeccién cronica posteriormente. Muchos que se tratan
en Ia fase aguda nunca desarrollan anticuerpos a 7. cruzi o solo de manera pasajera. Debido
a esto, se supone que es posible eliminar los microorganismos v curar al paciente si se trata
en la fase aguda. Sin embargo, no siempre se obtienen estos resultados con nifurtimox y al
parecer las cepas del parasito de ciertas Areas geograficas (Brasil) responden menos al
tratamiento que las de otros paises (Argentina y Chile).

Los marcapasos cardiacos pueden prolongar la supervivencia en casos de blogueo
cardiaco completo. La insuficiencia congestiva de la cardiomiopatia chagasica es

desalentadoramente resistente a los medicamentos cardiotrépicos usuales.

Existen vanas opciones para la atencion y tratamiento de la afeccion mega. En las
etapas iniciales del megaeséfago, quiza es mas eficaz la dilatacién neumatica del esfinter
que el uso de bujias. En casos mas avanzados se requiere diversos procedimienios
quirfirgicos como miotomia o reseccién parcial del esfinter. Las efapas iniciales de

megacolon se tratan con dietas y laxantes y en ocasiones enemas. A veces en los casos mas

graves puede resecarse una seccion aperistaltica del colon (63).




IV. JUSTIFICACION

El diagnostico parasitologico de la enfermedad de Chagas en fase aguda es dificil
debido a los bajos niveles de parasitemia. [gualmente, la deteccion del pardsito en la fase
cronica requiere la utilizacién de métodos biologicos, como el hemocultivo y el

xenodiagnéstico, debido a que los niveles de parasitemia son muche mas bajos que en ia

fase aguda.

Debido a esto, se ha hecho necesaria 1a busqueda de técnicas mas sensibles que
permitan realizar un mejor diagnostico. Entre estas técnicas se encuentra la busqueda de
antigenos, fracciones antigénicas o del ADN del parasito en fluidos corporales, como la
demostracion del ADN de T. cruzi en sangre completa y suero, a través de la técnica de

PCR la que ofrece varias ventajas como alta sensibilidad y especificidad de resultados.

En el presente trabajo se estandarizé la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando los cebadores S35 - §36 lo que permitio la demostracion de pequefias
cantidades de ADN del pardsito en sangre completa y realizar més oportunamente el
diagnostico de la enfermedad de Chagas en pacientes tanto en fase cronica como aguda. De
esta manera, en un futuro se podra dar una mayor informacion al médico, para que la
administracion del tratamiento especifico sea antes de que la enfermedad progrese y el dafio

sea mayor.

Al estandarizar la técnica de PCR en el laboratorio de Biologia Molecular del

departamento de Citohistologia, se puede disponer de una nueva metodologia confirmatonia
para el servicio de diagnostico de la enfermedad de Chagas que ofrece el Laboratorio

Microbiologico de Referencia (LAMIR) y el departamento de Citomstologia.



- V. OBJETIVOS

Objetivo General:

-  Estandanzar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como un método
de diagnostico de la enfermedad de Chagas, en el departamento de Citohistologia.

Objetivos Especificos:

- Estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para la deteccion

del ADN del kinetoplasto de T. cruzi en sangre de pacientes chagasicos, por medio de
los cebadores S35 v $36.

- Comparar los resultados obfenidos con la técnica de PCR con los obienidos por

méiodos serologicos.

- Establecer la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como una metodologia
confirmatona, y un servicio de referencia que para el diagnostico de Chagas brinda el
Laboratorio Microbiolégico de Referencia (LAMIR).




V1.  Materiales y Métadas

5.1.Universo de Trabajo

Diferentes metodologias para el diagnostico de la enfennedad de Chagas.

5.1.1. Muestra

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y serologia (aglutinacion con particulas de

latex, aglutinacion con particulas de gelatina GPAT e inmuno difusién directa IDD.

5.2.Recursaos

5.2.1. Recursos Humanas:

Investigadora: Julia Elisa Antonieta Machuca Hemandez

Asesoras: Licda. Maria Eugenia Paredes Sanchez y
Licda. Vivian L. Matta de Garcia

Colaboradores: Dr. Julio Cesar Argueta (M.S.P.A.S.)
Dr. Carlos Mendoza (Universidad del Valle de Guatemala)
Dra. Claude Pirmes (FIOCRUZ, Brasil)

5.2.2. Institucionales

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Departamento de Citohistologia
Asociacion Internacional de Energia Atémica




5.2.3. Materiales

5.2.3.1 Equipe:

Estufa

Bafio de Maria

Termociclador PTC-100™  Peltier-Effect
INC Programmable Thermal Controller
Equipo horizontal para electroforesis
Accesorios para electroforesis

- Placas de vidrio

- Pemes
- Micropipetas graduadas

- Tips de punta larga

Fuente de poder

Fuente de luz ultravioleta

Camara fotografica

Cyclin MJ

Centrifuga para eppendorf Biofuge Heraeus Step Sept Tech

Centrifuga refrigerada para eppendorf
Baflo de agua con agitacion

Bloque térmico a temperatura baja
Bloque térmico a temperatura alta
Campana para PCR MJ Reserch INC.
Refrigeradora a 4°C

Refrigeradora a -70°C

Refrigeradora a -20°C

5.2.3.2 Reactivos

Solucién de Guanidina-HCI1 6M, 200 mM EDTA

Fenol-cloroformo
Cloroformo

Agua desionizada

Reserch

Reserch




Taq polimerasa (Sigma, Perkin Elmer, del Kit de FIOCRUZ, una producida en la
Universidad de Loyola y una producida por la Dra. Do de la Universidad de
Loyola en el Depto. de Biologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia.).

MgCl; 25 mM

Cebadores S35 y S36

dNTP’s

BSA

Buffer para PCR

Buffer TBE 1X

Bromuro de etidio

Acetato de sodio 3M

Etanol al 80%

Agarosa

Escalera de peso molecular de ADN

5.2.3.3 Cristaleria
Tubos vacutainer con EDTA
Probetas de 100ml, 500ml y 1000ml
Erlenmeyers de 500ml y 1000ml
Beakers de 25ml, 100ml, 500ml y 1000m!
Pipetas de Sml y 10ml
Pipetas pasteur

5.2.4. Procedimiento de la Estandarizacién

Para la estandarizacion del método se prepararon muestras de sangre con diferentes
concentraciones de parasitos de la cepa H17 (Tabla No.1), a manera de curva de calibracion

para garantizar que cada uno de los pasos del procedimiento estuviera funcionando bien.
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Tabla No. 1

Concentracion de pardsitos en diferentes diluciones de la curva de calibracién.

DILUCION CONCENTRACION (parasitos / ml)
1:10 1.15X10°

1:100 1.15X10’

1:1000 1.15X10°

1:10° 1.15X10°

1:10* 1.15X10°

1:10° 1.15X10°

1:10° 115

1:10’ 11.5

1:10°% 0.115

5.2.4.1. Extracciton del ADN

=

Se colectaron § ml de sangre por puncién venosa y se transfirieron a un tubo de
polipropileno, conteniendo igual volumen de solucion de guanidina HCVEDTA. Se
agitaron los tubos, se sumergieron parcialmente en agua y se hirvieron durante 13
minutos.

A 100p! de sangre se agregd igual volumen de fenol-cloroformo, se mezclo y
centrifugd por 3 minutos a 12 gravedades.

Se transfiri¢ el sobrenadante a un tubo rotulado.

Se agregaron 150ul de agua tridestilada estéril al tubo que contenia el precipitado,
se mezclo, centrifugd y transfiri6 el sobrenadante al mismo tubo rotulado.

Al tubo conteniendo €] sobrenadante acuoso, se le agregé un volumen de 150l de
cloroformo, se mezclo, centrifugd y pasé el sobrenadante a ofro tubo.

Se midi6 cuidadosamente el total de sobrenadante y se agrego acetato de sodio 3M
formando una dilucién 1:10 y posteriormente se agregd el doble del volumenes de
etanol, para precipitar el ADN.

Para la precipitacion se probaron dos métodos, durante 15 minutos a -20°C y
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también durante toda la noche a -20°C, posteriormente se centrifugd 15 minutos a
1200rpm en frio o 60 minutos a temperatura ambiente.

h. Se descartd el sobrenadante, se agregd 1ml de efanol 70°GL, se centrifugd por 3
minutos, se descart6 el sobrenadante y se seco el botén en un bloque caliente a 70°C
por 5 minutos.

1. Seresuspendi6 el ADN en 50ul de agua desionizada y se almacend a -20°C
5.2.4.2 Extraccién Comercial con el Kit de Wako:

a. Se agrego 0.5ml de sangre con EDTA-Na; (anticoagulante), dentro de un tube
eppendorf de 1.5m! y se mantuvo en hielo.

b. Se agrego 0.5m! de solucion de lisis, se invirti6 el tubo varias veces para mezelar la
solucion.

¢. Se centrifugd a 10,000 gravedades, 20 segundos a 4°C, cuidadosamenie se removid
el sobrenadante, manteniendo intacto el precipitado rojo oscuro.

d. Se agregd 1ml de solucion de lisis al tubo y mezclé 30 segundos a una velocidad
moderada.

e. Se ceninfugd a 10,000g por 20 seg. a 4°C y posteriormente se removio el
sobrenadante del tubo.

f. Se repiti6 1a operacion “d” y “e”

g. Se suspendio el precipitado en 200ul de solucion de reaccion enzimatica. Se agregd
10n! de solucion de proteasa y mezelé por inversion.

h. Se incubd a 37°C por 1 hora. (durante la incubacién, se mezcld la solucidn varias
veces por inversion).

i. Se agregd 0.3ml de solucion de Nal y mezcld bien por inversion. _

J. Se agregd 0.5 ml de aleohol isopropilico hasta que aparecié un material blancuzco
(DNA).

k. Se centrifugé a 10,000g por 10 minutos a temperatura ambiente, se removid el
sobrenadante y colocd el tubo boca abajo para remover el sobrenadante que habia
quedado.

l. Se lavo el precipitado en el tubo con 1ml de solucion de lavado(A), se centnfugo a
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10,000g por 5 minutos, luego se mezclo el tubo hasta que el precipitado se
desprendio6 de la pared del tubo.

m. Se repiti6 la operacién del inciso “I” utilizando solucion de lavado (B) en lugar de la
solucion de lavado (A).

n. El precipitado se secé al vacio por 3 minutos (el ADN no debe secarse

completamente debido a que es dificil disolverlo).

5.2.4.3 Amplificacién del ADN Extraido:

A. Condiciones del Termociclador
Se ensayaron diferentes temperaturas y ciclos, tomando como base un esquema
utilizado en la mayoria de articnlos consuliados, el cual se fue cambiando conforme se fue

estandanzando el método, por otros programas utilizados en diferentes laboratorios.

Programa inicial, el cual es utilizado en la mayoria de laboratorios en los que se realiza

PCR para la enfermedad de Chagas.

1. 1 ciclo 94°C 1 minuto

2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
5353°C 1 minuto
72°C 1 minuto

3. 1 ciclo 72°C 10 minutos

Programa utilizado en el mstituto FIOCRUZ (Brasil).

1. 2 ciclos 98°C 1 minuto
64°C 2 minutos

2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
64°C 1 minuto

3. 1 ciclo 72°C 10 minuios
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Programa recomendado en los insertos de la casa comercial Sigma, el cual difiere del

programa inicial en que en el paso de desnaturalizacion, lleva el doble del tiempo.

1. 1 ciclo 94°C 2 minutos
2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
55°C 1 minuto
72°C 1 minuto
10 minutos

3. 1 ciclo 72°C

Programa utilizado por la Universidad de Lovola

1. 1 cclo 94°C 2 mmutos
2. 33 ciclos 94°C 1 minuto
60°C 1 minuto
72°C 1 minuto
3. 1 ciclo 72°C 10 minutos
B. Reactivos

Se iniciaron los experimentos con un volumen de 50ul, debido a que la maquina que se
utiliz6 tiene capacidad para tubos de 60ul, pero durante la estandarizacion se determiné que
funciona bien un volumen menor, por lo que se disminuyé el volumen de todos los
reactivos a la mitad es decir que el volumen total de reaccion fue de 25ul, lo que permitio
ecopomizar reactivos. Se agregaron las muestras en tubos adecuados conteniendo los
siguientes reactivos que forman la mezcla maestra para PCR: Buffer 10X, dNTPs,

cebadores (S35 y $36), Taq polimerasa, Agua.

El butfer de la enzima normalmente contiene cierta cantidad de magnesio estandarizada
para cada lote de enzima; si el buffer no indica que contiene magnesio (como en el caso de

la de la casa comercial Perkin Elmer) se debe estandarizar la cantidad a agregar.




B1. Cebadores

a. Para mejorar el rendimiento de los reactivos se experimentt la actividad de los

cebadores en volamenes de 0.5y 1 pl.

. Se adiciond al método de PCR la técnica de “Hot Start™, para la cual se formaron perlas
de parafina en la campana de flujo laminar del Departamento de Citohistologia, las
cuales ademas fueron auntoclaveadas para poderlas utilizar en el mezcla maestra. Se
dividi6 la mezcla maestra en dos partes (Tabla No.2), se agregé la bolita de parafina en
el eppendorf, encima de la mezcla maestra 1 (MM1) y se calentd a 80°C por 5 minutos
en el termociclador para que la parafina se fundiera, luego se enfrio a 4°C por 5 minutos
para que se formara una tapa, posteriormente se sacd del termociclador se agregé la
mezcla maestra 2 (MM2) y se pusieron los eppendorf's de nuevo en el termociclador
para que la tapa de parafina se demritiera y se mezclara el master mix 1 conel 2 v la
hibridizacién se diera a la temperatura optima y no antes. A los tubos con “hot start” se
les agregd solo una gota de aceite, para que la parafina no quede muy suave a diferencia
de los que no tienen hot start, a los que se les adiciona dos gotas de aceite mineral para

evitar evaporacion de reactivos debido a las altas temperaturas.

Tabla No. 2
Mezcla maestra para PCR utilizando “Hot Start” en el que se utilizan
mezcla maestra 1 (MM1) y mezcla maestra 2 (MM2) .

REACTIVOS MM1 X 1 tubo MM2 X 1 tubo
Buffer 2.5 2.5
25mM MgCl, 9 0

2mM dNTPs 5 0

835 1 0

536 1

Taq 0 0.5

Agua 4.5 19
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Se realizaron ensayos con reactivos de distintas casas comerclales, para evaluar

especificidad y sensibilidad de éstos v asi obtener mejores resultados.

B2. Taq Polimerasa

Para estandarizar la concentracién de Taq que debia agregarse per volumen de reaccién
se realizaron varios experimentos como la comparacion de S tipos de Taq (Sigma, Perkin
Elmer, una donada por el Departamento de Biologfa la cual fue preparada en el Instituto
Loyola, una preparada por la Dra. Patricia Dom del Institute Loyola en el Departamento de
Biologia Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia y una del Kit de FIOCRUZ), de las

cuales se probaron lotes diferentes.

Ademas se experimentd con diferentes concentraciones de estas desde 1 Unidad hasta §
Unidades. Se corri6 PCR con reactivos de diferentes casas comerciales (Sigma, Perkin
Elmer v el Kit de FIOCRUZ) para definir cuales daban mejores resultados, ademads de

probar diferentes concentraciones de cada uno.

Para descartar la posibilidad de que los cebadores de 7. cruzi interfirieran con el buen
funcionamiento de la Tag polimerasa y que debido a esto no obtuviéramos bandas, se
realizaron experimentos en los que se probd con ADN extraido de sangre infectada con
Leishmania mexicana en diluciones de 1:10 y 1:100 con cebadores especificos para

Leishmania (HM1, HM2, HM3), v asi observar si con éstos teniamos el mismo problema.

Una de las Taq fue donada por el Departamento de Biologia, pero debido a que se
desconocia la concentracién, se evaluaron diferentes volumenes (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0ul),
ademas de ser evaluada también para Leishmania y de realizar la extraccion de ADN por

dos métodos, un Kit comercial v el método convencional de guanidina.

La Taq polimerasa preparada en el departamento de Biologia con la metodologia de la
Dra. Dorn, fue evaluada para determinar su actividad en diferentes volumenes (0.5, 1.0, 1.5,
2.0,2.5, y 3.0ul), y debido a que no habia un buffer especifico para ésta Tag se probé con el

buffer de Brasil, buffer de Sigma y buffer ajustado a la concentracién que poseia el de
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Brasil (3.5uM MgCl,), para ver con cual se obtenia mejores resultados. Las cinco Taq

fueron probadas también, con y sin “Hot Start”.

B3. I\IgClz
Para cada lote de Taq se uiilizaron bufters con diferentes concentraciones de MgCly,

que variaron de 1.5mM hasta 4.5mM de MgCl,.

B4. NTPs |

Se realizaron varios experimentos en los que se evaluaron dNTPs Perkin Elmer en
unién con los reactivos de Sigma y el Kit de FIOCRUZ; los dNTPs debian poseer un pH
de 7.

C. Curva
Posteriormente se realizo la curva de parasitos con la Taq producida en el departamento
de Biologia, ya que ésta fue una de las que mejores resultados proporcionéd, y la

concentracion de la polimerasa fue de 1ul de reactivo / 25ul de reaccion.

D. Procesamienta de las Muestras

Con la téenica de PCR ya estandarizada se comenzé a evaluar las muestras positivas de
pacientes provenienies de 4rea endémica (Zacapa y Santa Maria Ixhuatan), y las muesiras
negativas de pacientes provenientes de area no endémica (Solold). Estas se relacionaron
con 1a serologia, pero debido a contaminacién se suspendioé esto hasta encontrar la fuente

de 1a misma.

Se esterilizo todo el equipo con cloro y luz Ulira Violeta, desde los tips, pipetas, eic.
hasta el termociclador, ademas toda el area del laboratorio fue lavada con cloro. Se extirajo
nuevo ADN de las muestras y se le realizo también el procedimiento de extraccion de ADN
a la Guanidina, debido a que se pens6 que la guanidina era la que podia haber estado
contaminada, y se realiz6 PCR para cerciorarnos. Adem4s se extrajo ADN de las muestras
con un nuevo acetato de sodio. Y se comenzé a realizar PCR solo con controles, cambiando

reactivo por reactivo, hasta que se encontré la causa de la contaminacion.
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Luego de eliminar la contaminacion y las bandas inespecificas, para determinar si habia
algin problema en la extraccion de ADN se probé extraerlo por medio del Kit de Wako y
simultaneamente por el método experimental de Guanidina. Se trabajé con una muestra
conocida de sangre infectada con 500ul de epimastigotes de T. cruzi lavados y suspendidos
en PBS. Luego se realizé PCR de los ADN extraidos para observar cual daba mejores

resultados.
5.2.4.4 Electroforesis:

a. Se preparo un gel de agarosa de 1.5 por ciento (electroforesis horizontal) con el nimero
de pozos (9 6 17 pozos) de acuerdo al nimero de muestras que se utilizaron, para una
gel pequefla se agrego al molde 18 ml de agarosa y para una gel grande 30 ml para que
¢l mismo no fuera muy grueso v las bandas corrieran mas rapido y se observaran mejor.
Se utilizé un marcador (escalera de peso molecular de ADN de 100 pb) y de este se
agregd 1lul con lul de buffer de carga y ul de agua.

b. Se mezclaron las muestras con una solucion (buffer de carga) compuesta por 30 por
ciento de glicerol, 0.25 por ciento de azul de bromofenol y 0.25 por ciento de xileno-
cianol en una proporcion de lul para cada 10ul de muestra. Se probd también en
proporciones de 0.5ul de buffer de carga por 5ul de muesira y 1.5ul de buffer de carga
por 15ul de muestra para observar con que volumen nos da un mejor resultado.

¢. Se corrieron las muestras por aproximadamente 2 horas a 50V o 35 minutos a 100V.
5.2.4.5 Revelado:

a. Se colocd el gel en una solucidn conteniendo Sug/ul de bromuro de etidie diluido en
buffer TBE, durante 15 minutos y luego se decoloro por 15 minutos mas en agua
destilada.

b. Se observé por transiluminacion UV y se fotografio (8 minutos y 4.5 de amplitud)




5.2.4.6 Interpretacién:

La observacion de una banda de 330pb de longitud, indico la presencia de kKADN de

T. cruzi, y consecuentemente resultado positivo para el PCR.
5.2.4.7 Aglutinacion con particulas de litex

El método es una técnica basada en la aglutinacion de particulas de latex
sensibilizadas en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas v
Farmacia con antigenos de 7. cruzi. Se mezclaron 3ul de reactivo con 3ul de plasma en una
placa, se colocaron en un rotor y se leyo el resultado a les 5 minutos. Si se observo
aglutinacion el resultado fue positivo, de no observarse Ia misma, el resultado se considerd

negativo.

5.2.4.8 Aglutinacion con Particulas de Gelatina (GPAT), Fujirebio

El método es una técnica comercial basada en la aglutinacién de particulas de
gelatina sensibilizadas con antigenos de 7. cruzi.

Se efectud en placas en forma de U levando a cabo primero un tamizaje, y si la
muestra presenté un tamizaje positivo se titnlo. Para el tamizaje en el pozo numero uno de
la placa se colocaron 175ul de diluyente de muestra, 25ul de suero o plasma para obtener
una dilucién 1:8. Previamente las particulas sensibilizadas se reconstifuyeron con la
solucion diluyente y se dejaron reposar al menos 30 minutos. Luego se mezclaron las
particulas sensibilizadas, se agrégaron a cada pozo 25ul de particulas de gelatina, se
mezcld, se tapd con papel adhesivo para placas v se dejo reposar a temperatura ambiente
por dog horas. Se tomaron positivas las muestras que presentaron aglutinaciéon en un titulo

1gual o mayor a 1:32, si no se observo aglutinacion el resultado se considerd negativo.
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5.2.4.9 Inmuno difusién directa (1IDD)

Se prepararon las laminas de agar con azida de sodio y PBS dispensando en cada
una de ellas aproximadamente 5ml de la mezcla. Se perforaron los agujeros utilizando
como guia una hoja de papel milimetrado preparada para el efecto. Se centrifugé a
3000rpm por Smin el antigeno de T. cruzi y cada uno de los sueros evaluados. Se colocaron
cuidadosamente 10ul del antigeno en el pozo central y 10ul de cada suero en los pozos
externos teniendo cuidado de no estropear el agar y no rebasar los pozos. Incubar en camara

himeda de 48 a 72 horas a temperatura ambiente.

Se colocd cada una de las laminas en un recipiente que contenia NaCl al 0.85% para
desproteinizarlas (remover cualquier proteina sérnica que no sea complejo amtigeno
anticuerpo) durante 24 horas con agitacién constante, se colocd un pedazo de papel filtro

humedecido con la solucion anterior sobre cada una de las Jaminas y se secaron con aire

caliente completamente.

Se separ6 el papel de la lamina con cuidado de no romper el agar, se coloreé por
una ¢ dos horas con azul de Coomasie y se destifié con cuidade de no perder las bandas de
precipitacion tefiidas, se secaron al aire y se montaron de nuevo en la lamina. Las muestras

que presentan bandas de precipitacién se consideraron positivas.
5.3. Analisis de Investigacién

5.3.1. Disefio Estadistico

Se empled un nivel de mvestigacidon de tipo descriptivo usando una escala bmeomial

de medida.

5.3.4. Anilisis de Datos

a. Los resultados se obtuvieron como respuesta binomial y de estos se analizd la

concordancia PCR — serologia por medio del indice de Kappa.




43

ViL. RESULTADOS

Para la estandarizacién de la técnica se realizé una serie de experimentos hasta obtener

los mejores resultados positivos.

La extraccion de ADN se realizo por dos diferentes métodos, uno en el que se dejo
precipitar el ADN toda la noche y luego se centrifugd en frio y el otro donde se dejo
precipitar 30 minutos y se centrifugo a temperatura ambiente. Se observo que precipitando

durante toda la noche se obtienen mejores resultados.

Para que el precipitado de ADN se seque mas rapido y sin el peligro de que se dafle
debido a pericdos muy largos a alta temperatura, se le agregd 1ml de etanol a 70” GL se
centrifugé durante 3 minutos, luego se decantd el etanol y se coloco en el bleque caliente a

70°C por aproximadamente 3 a 5 minutos.

Se extrajo el ADN por dos métodos diferentes, el método convencional de guanidina y
el del kit comercial de Wako, y al comparar por PCR se observé que las bandas que se

obtuvieron fueron de la misma intensidad y peso molecular.

En la estandarizacién de la amplificacién del ADN, se utilizaron cuatro métodos: el
programa inicial, el utilizado en FIOCRUZ (Brasil), el de la casa comercial SIGMA y el
utilizado por la Dra. Patricia Dom de la Universidad de Loyola, USA. Se encontro que el
programa del termociclador que mejor funciond fue el recomendado por la Dra. Patricia
Dorn (Tabla No. 3), y que con la Taq polimerasa producida por la misma Universidad
también se obtuvo un buen resultado.
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Tabla No.3
Programa para termociclador utilizado por la Dra. Dom de la Universidad de
Loyola, USA
CICLOS TEMPERATURAS °C TIEMPO (min.)

1 94 2
33 94 1
60 _ 1
72 1

1 72 10

Se determino que el volumen de cebadores que debia utilizarse era de 0.5ul de cada
uno, por 25ul de volumen total de reaccion, ya que con un volumen menor no se detectaban

bandas cuando 1a concentracién de ADN era baja (Tabla No.4).

Tabla No. 4
Comparacion entre la intensidad de las bandas al utilizar dos diferentes volumenes de

cebadores con dos diferentes concentraciones de ADN en controles positivos.

Controles Positivos Vohimenes de Cebadores (ul)
0.5 0.25

Control positivo 1:1 +++ +

Control posttivo 1:6 ++ -

Al comparar la eficiencia de diferentes Taq polimerasa se obtuvieron resultados
positivos con una de las Taq polimerasa comerciales (Sigma) con concentracion de 1

Unidad v un volumen de 0.25ul por volumen total de reaccion de 25ul, ademas de una
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concentracion de 4.5mM de MgCly. Otra Taq polimerasa con la que se obtuvieron buenos
resultados fue la producida por la Dra. Patricia Dom en el Departamento de Biologia de la
Facultad de CC.QQ. y Farmacia, la cual dié resultados positivos al utilizarse 1.5ul de ésta
por 25ul de volumen total de reaccion, en union con un buffer elaborado en FIOCRU?Z
(Brasil), que posee una conceniracion de 3.5uM de MgCl;. Para esta Taq polimerasa se
experimentd con volimenes de 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 y 3.0 pero las bandas no fueron claras en

estas concentraciones.

Con la Taq polimerasa de Perkin Elmer no se pudo obtener resultados positivos, aun
aumentando o disminuyendo la concentracion de MgCly. Se realizaron experimentos para
probar la actividad de dNTPs, de la misma casa comercial obteniendo buenos resultados

tanto con los reactivos del kit de FIOCRUZ (Brasil) como con el de Sigma.

Para descartar la posibilidad de que los cebadores de T. cruzi interfirieran con el buen
funcionamiento de la Taq polimerasa y que debido a esto no se obtuvieran bandas se realizo
un ensayo en el que se probd la Taq polimerasa con ADN extraide de sangre infectada con
Leishmania mexicana en diluciones de 1:10 y 1:100 y cebadores especificos para

Leishmania (HM1, HM2, HM3), pero con estos tampoco se obtuvieron bandas.

Posteriormente se realizé un experimento para probar la Taq polimerasa que fue donada
por el departamento de Biologia de la Facultad de CC.QQ. y Farmacia, Yy COMO No se
conocia la concentracién ni la actividad que ésta poseia, se utilizaron diferentes volimenes
de ésta (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0ul) pero no se obtuvieron bandas. Esta misma Taq polimerasa se
utilizd con muestras de Leishmania y muestras de ADN extraido de pacientes por medio del
Kit comercial y con Guanidina, pero no se obtuvieron resultados positivos con ninguno de

los cambios que se realizaron.

Las cinco Taq polimerasa fueron probadas también utilizando “Hot Start®, método que
se ha reportado produce bandas mas claras y especificas (64), pero las unicas que dieron

buenos resultados fueron las de Sigma y la de la Universidad de Loyola, ya que con las

otras Taq polimerasa no se obtuvo bandas.




La curva de parasitos realizada con la cepa H17 determiné el nimero minimo de

parasitos que el PCR puede detectar, esta curva se realizd con y sin “Hot Start”,
encontrandose que el minimo detectado es de 0.115 parasitos en una muesira de Sml de

sangre completa. Utilizando “Hot Start” en la elaboracion de esta curva las bandas fueron

mas claras y sin tantas bandas inespecificas (Tabla No. 3).

Tabla No. §

Resultados obtenidos en la curva de calibracion con y sin “Hot Start”.

Dilucion de parasifos ¥ de Parasitos Con Hot Start Sin Hot Start

1:10 1.15X10° ++ ]

1:100 1.15X10° ++ ]

1:1000 1.15X10° 4 S+
1:10° 1.15X10° +at ot
1:10° 1.15X10* +++ 4t
1:10° 1.15%X10° ++ ot
1:10° 115 ++ S
1:10’ 115 + 4+
1:10® 0.115 + +r

En base a los resuliados obtenidos se determiné que el profocolo a seguir fue el

siguiente (Tabla No. )




“Tabla No. 6
Mezcla maestra de PCR estandarizada a las condiciones del Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Citohistologia de 1a Facultad de CCQQ y Farmacia.

Reactivos Concentraciones (ul)
Buffer 10X 25
dNTP's 4.0
S35 0.5
S36 0.5
Taq polimerasa 1.5
Agua 13.5

Teniendo la técnica estandarizada (Tabla No.3 y 6) se procesaron las muestras del area
endémica (Zacapa), v de area no endémica (Solold). Se obtuvo buenos resuliados, ya que
las muestras con serologia positiva presentaron resultados positives en PCR, bandas claras
y de peso molecular esperado y las muestras con serologia negativa fueron también

negativas en PCR. Esto se tuvo que suspender debido a presencia de contaminacion.

Eliminada la contaminacién se inicié nuevamente el proceso de las muestras de
pacientes. La poblacion evaluada para el estudio comprendid 40 muestras de sangre
completa de personas distribuidas de la siguiente forma: 15 muestras de personas
procedentes de 4rea endémica (Zacapa), 15 muestras de personas procedentes de Area no
endémica (Solold), y 10 muestras de personas procedentes de area endémica (Santa Maria
Ixhuatan). Las muesiras se sometieron a examenes seroldogicos tanto como a PCR (Tabla
No. 7, 8); para lo cual se extraje 5ml de sangre heparinizada a cada persona, se tomé 1ml
de plasma para la serologia y el resto de la sangre completa se utilizé para extraccion de
ADN al que posteriormente se le realizé el PCR.

Las pruebas serolégicas realizadas a los sueros fueron: aglutinaciéon con particulas de

gelatina, aglutinacion con particulas de latex e inmunodifusion directa, las cuales fueron

comparadas con PCR. Con los datos obtenidos se compararon ambas técnicas utilizando el
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. estadistico Kappa. Debido a que tanto la serologia como el PCR de las muestras de Solola

fueron negativos no se incluye tabla de resultados.

Tabla No. 7
Resultades de PCR y serclogia de 15 muestras de pacientes de area endémica (Zacapa)

Muestra PCR PCR Latex HID) D] GPAT
S35yS836  121y122 '

1 + + + + +21:256
2 + + + + + =1:256
3 + + + + +21:256
4 + + + + +>1:256
5 + + + + + >1:256
_ 6 + + + + + >1:256
- 7 + + + + + >1:256
8 + + + + + 21:256
9 + + + + +21:256
10 + + + + + =1:256
11 + + + + + =1:256
12 + + + + + =1:256
13 + + + + + =1:256
14 + + + + + 21:256
15 + + + + +21:256

IDD: Inmuno difusién directa.  GPAT: Aglutinacion con particulas de gelatina




Tabla No. 8
Resultados de PCR y serologia de 10 muestras de pacientes de area endémica (Santa
Maria Ixhuatan)

Muestra PCR PCR Latex IDD GPAT
S35y S36 121 y 122

1 + + + + +1:128
2 + - - -

3 + + ] - ]

4 - - - - -

5 + + + - -

6 - - - - .
7. - - - - -

8 - - - - -

9 - - - . -
10 - - - - -

IDD: Inmuno difusitn directa.  GPAT: Aglutinacién con particulas de gelatina

Con los resultados obtenidos del 4rea endémica de Zacapa el 100% de las muestras
serologicamente positivas, fueron PCR positivo, con lo que se obtuvo un resultado de
Kappa = 1. (Tabla No.9)

En el gel se pudo observar perfectamente las bandas de 330 pares de bases en los pozos
del 6 al 13 y los controles positivo y negativo que se ponian en cada gel, ademas pueden
observarse unas bandas adicionales de 100 y 700 pb las cuales son inespecificas (Anexo
No.1)

Puede observarse perfectamente que cuando hay contaminacién los controles negativos
también presentan banda. (Anexo No. 2) mientras que en uno donde no hay contaminacion
los controles se diferencian claramente (Anexo No. 3)



. Tabla No. 9
Comparacion de resultados de muestras de 4rea endémica (Zacapa) obtenidos por

medio de serologla y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA
+ -
15 Q
+
PCR
0 Q

Con las muestras del drea no endémica se observo una relacion entre serologia y
PCR de 100%, ya que todas las muestras serologicamente negativas fueren negativas
. también para PCR, obteniendo como resultado un Kappa = 1. (Tabla No. 10)

Tabla No. 10

Comparacion de resultados de muestras de area no endémica (Solola) obtenidos por

medio de serologia y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA

+ -

PCR

Con las muestras de Santa Maria Ixhuatin se observd que una de las muestras

serologicamente positivas presentd PCR positivo, 6 de las muestras con serologia negativa
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presenfan también PCR negativo, pero 3 de las muestras con serologia negativa presentaron
resultados positivos para PCR, con estos resultados se obtuvo un Kappa = 0.286
(Tabla No. 11)
Tabla No. 11
Comparacién de resultados de muestras de area endémica (Santa Maria Ixhuatan)

obtenides por medio de serologia y PCR utilizando Kappa.

SEROLOGIA
+ -
1 3
+
PCR
0 6




VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a que en Guatemala no se habia utiizado previamente la técnica de
Reacci6n en Cadepa de la Polimerasa (PCR), como herramienta diagnéstica para la
enfermedad de Chagas, este trabajo consistié en estandarizar el método, para asi lograr la
deteccion de ADN de 7. cruzi en sangre completa de pacientes chagasicos, ¢l cual se

realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Citehistologia.

En la estandarizacion de la extraccion de ADN se hicieron muy pocos cambios ya que
el método convencional de Guanidina (2,59) utilizado en la mayoria de laboraterios que
trabajan con PCR demostro ser bueno y acoplarse muy bien a las condiciones del
laberatorio donde se trabajo, debe tenerse mucho cuidado que el fenol-cloroformo tenga un
pH de 8 va que si es mas acido se extrae ARN y no ADN que es el necesarie para PCR.
Ademas debe dejarse precipitar el ADN el tiempo necesano (toda la noche) a -20°C v

cenfrifugarse al otro dia en frio para que el botén obtenido sea mejor.

Se observo que para secar el precipitado conteniendo el ADN en mencr tiempo era
necesario decantar el sobrenadante donde se dejo precipitar, agregér en el tubolml de
etanol 70°, cenirifugarlo por 3 minutos, posteriormente decantar el etanol y secar en el
bloque caliente a 70°C por aproximadamente 3 2 5 minutos. Al principic se omttia el paso
del etanol 70° por lo que el secado en el bloque caliente tardaba demasiado v la diluciton del

ADN en el agua era dificil.

Se utilizaron varios programas en el termociclador de los cuales, uno se descartd por ser
para tipificacion de especies y se eligi¢ para trabajar el utilizado por la Dra. Patricia Dom
de la Universidad de Loyola, el cual di6 muy buencs resultados en unidn con' la Taq
polimerasa producida con el método de la misma Universidad, los cuales se acoplaron muy

bien a las condiciones que se tenian en el laboratorio.

En la estandarizacion de la amplificacién del ADN se observé que la Taq polimerasa

comercial (Taq Perkin Elmer), no dié resultados positivos al aumentarse ni disminuirse la
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concentracion de MgCly ademas no funciono en unién de ningén otro reactivo tales como
Sigma ni los del Kit de FIOCRUZ (Brasil). Se prob6 ademés con “Hot Start” y no se
obtuvieron bandas, por lo que se descarté de los reactivos utilizados en este trabajo.

Se observod que en el transporte de la enzima (Taq polimerasa} debe conservarse la
cadena de frio, ya que una de las principales causas de los problemas encontrados se debio

a que varias de las enzimas recibidas habfan perdido su actividad.

El “Hot Start” es una técnica utilizada para obtener bandas més claras y sin presencia de
bandas inespecificas (64). Lo anterior pudo ser comprobado en la prictica pero se tuvo el
inconveniente de que al momento de realizar la electroforesis los tips se taparon y el
volumen que median las pipetas no fue siempre el mismo, por lo que se optd por no

utilizarlo, ya que los resultados no fueron reproducibles.

Las muestras tanto del area de Zacapa como las de Sclola se comenzaron a procesar por
PCR, obteniéndose buenos resultados reproducibles con la serologia, pero esto se tuvo que
suspender debido a presencia de contaminacion. Las técnicas utilizadas para ehminar la
contaminacién (esterilizacién de todo el equipo con cloro y luz ultra violeta y probar
reactivo por reactivo unicamente con controles) dieron buen resultado, ya que aunque no

fue posible determinar el motivo exacto de la contaminacion, ésta si fue eliminada.

Se corrieron las muestras de la poblacion muestreada (40 muestiras) tanto de las areas
endémicas (Zacapa y Santa Maria Ixhuatan), como del area no endémica (Solold). Para
considerarse como positivas serologicamente, las muestras debian ser positivas en dos de
las tres pruebas que se utilizaron, las pruebas utilizadas fueron: aglutinacion con particulas
de latex, aglutinacién con particulas de gelatina e inmunodifusién directa. De las 15
muestras de Zacapa, 15 (100 por ciento) fueron positivas para las pruebas serologicas,
estas muestras también fueron corridas en PCR dando una correlacion del 100 por ciento y

un Kappa = 1 que es un resultado excelente.
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De acuerdo con los resultados obtenidos de las muestras del area no endémica de Solola
el 100 por ciento de las muestras serologicamente negativas, fueron también negativos para
PCR, por lo que se obtuvo un resultado de Kappa = 1 que es un resultado excelente ya que

la correlacion entre las dos técnicas es del 100 por ciento.

Con los resultados del area endémica de Santa Maria Ixhuvatan, los resultados fueron
distintos ya que no se obtuvo ninguna muesira con serologia positiva y PCR negativo y solo
una de las muesiras serologicamente positiva fue PCR positivo, 6 de las muestras con
serologia negativa fueron PCR negativo v 3 de las muestras con serologia negativa
presentaron resultados positivos para PCR. Con estos resultados se obtuvo un Kappa =

0.286

Con respecto a los tres casos de pacientes con serologia negativa pero con PCR
positivo, posiblemente hayan dado una reaccion cruzada con alguna otra enfermedad
parasitaria, ademas segin la bibliografia, hay dos teorias que pueden explicar esto, la
primera es que puede ser por una contaminaciéon de ADN , la segunda es que estas personas
viven en un 4rea que es considerada como un 4rea de transmision activa para la enfermedad
de Chagas, por lo que si la infeccion se adquirié recienfemente, el tiempo necesario para
montar una respuesta humoral detectable es de varios meses y durante este tiempo la

serologia siempre va a ser negativa (59).



IX. CONCLUSIONES

La técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) fue estandanzada en el
departamento de Citohistologia para su uso en el diagndstico de la enfermedad de
Chagas.

En este estudio y en las condiciones estandanzadas la sensibilidad obtenida es de 0.115

parasitos en 5ml de sangre completa.

El estudio demostrd una sensibilidad en PCR mayor que la de serologia.

Una infeccion recientemente adquinida podra ser demostrada mas facilmente por PCR

ya que la respuesta humoral toma un tiempo para ser detectada por técnicas serologicas.

Para establecer la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como una metodologia
confimatoria, deben realizarse mas estudios utilizando un 4rea endémica de otras

enfermedades parasitarias, en 1a que se estudien los falsos positivos con éstas.




X RECOMENDACIONES

Precipitar el ADN durante la noche y centrifugar en fric para obtener un mayor y mejor
boton de ADN.

Para secar el botén en menor tiempo, debe incluirse antes del secado un paso de

precipitacion con etanol 70°GL.

Tratar en 1a medida de lo posible de producir en el laboratorio la Taq polimerasa para

evitar su deterioro durante el transporte y reducir los gastbs.

Realizar mas ensayos con la técnica de PCR, en una poblacién mayor que permita
detectar los falsos positivos con otras enfermedades parasitarias, anies de uiilizar este

método como referencia para confirmar el diagnostico de la Enfermedad de Chagas.
Estandarizar el uso de “Hot Start™ para lograr mejores resultados.
Incluir entre el certificado de salud de nifios en edad escolar el examen serologico de

Chagas, para poder diagnosticar la enfermedad en la fase aguda y asi dar tratamiento

oportuno, va que en fase cronica la enfermedad no tiene cura.




GLOSARIO

Amplificacién: En PCR, es la replicacién exponencial de un fragmento especifico de
ADN por ADN polimerasa, para producir multiples copias.

Buffer: Solucién quimica que mantiene el pH de una solucion. Un buffer de PCR es una
formulacion especifica recomendada para una polimerasa particular para estabilizar el
pH de la reaccion durante la amplificacion del ADN.

Cebadores: Una pieza corta de ADN en forma de un oligonucleotido sintético que se
hibridiza a la secuencia complementaria de ADN v es extendida por una polimerasa.
Control: Una muestra conocida incluida en todas las amplificactones, para venficar las
condiciones de reaccion.

Ciclo: Durante la amplificacién del PCR, cada ciclo consiste de una serie de tres
diferentes temperaturas, en los cuales los ingredientes de la reaccion sufren distintos
procesos fisicos y bioquimicos {desnaturalizacién, anillamiento v extensioén), resultando
en la replicacién exponencial de una tarjeta molecular.

ADN: Acido desoxirribonucleico. Formado por dos fragmentos complementarios de
ADN que forman la doble hélice.

dNTP(s): Desoxinucleotido tnfosfato(s). Es el segmento de union del ADN replicado
durante el PCR.

Electroforesis: La migracion de particulas cargadas sobre una matriz con campo
eléctrico. Este método es utilizado para separar fragmentos cargados negativamente de
ADN de acorde a su tamaifio. Los fragmentos mas pequefios migran mas rapidamente
hacia el polo positive que los fragmentos largos.

Especificidad: La capacidad de identificar algo o los caracteres y particularidades
peculiares del objeto de interés.

Extraccion: Tratamiento de una muestra con un solvenfe organico, para obtener 4cido
nucleico de vanada purificacién, dependiendo del método utitizado.

Genoma: La base de informacién genética, guardada en el cromosoma de un organismo.
Hot start: Es un método cominmente utilizado para obtener especificidad en 1a reaccidn
de PCR, en la que todos los reactivos interaccionen productivamente hasta después del

primer paso de desnaturalizacion a aproximadamente 94°C.
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Hybridizacion: El segundo paso en el ciclo de amplificaciéon, en el cual, a una
temperatura particular, dos hebras simples de ADN complementario, se hibridizan para
formar una doble hélice.

Oligonucleotido: Una corta pieza sintética de ADN.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. Un procedimiento patentado de
amplificacion exponencial de una pieza de ADN de un tamafio y secuencia especifico.
Plasma: Un fluido limpido obtenido por centrifugacion de sangre no coagulada.

Suero: Un ﬂﬁido limpido obtenido por centrifugacion de sangre coagulada.

Sensibilidad: Capacidad de un examen diagnostico de identificar como positivo aquello
que posea la enfermedad de interes.

Taq polimerasa: Enzima termoestable, originalmente aislada de una bacteria Thermus
aguaticus, que es utilizada en la replicaciéon de ADN en el PCR.

Termociclador: Aparato programable para amplificacién facilitada, con ciclos de
temperatura automatica.

Transiluminacién UV: Deteccion de acido nucleico marcado, con un compuesto como

el bromuro de etidio, que flucresce bajo radiacion ultravioleta.
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Anexo No. 2

Gel de agarosa de muestras del esfudio.
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A Escalera de 100 pb de tamadic

B. Conirol positivo
C. Control negativo con presencia de banda
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