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Resumen

Desarrollo y aplicacion de estrategias de PCR para la
genotipificacion y cuantificacion de Trypanosoma cruzi.

Resumen

La infeccion por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), causante de la enfermedad de
Chagas, sigue siendo un importante problema de salud publica en los 21 paises
endémicos de Ameérica, con una prevalencia estimada de 8 millones de personas
infectadas. Esta enfermedad muestra un curso clinico variable, desde asintomatica
hasta fases cronicas con parasitemias bajas, cuya forma mas severa es la cardiopatia. En
diferentes regiones endémicas los pacientes se encuentran infectados con distintas
poblaciones parasitarias que a su vez podrian desempefiar un papel en la patogenia, las
formas clinicas y la gravedad de la enfermedad. Para el tratamiento de la enfermedad
actualmente se dispone de quimioterapias que son mas eficaces en las infecciones
recientes que en la poblacion adulta crénica. A su vez, la evaluacién de la eficacia de
nuevas drogas se encuentra seriamente comprometida dado que el criterio de cura
actualmente se basa en la conversién serolégica a negativa, lo que puede ocurrir sélo
afios después del tratamiento, lo que requiere un largo plazo de seguimiento.

En este contexto, nos propusimos desarrollar ensayos de PCR cuantitativa (QPCR)
sensibles y precisos para la cuantificacion de la carga parasitaria que permitan evaluar
tempranamente la eficacia o el fracaso de nuevas drogas tripanocidas, asi como
monitorear la respuesta al tratamiento con las drogas actuales en casos clinicos.

El otro objetivo de la tesis ha sido el desarrollo de estrategias de PCR sensibles y con
distintos grados de resoluciéon para la genotipificacion de T. cruzi. Estas técnicas
permiten tipificar las poblaciones parasitarias directamente a partir de muestras
biolégicas y por lo tanto establecer asociaciones entre el genotipo del parasito y las
formas clinicas de la enfermedad, asi como evaluar el rol eco-epidemiolégico de las
distintas poblaciones parasitarias.

Palabras Clave

Trypanosoma cruzi, PCR, tipificacion molecular, cuantificaciéon de T. cruzi, muestras
biolégicas, ensayos clinicos, histotropismo clonal.




Summary

Development and application of PCR strategies for
genotyping and quantification of Trypanosoma cruzi.

Summary

Infection with the parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), which causes Chagas disease,
remains a major public health concern in 21 endemic countries of America, with an
estimated prevalence of 8 million infected people. Chagas disease shows a variable
clinical course, ranging from asymptomatic to chronic stages with low parasitaemias,
whose severest form is heart disease. Individuals from different endemic regions are
infected with distinct parasite populations that may play a role in pathogenesis, clinical
forms and severity of the disease. Current chemotherapies are unsatisfactory since they
are more effective in recent infections than in the chronic adult population, and the
criterion of cure relies on serological conversion to negative, which may occur only
years after treatment, requiring long-term follow-up, hampering novel drug trails.

In this context, we aimed to develop sensitive and accurate quantitative PCR strategies
(QPCR) for T. cruzi quantification that may allow an early assessment of efficacy or
failure of novel drugs in future trials, as well as to follow-up patients under etiological
treatment with the currently available chemotherapies.

The second aim of this thesis has been the development of sensitive PCR strategies for
genotyping T. cruzi populations. These assays allow us to establish relationships
between parasite genotypes and clinical forms of the disease, as well as to evaluate the
eco-epidemiological role of distinct parasite populations.

Keywords

Trypanosoma cruzi, PCR, molecular typing, quantification of T. cruzi, biological samples,
drug trials, clonal histotropism.
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INTRODUCCION




Introduccién

La enfermedad de Chagas es una zoonosis producida por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. La principal via de transmision es a través de las heces de insectos
vectores de la subfamilia Triatominae (Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus). En la
Argentina el principal vector es Triatoma infestans, comtnmente denominado
“vinchuca”. Es una enfermedad crénica debilitante que afecta la salud y el bienestar de
un gran nimero de seres humanos. Esta intimamente relacionada al desarrollo socio-
econémico de la poblacién constituyendo la enfermedad parasitaria principal del
continente americano y representando uno de los problemas de salud ptblica mas
importantes de América Latina. Es endémica en 21 paises de América Latina, desde el
sur de EEUU (42°N) hasta el norte de la Patagonia (43°S). Tiene una prevalencia del
1,5%, con 8 millones de personas infectadas y 28 millones en riesgo de infeccién,
generando anualmente 12 mil muertes. Su incidencia anual es de 40 mil personas por
infeccién vectorial y 15 mil por transmisién connatal (OMS, 2007). En nuestro pais,
datos oficiales muestran la existencia de mas de 2 millones de personas infectadas de

las cuales el 20% se encuentra enferma.

1. Agente etioldgico: Trypanosoma cruzi

1.1. Clasificacion sistematica

La clasificacion sistematica de este parésito es la siguiente:
"I Reino: Protozoa

] Phylum: Euglenozoa

1 Clase: Kinetoplastida

1 Orden Tripanosomatida

1 Género: Trypanosoma

Otros esquemas consideran que el Orden es Kinetoplastida y la familia es
Trypanosomatidae. Los Kinetoplastida son flagelados con 1 o 2 flagelos que se originan

de una abertura conocida como bolsa flagelar, normalmente contienen una estructura
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prominente y paraflagelar conocida como cinetoplasto que corresponde a una
condensaciéon de DNA localizado en el interior de una tnica mitocondria que esta
ramificada por todo el cuerpo del parasito. Otras estructuras caracteristicas de estos
organismos son organelas especializadas, tipo peroxisomas, conocidos como
glicosomas y la presencia de microtabulos subpeliculares. Dentro de la familia
Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es uno de los mas importantes por incluir
una serie de especies que ocasionan enfermedades en humanos, como T. cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas, T. gambiensi y T. rhodesiense, agentes causales de la
enfermedad del suefio y en animales, como es el caso de T. brucei, T. equiperdum y T.

equinum.

En funcién del comportamiento del parasito, principalmente en el vector, el género
Trypanosoma se ha dividido en dos grupos. El primero, llamado Stercoraria, incluye
los Tripanosomas que se desarrollan en el tubo digestivo del vector, progresando en el
sentido de la porcion intestinal con liberacion de las formas infectivas con las heces. En
este grupo tenemos a T. cruzi y T. lewisi. El segundo grupo, llamado Salivaria, incluye
tripanosomas que se desarrollan inicialmente en el tubo digestivo y posteriormente
atraviesan el epitelio digestivo y llegan a las gldndulas salivales, donde las formas
infectivas son inoculadas mecanicamente. En este grupo se encuentran: T. brucei, T.

congolense y T. rangeli.

1.2. Ciclo de Vida de T. cruzi

El Trypanosoma cruzi es un parasito unicelular que altera su vida entre dos
hospedadores multicelulares, uno invertebrado y uno vertebrado, presentando un ciclo
de vida digenético (Fig. 1). En funcién de la forma general de las células (esférica,
piriforme o alargada), la posicién relativa entre el nicleo y el cinetoplasto (anterior,
lateral o posterior), la manera de salida del flagelo (central o lateral), se definen 3

estadios para los tripanosomatideos (Fig. 1):

* Epimastigote: (20 - 40 x 2 pm) forma elongada en la que el flagelo se origina préximo
y por delante del ndcleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando la membrana

citoplasmatica en un corto trayecto dando la imagen de una membrana ondulante corta
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y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el vector y en cultivos
axénicos y constituye una de las formas proliferativas del T. cruzi. Es también la forma

de mas facil cultivo “in vitro”.

* Amastigote: (2 - 4 pm) forma esférica u ovalada que carece de flagelo libre; estadio de

localizacion intracelular y replicativo en el mamifero.

* Tripomastigote: (20 x 25 pm) forma elongada con el cinetoplasto situado por detras
del ntcleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo, se
libera por el extremo anterior creando la imagen de una membrana ondulante de
importante extension; este estadio estd presente en la circulacion del mamifero
(tripomastigote circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote
metaciclico), en cultivo de células y en el espacio intracelular del hospedador

vertebrado, carece de capacidad replicativa.

Trypomastigote

Metaciclico :
Trypomastigote

Sanguineo

g QAmaSUQOte

Ciclo
Vertebrado

Epimastigote

<

Ciclo
Invertebrado

Fig. 1. Representacién esquematica del ciclo de vida de T. cruzi.

También se puede encontrar una forma llamada esferomastigota (en el estomago del
insecto vector y en determinadas situaciones experimentales in vitro). Obviamente, se

pueden observar una serie de formas intermedias.
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La infeccion es transmitida por triatominos a més de 100 diferentes especies de
mamiferos salvajes y domésticos. Los triatominos son hemipteros de la familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae, de aproximadamente 6 cm de largo, que se
alimentan de sangre durante la noche. Se infectan al picar a un animal infectado,
ingiriendo asi al parasito (en su estadio de tripanosomas). Dentro del triatomino y a lo
largo de su tracto digestivo, el parasito sufre una serie de transformaciones antes de ser
expulsado en las heces. En el estomago del insecto, los tripanosomas se redondean
formando amastigotes, a mitad del intestino se transforman en epimastigotes que se
replican mediante fision binaria y finalmente, aproximadamente 2 semanas después,
llegan al recto, donde se convierten en tripanosomas metaciclicos. La infecciéon del
mamifero se inicia cuando un insecto infectado defeca mientras se alimenta, liberando
tripanosomas metaciclicos en sus heces y orinas. Los tripanosomas, incapaces de
atravesar la piel intacta, entran en el organismo a través de excoriaciones de la piel
(sitio de la mordedura), o a través de las mucosas, invadiendo inmediatamente las
células hospederas. Dentro de las células, los tripomastigotes pierden su flagelo y se
redondean para formar amastigotes, los cuales se multiplican intracelularmente por
fision binaria. Cuando los amastigotes casi llenan la célula, se transforman en
tripomastigotes prociclicos, los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al
torrente sanguineo, rompiendo la célula. Los tripomastigotes tiene la habilidad de
invadir otras células, dénde se transforman de nuevo en amastigotes, repitiéndose
indefinidamente el ciclo de infeccién. El ciclo de vida se cierra cuando un triatomino no

infectado se alimenta de un animal con tripanosomas circulando.

1.3. Origen de T. cruzi

Todos los tripanosomatidos son parasitos, por eso se propone un origen
monofilético de una forma pardsita ancestral que haya dado origen a los tripanosomas
de mamiferos de Africa, América y Australia, como también otras varias formas
parasitas de peces. Esta hipétesis es apoyada por el anélisis filogenético de los genes
ribosomales 185 (Fig. 2). La aludida correlaciéon entre esos grupos de tripanosoméatidos

de mamiferos y sus hospedadores se basa en la Teoria de las Placas Tectonicas,
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sugiriendo que la forma ancestral del parasito surgi¢ antes de la separaciéon de los

continentes en la era Mesozoica (230 millones de afos atras).

(" Bodbdsiris AF200e5e "_i
Bodo saliens 1 Free living bodonid outgroups
Bodo designis AF464896 !
Bodo edax 4
Blastocrithidia triatoma -
Blastocrithidia culicis
Crithidia oncopelli AF038025
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Fig. 2. Arbol de 69 taxones de protozoarios construido por Maxima Verosimilitud (MV) utilizando
secuencias del gen ribosomal 18S. Los valores tnicos en los nodos corresponden a valores de bootstrap
por MV (250 replicas). Los valores multiples corresponden a: valor de bootstrap por MV, probabilidad
posterior Bayesiana, valor de bootstrap por Maxima Parsimonia y valor de bootstrap de Distancia por

MV. Tomado de (Maslov y col., 1996).
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Posiblemente, el surgimiento de la rama cruzi ocurrié antes de la separacion del
supercontinente (Gondwana) en la era Cenozoica y evolucionaron en los ancestros de los
marsupiales, aproximadamente, 40 millones de afos atras. Se defiende que en ese
periodo los ancestrales de los modernos didélfidos americanos (comadrejas)
comenzaron su dispersiéon y los ancestros de T. cruzi pasaron a ser transmitidos
directamente entre los marsupiales a través de las secreciones de las glandulas anales
y/o urinarias. Basados en esa hipétesis, se sugiere una primitiva asociaciéon de este

parésito con los marsupiales del género Didelphis (Yeo y col., 2005).

1.4. Estructura Poblacional

Muchas evidencias apoyan la existencia de una estructura multiclonal de las
poblaciones de T. cruzi (Sturm y Campbell, 2010; Tibayrenc y Ayala, 2002; Tibayrenc y
col.,, 1986). El modelo propuesto no implica ausencia absoluta de recombinacién
genética, sino una frecuencia muy baja que no altera significativamente la propagacion
uniparental del pardsito. Atn mads, la recombinacién ha sido observada mediante
diversas estrategias, como isoenzimas (Bogliolo y col., 1996, Carrasco y col., 1996),
RAPDs y estudios de cariotipo (Brisse y col., 2003), anélisis de secuencias nucleotidicas
(Machado y Ayala, 2001; Sturm y col., 2003) y microsatélites (de Freitas y col., 2006). En
particular, en el afio 2003 Gaunt y colaboradores (Gaunt y col., 2003) demuestran la
capacidad de recombinaciéon de T. cruzi in vitro mediante seleccion artificial de
recombinantes resistentes a drogas. Estas experiencias mostraron ausencia de
recombinacién a nivel mitocondrial y la formacién de un subtetraploide a nivel nuclear
(Gaunt y col., 2003). Sin embargo, los hibridos observados naturalmente son diploides.
No esta claro, si los hibridos naturales y los experimentales se generaron por
mecanismos distintos, o si los requisitos para volver a la diploidia se encuentran

ausentes bajo condiciones experimentales.

Como consecuencia de esta particular estructura poblacional del parasito, que es
mayoritariamente clonal con aislados eventos de recombinacién, ha sido necesario
generar consensos para la nomenclatura de T. cruzi. En 1999 se realiz6 la Primera

Reunién Satélite (Anénimo, 1999) donde se decidié dividir a T. cruzi en dos linajes,
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denominados Tc 1y Tc II. Con el desarrollo de nuevos marcadores moleculares, Michel
Tibayrenc propuso dividir a T. cruzi en 6 Unidades de Tipificacion Discretas (UTD),
donde se mantiene el Tc I original, pero el linaje Tc II se subdivide en 5 UTD (Tc Ila-e)
(Tibayrenc, 2003). Estas unidades estan comprendidas por cepas que son mas parecidas
entre ellas que con el resto de la poblacién, y a su vez son identificables por marcadores
genéticos, moleculares y/o inmunolégicos. Sin embargo, teniendo en cuenta los
estudios filogenéticos mas recientes (ver item 1.5) la subdivision propuesta de Tc II no
seria apropiada. Con el objetivo de modificar la nomenclatura de T. cruzi de forma
consensuada en base a los nuevos conocimientos, se realiz6 la segunda reunion satélite,
donde se modificé la denominacién de los 6 UTD (T. cruzi I-VI) (Zingales y col., 2009)
(Tabla 1).

Tibayrency col. 2003  Tc | Tclla Tcllb Tcllic Tclld Tclle

Nueva nomenclatura  Tc | Tcll Tclll TclV TcV Tc VI

Tabla 1. Nomenclatura de T. cruzi acordada en la Segunda Reunién Satélite 2009 (Zingales y col., 2009).

1.5. Origen de los 6 UTD

El origen de los UTD no solamente es interesante, si no que es relevante para el
disefio de estrategias de tipificacion molecular. La ubicacién temporal y espacial, asi
como los mecanismos que llevaron a la formacién de las distintas UTD definen la actual
distribucién y composicion genémica de cada grupo. Esto determina que tractos
génicos son diferenciales entre las UTD, pero suficientemente conservados entre los
organismos pertenecientes a una misma UTD, como para ser utilizados para la

genotipificacion de poblaciones naturales.

Como se habia comentado anteriormente, los hospedadores originales de T. cruzi
probablemente fueron marsupiales ancestrales. El origen de los marsupiales data del
inicio del medio Pleistoceno y la familia Didelphidae surgié hace 65 millones de afios
atras, en el Cretaceo. La fauna de mamiferos de América del Sur en el Cretaceo estaba
formada principalmente de marsupiales y placentarios ancestrales del Orden Xenarthra

(armadillos, osos hormigueros y perezosos). Algunos miembros de estos dos grandes
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grupos de mamiferos serian los reservorios naturales del parasito en aquel entonces.
Los distintos ecotopos en los cuales se encontraban y se encuentran aun estos dos
grupos de hospedadores habrian llevado a una evolucién por propagacion clonal de
dos grupos de parésitos que dio lugar a las UTD ancestrales Tc I y Tc II. Los mamiferos
marsupiales del género Didelphis (comadrejas) suelen habitar un ecotopo arbodreo y
estar infectados con parasitos Tc I, mientras los mamiferos placentarios de la familia
Dasypodidae (mulitas) habitan un ecotopo terrestre y suelen estar infectados con
parésitos Tc II (Yeo y col., 2005). Esta asociacion entre Tc I y el ecotopo arbéreo, y Tc 11
con el ecotopo terrestre se mantiene hasta hoy en el ciclo silvestre de la enfermedad

(Marcili y col., 2009; Yeo y col., 2005).

A diferencia del origen por propagacion clonal para Tc I y Tc II, para los otros cuatro
UTD se propone que fueron originados como consecuencia de eventos aislados de

hibridizacién seguidos por propagacién clonal.

En las poblaciones naturales, las secuencias nucleares, ya sean homocigota,
heterocigota, multi-copia o de copia tinica, se pueden observar 4 grupos de secuencias.
Estas secuencias se encuentran en homocigosis en las UTD Tc I, IV, II y III, mientras
que las secuencias de las UTD V y VI son principalmente alelos heterocigotas que
tienen gran similitud con secuencias de las UTD Tc II o III. Esta evidencia sugiere que
las UTD V y VI son producto de al menos un evento de hibridizacién entre parésitos de
las UTD Il y III. Una excepcién a esta estructura de cuatro grupos de secuencias es el
gen multi-copia de la histona H2A en las UTD V y VI, el cual pertenece a un quinto
grupo. Este gen es un mosaico entre las secuencias de los grupos Il y III, posiblemente
debido a la recombinacién entre los alelos heredados de ambos parentales (Sturm y
Campbell, 2010). Este proceso de homogenizacién de alelos por recombinacién parece
haber actuado también en las UTD IV y III, que a pesar de tener secuencias
homocigotas propias, las mismas contienen SNPs caracteristicos de las UTD Tc 1y Tc 1,
posiblemente indicando al menos un antiguo evento de hibridizacién que dio lugar a
estos dos UTD (Westenberger y col., 2005). Al analizar marcadores nucleares de mayor
velocidad de evolucion que las secuencias codificantes, como son los microsatélites (de

Freitas y col.,, 2006), también observaron que los parasitos de UTD V y VI eran
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dialélicos, conteniendo un alelo del I y otro del III, también claramente apoyando la
hipétesis de su origen hibrido. Sin embargo, no encontraron este patrén en las UTD IV
y III, donde encontraron alelos propios. Esto no se contradice con los resultados
obtenidos por Westenberger y colaboradores mencionados anteriormente, ya que las
huellas dejadas por un evento de hibridizacién antiguo entre las UTD I y II para dar
origen a los IV y III, es posible que hayan desaparecido en loci de rédpida evolucion
como son los microsatélites. Algunos de los genes heredados por las UTD Tc V y VIno

se heredaron de ambos parentales y son homocigotas.

W DTU universal
DTUI \‘ DTU IIb
DTU UIb
' Generacmp de piedida da
Tiempo alelos mosaicos heterocigosis
DTU Ila DTU Ilc DTU IIb
Acumulacion
de mutaciones DTU IIb/Te
especificas Generacién
de alelos

\/ DIUI DTUIla DIU IIc DTU Id DTU Ile DTU IIb

Fig. 3. Esquema de eventos de hibridizacién que generaron las UTD actuales segtin (Westenberger y col.,

2005).

Para el genoma mitocondrial el mecanismo de herencia en los eventos de hibridacién es
aparentemente distinto al del genoma nuclear. Tanto en el modelo experimental
descripto por Gaunt y colaboradores (Gaunt y col., 2003), como en las UTD hibridos
naturales, siempre el contenido genémico mitocondrial se hereda uniparentalmente. En
la actualidad se observan 3 clados de secuencias mitocondriales en T. cruzi. El clado A

incluye a Tc I, el clado B a Tc IV, IlI, V y VI, y al clado C Tc II (de Freitas y col., 2006)

-10 -
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(Fig. 3). En este esquema, los hibridos homocigotas Tc IV y III, han heredado sus
maxicirculos del parental Tc I, con subsecuente acumulacién de mutaciones que dieron
lugar al clado B. En la hibridacién de Tc II y III el genoma mitocondrial del parental Tc

III fue heredado por ambos UTD hibridos heterocigotas Tc V y Tc VI.

1.6. Distribucion de los 6 UTD

Tc I: Es el principal agente etiolégico de la enfermedad de Chagas en los paises al norte
del Amazonas y en el Amazonas. Estan fuertemente asociados con el ecotopo arbéreo.
Su principal vector en el Amazonas es el Rhodnius, mientras que en América del Norte

y Central es Triatoma. Su reservorio principal son las comadrejas (Coura y col., 2002;

Roellig y col., 2008).

Tc II: Es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la region este y central de
Brasil (Lages-Silva y col., 2006). Rara vez ha sido aislado del ciclo silvestre y se
encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico. Su vector principal es el

Pastrongylus (Sturm y Campbell, 2010).

Tc III: Al igual que Tc IV es poco comtin encontrarlo en el ciclo doméstico, ya que esté
fuertemente asociado al ciclo silvestre terrestre. Sin embargo, en Santiago del Estero,
Argentina, ha sido aislado a partir de muestras de sangre periférica de perro (Cardinal
y col., 2008). El principal reservorio es la mulita (Dasypus novemcinctus) y los vectores
son del género Pastrongylus y Triatoma. Estd asociado al ecotopo terrestre.
Geograficamente ha sido asilado desde el norte de América del Sur hasta Argentina

(Sturm y Campbell, 2010).

Tc IV: Es endémico en América del Norte junto a Tc I, donde se encuentra asociado al
ecotopo terrestre infectando fundamentalmente a mapaches, mientras que Tc I infecta a
las comadrejas de las mismas zonas. También se encuentra presente en el Amazonas,
aun que aparentemente estas poblaciones serian distintas a las de América del Norte

(Roellig y col., 2008).

Tc V: Este UTD es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la zona

conocida como el Gran Chaco, que comprende partes de Argentina, Paraguay, Bolivia,

-11 -
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Chile y el sur de Brasil. Se encuentra asociado casi exclusivamente al ciclo doméstico de
la enfermedad y su principal vector es la vinchuca, Triatoma infestans (del Puerto y col.,

2010; Diosque y col., 2003).

Tc VI: Aligual que Tc V, se encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico en el
cono sur de América Latina. Particularmente, en Argentina se lo vio asociado a la

infeccion de perros y gatos (Cardinal y col., 2008; Marcet y col., 2006).

1.7. Marcadores Moleculares

Trypanosoma cruzi muestra niveles muy altos de diversidad genética, y un gran
nimero de marcadores genéticos han sido utilizados para estratificar a la especie en
varias subdivisiones. Dependiendo de los marcadores utilizados y la tecnologia
aplicada se han logrado ensayos con distintos grados de resolucién. Estrategias de
tipificacion de polimorfismos genéticos en loci relativamente conservados son
utilizadas para definir las principales subdivisiones genéticas (Fernandes y col., 1998a)
(Souto y col., 1996), mientras que el andlisis de loci altamente variables, tales como las
secuencias de los minicirculos del ADNk (Burgos y col., 2007) (Telleria y col., 2006) o
microsatélites (Oliveira y col., 1998) (Llewellyn y col., 2009) permiten un mayor nivel de
resoluciéon. En particular, los microsatélites por ser secuencias que cuentan con solo

dos alelos por genoma, permiten deducir la clonalidad de una poblacion.

Término Criterio Nomenclatura Referencia
uTD RAPD y MLEE Tel Tclia Tcllb Tcllc Tclid Tclle (Brisse y col., 2000)
Zimodema  MLEE Zl pAlll Zll ZII-ASAT | Heterocigota ZIl  Heterocigota ZII (Miles, 2003)
Clonet MLEE 1-25 26-29 30-34 35-37 38,39 40-43 (Tibayrenc, 1988)
Linaje polimorfismos
tamafio ADNr 2 1 1/2 1 (Souto y col., 1996)
Linaje mini-exdén , , (Fernandes y col., 1998a)
2 2 ! 2 1 ! (Fernandes y col., 1998b)
C d
Grupo onsenso de T.cruzil T.cruzi* T.cruzill T.cruzi* T. cruzi* T. cruzi* (Anonymous, 1999)
expertos
i -RFL
Zimodema  PCR-RFLP del ZI11-B ZI1I-A (Mendonca y col., 2002)
ADNr
Microsatélites,
Linajes polimorfismo
tamarfio ADNr, Tcl Tcll Tclll Tc Hibrido Tc Hibrido (de Freitas y col., 2006)
mayores

secuencias
ADNmt

Tabla 2. Comparacion de esquemas de nomenclatura de T. cruzi. Adaptado de Lewis y colaboradores

(Lewis y col., 2009). * Grupo indefinido.
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Histéricamente, el estudio de la diversidad genética de T. cruzi se ha visto
obstaculizada por la falta de métodos estandarizados de tipificacion y por el uso de

varias nomenclaturas distintas (Tabla 2).

A los efectos de la epidemiologia molecular, un desarrollo conceptual ttil ha sido el de
la Unidad de Tipificaciéon Discreta (UTD) que tiene valor taxonémico (Tibayrenc, 1998).
Como se mencioné anteriormente, las seis UTD comprenden cepas agrupadas en base a
caracteristicas comunes de genotipos multilocus (Brisse y col., 2000; Brisse y col., 2001)
(Zingales y col., 2009) cada una con sus caracteristicas epidemiolégicas y evolutivas

particulares.

Dos de las estrategias mas utilizadas para la genotipificacion de T. cruzi, son ensayos
que tienen como blanco molecular a la secuencia del dominio D7 del gen 24Sa ARNr y
a la regioén intergénica no transcripta del mini-exén. Ambas permiten la discriminacién
de algunos de las diferentes UTD por simple visualizacién de las diferencias en el
tamarfio del producto amplificado por PCR (Fernandes y col., 1998a; Souto y col., 1996;
Brisse y col., 2001; Mendonca y col., 2002) (Tabla 3).

En particular, el dominio D7 del gen 24Sa ARNTr tiene tractos altamente conservados en
todos los tripanosomatidos y se han disefiado oligonucle6tidos complementarios a
estas regiones (Briones y col., 1999; Souto y col., 1999). El fragmento amplificado por
estos oligonucledtidos es polimérfico y su tamafio varia en algunas especies de

tripanosomatidos.

Por otro lado, el espaciador intergénico del mini-ex6én permite la separacion de T. cruzi
en 4 grandes grupos en concordancia con los eventos de hibridizacién que llevaron al
origen de las 6 UTD. El analisis de este marcador permite la discriminacién de las UTD
hibridas mas antiguas, Tc III y Tc IV, donde por evolucion clonal prolongada en cada
UTD se han fijado varios polimorfismos que permiten su identificacién precisa. Las
secuencias del espaciador intergénico del mini-exén de Tc I también contienen

polimorfismos originales que permiten su identificacion.
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Producto de PCR esperado (productos de digestion) (pb)

Blanco /enzima Tcl Tclv Tcll Tclll TcV Tc VI
*
Miniexon 350 400 * o ningunot 300 .250 ° 300 300
ningunot
11740120t 0 »

2450, ADNr 110 125101308 125 110 1100110 + 125 125

432-462 432-462 432-462 432-462 432462 432-462
HSP60 /EcoRV

(432-462) (432-462) (432-462)  (314+418-118) (432-462+314+148-118) (432-462+314+148-118)

. 486 486 486 486 486

Histona HI/Aatll  3c,.159)  (ag6+364+122) 486 (486) (364+122) (486+364+122) (486+364+122)
GPI/Hhal 1,264 1,264 1,264 1,264 1,264 1,264

(817+447)  (490+447+253)  (490+447+253)  (817+447) (817+490+447+253) (817+490+447+253)

Tabla 3. Genotipificacién segin los tamafios de productos de amplificacién por PCR (pb), adaptado de
Lewis y colaboradores (Lewis y col., 2009). * Segtn Yeo y col. 2005. 1+ Segtin Brisse y col. 2001. ¥ Segtin
Kawashita y colaboradores (Kawashita y col., 2001). | Para la cepa, Saimiri3, segtin Brisse y col. 2001. ¢
Para las cepas de origen norteamericano, segin Brisse y col. 2001. ** Patrén de bandas dobles observado

para la mayoria de las muestras.

Sin embargo, el o los eventos de hibridizacion que dieron lugar a las UTD Tc V y Tc VI
ocurrieron, en términos evolutivos, hace relativamente poco y en ambos casos habria/n
involucrado a las mismas UTD parentales (Tc II y Tc III) (de Freitas y col., 2006;
Westenberger y col., 2005). Como consecuencia de este proceso de hibridizacién, ambas
UTD Tc V y Tc VI, incorporanron de manera casi exclusiva secuencias del espaciador
intergénico del mini-exén proveniente de la UTD parental Tc II, haciendo imposible la
discriminacion entre estas tres UTD con este marcador molecular. Puntualmente, la
discriminacién entre Tc II y Tc VI ha sido particularmente problematica y no se han
podido encontrar marcadores moleculares individuales lo suficientemente sensibles

que permitan su tipificacion a partir de muestras bioldgicas.

El polimorfismo del fragmento A-10 fue originalmente descripto por Brisse y
colaboradores (Brisse y col, 2000) en un trabajo donde identifican fragmentos
amplificados diferencialmente en las distintas UTD por la técnica de RAPD, que utiliza
pequefios oligonucle6tidos con secuencias al azar. El fragmento A-10 se secuenci6 ya
que era amplificado en todas las cepas menos en las Tc II. Dada la inexistencia en aquel
momento de un marcador molecular para diferenciar a las UTD Tc II y TC VI, se
propusieron los oligonucleétidos P3 y P6, complementarios al fragmento A-10, que
generaban un amplicén de 625 pb en las cepas Tc VI, pero no en las Tc II. El fragmento

A-10 es una secuencia repetitiva de bajo nimero de copias, polimorfica, no codificante.
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2. Transmision

2.1. Transmision vectorial

La principal via de transmision es la vectorial. Esta se produce cuando
parasitos presentes en las heces del insecto penetran por la herida que causa la
picadura, por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos, boca o nariz. Los insectos
capaces de infectarse y por lo tanto capaces de transmitir la enfermedad son de la
subfamilia Triatominae, compuesta por mas 130 especies, casi todas confinadas en
las Américas. La mayoria de las especies americanas pertenecientes a esta subfamilia
han sido reportadas infectadas por Trypanosoma cruzi. Su habitat natural incluye
palmeras, huecos en los arboles, grietas en las piedras, pequenas cuevas y otros
refugios de animales donde puede encontrar alimento. Los reservorios naturales del
parasito son los mamiferos de pequenio y mediano porte. Han sido reportados mas de
100 especies de mamiferos infectados por T. cruzi. Este ciclo de transmisiéon enzootico
entre vectores y reservorios silvestres se viene dando hace millones de afnos y es
conocido como el ciclo silvestre de la enfermedad. Sin embargo, con la llegada del
hombre a América hace aproximadamente 15.000 anos, algunas especies de
triatominos, como T. infestans, han logrado adaptarse a colonizar y prosperar en los
domicilios y peridomicilios humanos donde transmiten el parasito a los hombres y
animales domeésticos como los perros, gatos y cuises. Este ciclo de transmision es
conocido como el ciclo doméstico. Ambos ciclos no ocurren necesariamente aislados
uno de otro, sino que segun las caracteristicas eco-epidemiologicas de cada lugar se
pueden superponer con distinta frecuencia. Esta superposicion de ambos ciclos
ocurre cuando el hombre incursiona en lugares donde la transmision es
fundamentalmente enzoo6notica, como por la invasion ocasional de vectores silvestres

a los domicilios.

Con el fin de disminuir la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas al
hombre, se han realizado numerosos planes de desinfestacion domiciliaria aplicando
insecticidas. Durante la fase de vigilancia después de la desinfestacion, se ha
observado que otras especies de triatominos silvestres o peridomésticos han surgido
como supuestos vectores secundarios de T. cruzi (Schofield y col., 1999). En el Gran
Chaco, Triatoma sordida, Triatoma guasayana y Triatoma garciabesi han sido
considerados como candidatos para la domesticacion (Wisnivesky-Colli y col., 1993;

Diotaiuti y col., 1995; Noireau y col., 1995; Noireau y col., 1999; Castanera y col.,
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1998). De hecho, en Argentina, 7. cruzi ha sido aislado en ejemplares peridomésticos

de T. guasayana (Lauricella y col., 2005).

Los programas de control y seguimiento peridodicamente controlan la prevalencia de
infeccion por T. cruzi en triatominos a través de la observacion por microscopia 6ptica
(MO) de las heces diluidas en busca de tripanosomas. Sin embargo, la MO presenta
escasa sensibilidad y puede carecer de especificidad debido a infecciones con otros
tripanosomatidos, como Trypanosoma rangeli y Blastocrithidia triatomae (Cerisola y
col., 1971; Chiurillo y col., 2003). Un método mas sensible y especifico para evaluar la
infeccion por T. cruzi en triatominos es la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR),
que se ha sido aplicada directamente a las preparaciones de ADN de muestras fecales

(Breniere y col., 1995; Russomando y col., 1996).

Los programas de desinfestacion domiciliaria han logrado interrumpir la transmision
vectorial en Brasil, Chile y Uruguay, mientras que en Argentina y Bolivia ha
disminuido notablemente (Dias y col., 2002). Esto le ha dado una mayor importancia
relativa a otras formas de transmision como la connatal, transfusional y por

trasplante de 6rganos.

2.2. Transmision connatal

Con una incidencia variable segiin la regién geogréfica, entre el 0,1 y el 8%, la
transmisiéon connatal, también conocida como vertical o congénita, ha sido
tradicionalmente la tercera via en importancia de la infeccion por T. cruzi (Lorca y col.,
1995; Schenone y col., 1985; Zaidenberg y Segovia, 1993) (Blanco y col., 1999; Freilij y
Altcheh, 1995; Gurtler y col., 2003; Mendoza Ticona y col., 2005; Mora y col., 2005;
Russomando y col., 1998; Torrico y col., 2004). Sin embargo, con la aplicacién de planes
de desinsectacion que han reducido la transmisién vectorial y con los controles en
bancos de sangre que disminuyeron los riesgos transfusionales, la transmisién connatal
se ha vuelto un mecanismo relativamente mdas importante para la persistencia de la
infeccion. Datos del afio 2007 indican una incidencia anual de 15 mil casos por
transmisiéon connatal en el continente (OMS, 2007) lo cual representa un 25% de
incidencia total de la infeccion. En particular, en la Argentina se calcula que es 10 veces
superior a la incidencia de la transmisién vectorial (Gurtler y col., 2003). Ademés,

sumado al fenémeno de migracion de las poblaciones hacia zonas no endémicas, esta
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via toma particular importancia como mecanismo de urbanizaciéon de la infeccién.
Epidemiolégicamente, la via vertical de infeccion se define si: i) la madre esta infectada;
ii) el individuo nacié y vivio fuera de area endémica (sin viajes a ella) y iii) no recibi6

transfusiones.

2.3. Transmision oral

Otra fuente de transmisién, epidemiolégicamente mas importante en los
reservorios que en el hombre, es por la ingestiéon de vectores o huéspedes infectados.
Esta forma de transmision juega un rol importante en el mantenimiento del ciclo
silvestre (Zeledon, 1974). En la literatura se han reportado varios brotes de Chagas
agudo que han sido atribuidos a la transmision oral, principalmente en Brasil, debido al
consumo de bebidas o alimentos contaminados con heces de triatominos infectados
(Alarcon de Noya y col., 2010; Benchimol Barbosa, 2006; Maguire y col., 1986; Nery-
Guimaraes F, 1968; Pinto y col., 2004; Shikanai-Yasuda y col., 1991)

2.4 Transmision transfusional

En las ultimas décadas, las dificultades econdmicas en América Latina han
estimulado la migracién desde zonas rurales hacia zonas urbanas, concentrando en
éstas mas del 60% de la poblacién. Dicho fendmeno reduce la exposiciéon al vector
infectado pero aumenta la probabilidad de transmision por transfusiéon, la cual
presenta una incidencia calculada en un 5 a 20% (Schmunis, 1999). Ademas, la infeccién
transfusional se ha convertido en un serio problema en los paises desarrollados no
endémicos debido a la migraciéon de pobladores infectados provenientes de regiones
endémicas (OMS, 2002). En todos los casos, la poblaciéon de riesgo estd constituida
principalmente por los individuos poli-transfundidos (pacientes hemofilicos vy

sometidos a didlisis).

2.5. Trasplante de 6rganos

La transmisién por trasplante de érganos provenientes de personas infectadas

con T. cruzi también ha sido reportada (Barcan y col., 2005; Riarte y col., 1999). Estos
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casos, al igual que los trasplantes a personas ya infectadas por T. cruzi, presentan una
problematica particular debido a la inmunosupresion post-trasplante del receptor y
deben ser monitorizados. En los casos en que se detectan parasitos en sangre por el
método de Strout, chagomas en la piel o nidos de amastigotes en muestras de biopsias,

es recomendable que el paciente sea medicado con drogas anti-parasitarias (Diez y col.,

2007).

3. La enfermedad de Chagas

3.1. Etapas de la infeccion

La enfermedad presenta tres periodos bien definidos: fase aguda, fase crénica
indeterminada o latente y fase crénica determinada. El periodo de incubacién en la fase
aguda es de 4 a 10 dias y de menor duracién cuando la via de adquisicién es

transfusional.

Periodo agudo: Generalmente es asintomético, y mas frecuente en personas jévenes. Se
evidencia una alta parasitemia, con sintomas y signos transitorios. Este periodo se
extiende por dos a cuatro meses. Alrededor del 1 a 2% de los casos de enfermedad de
Chagas se detectan en esta etapa. Los pacientes agudos sintomaticos presentan: fiebre,
signos de puerta de entrada (ver siguiente parrafo), edema, adenopatias satélites,
hepatomegalia y esplenomegalia. La fiebre es frecuente, irregular, pero puede ser
continua y alta. Se acompafia de anorexia, astenia, mialgias, cefalea y ocasionalmente
artralgias. El cuadro febril suele persistir por un periodo de dos a cuatro semanas. Los
signos de puerta de entrada o chagomas de inoculacion, son lesiones cutaneas, mas
frecuentes en la cara y extremidades por ser los sitios mas expuestos a las vinchucas.
Muy tipico es el de la region ocular llamado signo de Romafia-Mazza. Los chagomas
pueden presentarse en cualquier parte de la piel, con aspecto furtinculoideo y de color
rosado violdceo e indurados; tienen una duracién variable, la que puede extenderse
hasta 15 dias. En este periodo, el compromiso cardiaco se presenta como una

miocarditis: el paciente presenta taquicardia e hipotension, a veces existe ritmo de
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galope. Algunos casos pueden llegar a la insuficiencia cardiaca congestiva. Se presenta
hepatomegalia en 40% de los casos y compromiso meningo-encefalico, mas frecuente
en nifios menores, representando un indice de gravedad. Es de curso habitualmente

benigno en inmunocompetentes. La tasa de letalidad es de 2 a 7%.

Periodo crénico indeterminado: Representa entre 50 y 70% de todos los pacientes
chagasicos. Se caracteriza por la ausencia de sintomas cardiacos, digestivos, etc. Los
pacientes tienen baja parasitemia y serologia positiva (titulos de IgG bajos), pero otros
exdmenes de laboratorio son normales, tales como: electrocardiograma y radiografias.
Esta forma persiste, por lo menos en 30% de los chagasicos, durante toda su vida. El

resto puede evolucionar a una forma crénica determinada, en un lapso de 10 a 30 afios.

Periodo crénico determinado: Las formas crénicas determinadas son principalmente la
cardiopatia, colopatia y esofagopatia. El compromiso de otros érganos es infrecuente,
tales como estémago, duodeno, vejiga, uréteres, etc. Estas formas de presentacion
pueden ocurrir separadamente o coexistir en un mismo paciente. En esta etapa existe
una parasitemia baja, con titulos elevados de anticuerpos (si el paciente es
inmunocompetente). Se estima que ~30% de las personas infectadas tendrian
manifestaciones de la etapa crénica, lo que podria aumentar al emplear métodos

diagnosticos mas sensibles.

3.2. La enfermedad connatal

No existen marcadores especificos de la enfermedad connatal. Generalmente la
deteccion de la infeccion se realiza en la adultez, en el transcurso de la fase
indeterminada, o maés adelante, al aparecer las manifestaciones de la enfermedad
(Bittencourt y col., 1988; Freilij y Altcheh, 1995). La infeccién connatal puede ser
causante del bajo peso al nacer, hepatomegalia, esplenomegalia, sintomas respiratorios
agudos, anemia, manifestaciones digestivas y compromiso del sistema nervioso central.
Estas y otras manifestaciones, con frecuencias diferentes segtin el drea geografica, han
sido ampliamente descriptas (Atias y col., 1962; Atias y col., 1985; Freilij y Altcheh,

1995). En los casos particulares de nacimientos con doble infecciéon (T. cruzi-VIH),
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ademds de altas parasitemias, pueden hallarse signos de miocarditis y/o

meningoencefalitis con mayor frecuencia (Freilij y Altcheh, 1995).

3.3. La enfermedad en pacientes inmunosuprimidos

Desde la década del “80 el niumero de pacientes inmunosuprimidos ha crecido
considerablemente. El incremento del namero y tipo de trasplantes de 6rganos, las
nuevas combinaciones de drogas inmunosupresoras utilizadas para controlar el
rechazo de injerto, el ntmero de pacientes con neoplasias y enfermedades
autoinmunes, asi como el advenimiento del SIDA, han generado un nuevo grupo de
pacientes con inmunosupresion cronica altamente susceptible a las infecciones
oportunistas, tanto primarias como reactivaciones, normalmente evitadas por la accion
de un sistema inmune competente. De esta manera T. cruzi, asi como otros protozoarios
y hongos, ha entrado en la lista de patégenos oportunistas, principalmente, entre
pacientes con inmunosupresion celular. El aumento de la proliferacion parasitaria
puede verse reflejado en un incremento de la parasitemia y/o en la aparicién de nuevas
manifestaciones clinicas o el agravamiento de las preexistentes. Entre ellas suelen
aparecer manifestaciones de miocarditis u otras de baja frecuencia en pacientes
croénicos, como las lesiones en el sistema nervioso central, meningoencefalitis y los
chagomas epiteliales que definen, en muchos casos, eventos de reactivacion clinica

Chagasica (Corti, 2000; Neto y col., 1968; Pizzi y col., 1982; Rivero y col., 1974).

3.4. Manifestaciones Clinicas

Cardiopatia chagasica crénica (CCC): Se presenta en 10 a 30% de estos pacientes. Se
caracteriza por su gravedad y representa la principal causa de muerte de estos
enfermos. Los sintomas mas frecuentes son palpitaciones y disnea de esfuerzo. La
cardiopatia evoluciona a la insuficiencia cardiaca. Las arritmias son frecuentes y
variadas, todos signos de mal prondstico. En un comienzo, la CCC puede ser
asintomadtica, pero con evidentes alteraciones electrocardiograficas. Los pacientes
refieren palpitaciones, disnea, lipotimia y, raramente, se encuentran soplos cardiacos.

La enfermedad lleva a la insuficiencia cardiaca, que junto con las arritmias, son la causa
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de muerte de estos pacientes. La incidencia de la progresion de la cardiopatia chagasica
es de ~24,8% y la de las complicaciones es de 3,5% en pacientes tratados y 16,9% en los

no tratados.

Esofagopatia chagasica: Conocida como megaeséfago, aperistalsis o acalasia del
esofago. Se diagnostica, frecuentemente, antes de los 40 afios de edad. El es6fago se
presenta dilatado en diferentes grados y mas tardiamente elongado
(dolicomegaesdfago). Tiende a la hipertrofia de las capas musculares y en la mucosa se
producen paraqueratosis. MicroscOpicamente existe destruccion de las neuronas
parasimpdticas con areas de inflamacion cronica, lo que ocasiona la pérdida progresiva
de la coordinacién motora y de la capacidad contractil en la manometria esofagica.
Luego aparece disfagia, dolor y regurgitaciéon. Es posible que se asocie con megacolon o
cardiopatia. Las manifestaciones clinicas, radiologia y manometria esofagica permiten
efectuar el diagnostico. Es conveniente realizar endoscopia digestiva alta para descartar

la presencia de cancer.

Colopatia chagasica: La colopatia se presenta entre los 40 y 50 afios de edad. Se
produce una disfuncién motora de los segmentos del colon, por denervacién
parasimpatica intramural. La alteracién toma, preferentemente, el sigmoides y el recto,
originando una dilatacién de esa zona. La expresion clinica béasica del megacolon es la
constipaciéon progresiva con dificultad para la evacuacion. El enfermo suele utilizar
laxantes, y enemas y consultar tardiamente. En estos cuadros clinicos se producen
periodos de distensiéon abdominal y, secundariamente, abdomen prominente. Se puede
palpar un fecaloma en la fosa iliaca izquierda o directamente al realizar un tacto rectal.
Las complicaciones del megacolon chagasico son el volvulo y la obstruccion intestinal

por fecaloma.

4. Diagnostico de la infeccion

En la fase aguda, la infeccion se diagnostica por un examen fisico con hallazgos
referentes a los sindromes de entrada, edema, fiebre, hepatoesplenomegalia,

adenopatias, taquicardia, arritmias y signos de insuficiencia cardiaca. En esta etapa los
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métodos parasitologicos presentan gran sensibilidad (ver mas adelante). De igual
forma, estos métodos son los utilizados para el diagnéstico de la infecciéon connatal en
recién nacidos y en menores de 6 meses, también caracterizados por las altas
parasitemias. La falta de maduracion del sistema inmune y la presencia de anticuerpos
maternos impide, en estos ultimos, la utilizaciéon de la serologia para el diagnéstico de

la infeccién.

En la fase cronica indeterminada, por el contrario, la serologia reactiva contra T. cruzi es
considerada la técnica de referencia para el diagnéstico. Las técnicas parasitologicas
presentan menor sensibilidad por la reducida parasitemia caracteristica de esta fase de
la infecciéon. En todos los casos, el diagndstico se completa con los antecedentes
epidemioldgicos y clinicos, como procedencia actual y pasada del paciente, el tipo de
vivienda donde habita, los viajes que pudiera haber realizado a zonas endémicas y los

antecedentes de transfusiones sanguineas y de madre infectada.

En la practica, el diagnoéstico de la fase aguda de la infecciéon o la reactivacion en
pacientes inmunosuprimidos se basa en el diagnéstico parasitolégico, mientras que el
diagnostico de la fase crénica de la infeccion y examenes para la seleccién de donadores

de sangre depende esencialmente en resultados serol6gicos.

4.1. Diagnéstico Parasitolégico

4.1.1. Técnicas Directas

La mejor y més simple forma para hacer el diagnéstico de la fase aguda de la
enfermedad se realiza a través de la examinacién microscépica de una gota de sangre
fresca anticoagulada (5mL) permitiendo la observacion del rdpido movimiento del
tripomatigote de T. cruzi. Es necesaria la examinaciéon de por lo menos 100 campos

microscopicos para llegar a la conclusion de la ausencia de los parésitos.

Si repetidas examinaciones de sangre fresca fallan para revelar la evidencia de
infeccion, se pueden utilizar otros métodos directos para concentrar a los parasitos,
principalmente microhematocrito y método de Strout. El primero, se emplea en recién

nacidos, cuando se dispone de poca sangre; consiste en obtener uno o maés capilares
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heparinizados, con sangre, y someterlos a centrifugacion en la microcentrifuga
apropiada para microhematocrito (Freilij y Altcheh, 1995). En la interfase entre el
empaquetado de hematies y el plasma, se encuentra una capa de leucocitos, en la que
se observan los movimientos del flagelado, con el auxilio del microscopio con ocular de
10 x y objetiva de 40 aumentos. Alternativamente, se podra cortar con sierra el capilar
en la interfase y poner el contenido como si fuese examen en fresco. El otro método de
concentraciéon, llamado técnica de Strout, y utilizado también para otros
hemoflagelados (Strout, 1962), consiste en la colecta de sangre (minimo 3,0 mL) sin
anticoagulante, dejando el tubo a 37°C durante dos horas, para la debida formacién y
retraccion del codgulo. Si existen parasitos, migrardn para fuera del coagulo. El suero
exudado se transfiere a otro tubo, el que se centrifuga suavemente (5 min a 50 g,
aproximadamente 400 rpm), de lo cual queda un sobrenadante mas claro, que se
transfiere a un segundo tubo y se somete a centrifugacién, ahora intensa (10 min a 400
g, aprox. 2.000 rpm). El sobrenadante, constituido por suero limpido, se desprecia y se
hace una preparacioén a fresco, como ya se explico, resuspendiendo la altima gota del

sedimento.
4.1.2. Técnicas Indirectas

Los métodos indirectos permiten la multiplicacion de los parasitos de la muestra.

Xenodiagnéstico: este método se basa en la amplificacién del parasito dentro del vector
alimentado con sangre del paciente. Se utilizan ninfas de triatominos no infectados y la
observacion al microscopio del contenido intestinal se realiza entre 30 y 45 dias después
de la ingestién. La sensibilidad del método durante la fase crénica puede llegar al 60%

(Portela-Lindoso, 2004).

Hemocultivo: consiste en cultivar muestras de sangre del paciente. Los cultivos son
analizados al microscopio a los 20, 30 y 45 dias buscando formas epimastigotes (Chiari,
1999). En la fase aguda, su sensibilidad puede alcanzar el 100%. Durante la fase crénica,
presenta niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagndstico, pero permite aislar mas

facilmente cepas del parasito.
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Inoculacién en animales sensibles: se utiliza principalmente ratones o cobayos. Se los
inocula con sangre del paciente tratada con anticoagulantes o con la porcién de la “capa

blanca”. El periodo de observacion de la sangre del animal es a partir de 3-4 semanas.

Por muchas razones, los métodos indirectos parasitologicos se han vuelto menos
populares. Estos son menos sensibles que los otros métodos (método directo en la fase
aguda y seroldgico en la infeccion). El material necesario para realizar estos examenes
no estd disponible comercialmente. Estas examinaciones requieren mucho tiempo y
necesitan personal altamente especializado. Los resultados estan disponible en 1-6
meses después de realizado el examen. Sin embargo el método indirecto parasitolégico
se usa para continuar el diagnéstico en casos raros de dudarse en resultados serolégicos

y para evaluar nuevos medicamentos.

4.2. Diagnéstico Inmunolégico

Asi como se indica la busqueda del parasito durante la fase aguda, se
recomienda la serologia para el diagnostico durante la fase crénica, que envuelve la
mayoria de las situaciones del dia a dia. Siendo el Trypanosoma cruzi un protozoario
extremamente antigénico, se espera que pocos meses después de la infeccion exista una
respuesta inmune humoral eficaz para controlar el aumento de la parasitemia, lo que se
consigue en general por medio de anticuerpos llamados liticos, con auxilio de las
enzimas del complemento sérico. Estos y otros anticuerpos sintetizados contra
diferentes componentes del parasito, sirven de forma indirecta para el diagnéstico. Asi,
hay anticuerpos contra diferentes antigenos del Trypanosoma cruzi, de superficie,
somaticos, de excrecién, y que pertenecen a diferentes clases (IgG, IgA, IgM) y
subclases (Rottenberg y col.,, 1991). Los mas frecuentes y en mayor concentracion,
pertenecen a la clase IgG, subclases IgGl e IgG3. Los métodos de deteccion
convencionales son la IFI (Camargo, 1966), la hemoaglutinacion indirecta (HAI)
(Knierim y col., 1973), y el test inmunoenzimatico de ELISA (Voller y col., 1975). Todos
ellos emplean antigenos no purificados del parésito, existen en diversidad de marcas en
el mercado de América Latina, hay suficiente experiencia en todos estos paises con su

empleo, asi como evaluaciones de calidad de la mayoria y se conocen como tests o
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técnicas convencionales para el diagndstico serolégico de la infeccién por Trypanosoma
cruzi. Su desempefio es aceptable en la mayoria de los casos, pues es posible
diagnosticar més del 95% de los infectados (Gomes y col., 2009). Debido a que la
especificidad no es del 100%, existen reacciones cruzadas, en particular con algunos
casos de Kala-Azar (leishmaniasis visceral) en aquellas regiones en donde ambas
infecciones se superponen (Malchiodi y col.,, 1994). En la tentativa de mejorar la
especificidad de las técnicas convencionales, se estudiaron y publicaron resultados de
diferentes antigenos purificados (Mendes y col., 1997; Schechter y col., 1986), seguidos
de antigenos recombinantes (Moncayo y Luquetti, 1990), y de peptideos sintéticos
(Hernandez y col., 2010; Umezawa y col., 2003) que en general pueden mejorar el
desempefio en cuanto a la especificidad, perdiendo a veces en la sensibilidad. Estas
técnicas llamadas no-convencionales, pueden ser pruebas rapidas, con resultados
similares a las convencionales, algunas de gran simplicidad (Rabello y col., 1999). Otras
mas complejas no se encuentran comercializadas, por lo que su empleo es mas

restringido a servicios universitarios y de investigacion.

Las pruebas seroldgicas convencionales permiten hacer el diagnoéstico en diferentes
circunstancias, como el diagnoéstico de caso clinico, la exclusion del donante de sangre o
de 6rganos, la confirmacién de la madre infectada y el seguimiento en su nifio a los 6 u
8 meses de edad. En el diagnostico de casos es necesario emplear técnicas de buena
especificidad para evitar los falsos positivos, como la HAI combinada con otro test
convencional. En cambio, en la exclusién de donantes de sangre, se exigen pruebas de
elevada sensibilidad, como el ELISA, en detrimento de la especificidad; con esa medida
se obtiene un hemoderivado seguro en relaciéon con la posibilidad de transmisién del
parasito, pero no todos los excluidos son necesariamente infectados, por lo que un

servicio especializado debe confirmarlos.

4.3. Diagnéstico Molecular

El diagnostico parasitologico de la enfermedad de Chagas utilizando la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido objeto de continuo estudio y

desarrollo hace ya 20 afios. Mediante esta técnica se amplifica y detecta ADN del
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parasito presente en la muestra. La eleccion de la secuencia a amplificar es fundamental
para poder desarrollar un ensayo con alta especificidad y sensibilidad. La secuencia
especifica de T. cruzi con el mayor nimero de repeticiones en el genoma nuclear es la
secuencia satélite, una secuencia conservada, organizada en serie, con unas 10 mil
copias por genoma. Por otro lado, el ADN del cinetoplasto (ADNK) esta compuesto por
redes de maxicirculos y minicirculos concatenados. Con un ntmero variable de
minicirculos por célula, entre 5000 y 10000 segin el aislamiento. Ambas secuencias
repetitivas son utilizadas como blanco de amplificacién para el diagnéstico por PCR de
la infeccién por T. cruzi (Avila y col., 1991; Britto y col., 1995; Sturm y col., 1989; Vago y
col., 1996).

La prueba de PCR ha funcionado con éxito durante la fase aguda de la infecciéon (Antas
y col, 1999) y para diagnosticar casos de infeccién connatal. Estudios en &reas
endémicas de Bolivia mostraron una sensibilidad del 93,6% entre nifios infectados
(Wincker y col., 1997). En Paraguay, diagnosticaron un 10% de transmisién connatal
contra un 3% detectado por microscopia (Russomando y col., 1998). Nuestro grupo
realiz6 el primer estudio prospectivo de la PCR en una cohorte de pacientes pediatricos
con enfermedad de Chagas connatal en una zona no endémica en la Argentina, sin
riesgo de reinfecciones vectorial. El estudio se centr6 en la evaluacién de la terapia anti-
parasitaria en pacientes con infeccién connatal. El diagnéstico y seguimiento se realiz6

por medio de ensayos convencionales y PCR-ADNKk (Schijman y col., 2003).

En la fase indeterminada y crénica de la infeccién, la técnica ha funcionado con un
100% de especificidad. Sin embargo, la baja reproducibilidad y la falta de
estandarizacion han dificultado su practica con fines diagnésticos. En este sentido,
nuestro grupo encabezé un estudio que involucré a 26 laboratorios con el objetivo de
avanzar en la armonizaciéon de estrategias de PCR utilizadas para el diagéstico de T.
cruzi. En este estudio fueron evaluadas las estrategias aplicadas por distintos
laboratorios en base a los resultados obtenidos en muestras ciegas de ADN de T. cruzi
+ tampon, epimastigotes de T. cruzi + sangre con tampoén guanidina y un panel de
muestras de pacientes sero-positivos y sero-negativos del cono sur de América. Se

eligieron las 4 estrategias de mejor rendimiento (especificas y sensibles) y fueron
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evaluadas en nuestro laboratorio por distintos operadores. Como resultado de este
estudio se llegd a un consenso entre los expertos donde se dictaron recomendaciones y
un protocolo armonizado para el diagnéstico de T. cruzi por PCR convencional

(Schijamn y col. 2010 en prensa).

5. Antecedentes de técnicas moleculares desarrolladas en la

tesis

5.1. PCR Inter-Elementos Repetitivos

Mas de un 50% del genoma de T. cruzi estd compuesto por secuencias
repetitivas. Distintas familias de elementos repetitivos de T. cruzi han sido identificadas

y cuantificadas por varios métodos.

El ntimero de secuencias repetitivas que se encuentran dispersas por todo el genoma,
en gran medida depende de la técnica y de los criterios que se aplican para su
detecciéon. Cuando el ndmero de elementos se calcula utilizando informacién de
secuenciacion gendmica, principalmente secuencias completas se tienen en cuenta,
mientras que en experimentos de hibridizacion secuencias parciales también se cuentan
y el nimero estimado es generalmente mayor. Para SIRE, Vazquez y colaboradores
utilizando técnicas de hibridizacién informaron entre 1500-3000 copias por genoma
dependiendo de la cepa (Vazquez y col., 1999), mientras que El-Sayed y colaboradores
utilizando informacién de secuenciacién gendémica reportaron sélo 480 por genoma
haploide (El-Sayed y col., 2005); para L1Tc Martin y colaboradores utilizando técnicas
de hibridizacién informaron de al menos 2300 copias por genoma (Martin y col., 1995),
mientras que El-Sayed y colaboradores reportaron sélo 320 por genoma haploide (EI-
Sayed y col., 2005). Esto significaria que hay un gran namero de secuencias truncadas

de estos elementos.

En particular, los elementos repetitivos moéviles son segmentos de ADN que se
transponen a una frecuencia relativamente alta en los genomas de una amplia gama de

organismos y su distribuciéon también suele verse afectada por mecanismos de

- 27 -



Introduccién

recombinacién, por lo tanto podrian mostrar un nivel considerable de la variaciéon de
posicion entre cepas parasitarias (Hartl y col., 1997). Un sistema basado en la PCR que
detecta la variacion de posicion de elementos repetitivos podria ser utilizado como una
herramienta para la tipificacion de T. cruzi. De hecho, se han utilizado con éxito en
parasitos como Toxoplasma gondii (Terry y col., 2001) y Trypanosoma brucei (Hide and
Tilley, 2001).

5.2. PCR en Tiempo Real

PCR en tiempo real (del inglés real time PCR) es una variante de la PCR utilizada
para amplificar y simultdneamente cuantificar el producto de amplificacién. Para ello se
adiciona un fluoréforo que, en un termociclador que albergue sensores para medir
fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada, permita medir la
tasa de generacién de uno o mas productos especificos (Mackay, 2004). Dicha medicion,
se realiza luego de cada ciclo de amplificacién y es por esto que también se le denomina
PCR en tiempo real. La PCR cuantitativa es la metodologia mas moderna para la
cuantificacion de patégenos en muestras bioldgicas, debido a su alta sensibilidad y
especificidad. La variabilidad que se introduce en la cuantificacién y que conlleva a un
error en la estima deriva de la integridad del ADN, la eficiencia enzimatica y otros
muchos factores, por lo que se han desarrollado numerosos sistemas de
estandarizacion. Ademds de permitir una cuantificacién precisa, también cuenta con la
ventaja de no requerir una posterior corrida electroforética para el andlisis de los
resultados. Esto reduce el tiempo necesario para realizar la técnica y a su vez
disminuye la probabilidad de contaminacién cruzada con amplicones de corridas
anteriores. Las técnicas de PCR en tiempo real se distinguen segtn el empleo de
fluorocromos no especificos o bien de sondas moleculares dependientes de la secuencia.
En las técnicas basadas en fluorocromos inespecificos se detecta la generacion
exponencial de ADN de doble cadena empleando un fluorocromo que se une
inespecificamente a aquél. Un ejemplo de colorante que permite esta deteccion es el
SYBR Green, que excitado mediante luz azul (Amax = 488 nm) emite luz verde (Amax =
522 nm) (Zipper y col., 2004). Estas técnicas poseen la ventaja de requerir sélo un par de

oligonucleétidos para efectuar la amplificacién, lo que abarata su costo; sin embargo,
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sOlo es posible amplificar y cuantificar un solo producto en cada reaccioén. Las técnicas
basadas en sondas especificas utilizan al menos un oligonucleétido marcado
fluorescentemente. Por ejemplo, las sondas TagMan permiten medir la produccion de
productos de PCR mediante un sistema en el cual la sonda se encuentra marcada por
dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluoréforo en su extremo 5'y
una molécula en el 3' que bloquea la emisién de fluorescencia del fluoréforo en el
extremo 5° (denominada en inglés «quencher»); esta sonda marcada hibridiza
especificamente con el producto de PCR. De este modo, cuando se efecttia la reaccion
(con la sonda mas el par de oligonucleétidos especificos), la sonda hibridiza en el
amplicon, pero debido a la cercania del fluoréforo al quencher, no se emite
fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la sonda la hidroliza mediante su
actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion fisica del quencher del
fluorocromo y por tanto la emision de fluorescencia. Esta emision de fluorescencia esté
cuantitativamente asociada a la cantidad de amplicon producido (Heid y col., 1996).
Una gran ventaja sobre los colorantes inespecificos es que sondas marcadas con
fluoréforos que emiten a diferentes longitudes de onda se pueden combinar para

detectar varios productos en una misma reaccion.

En particular, para T. cruzi se han disefiado algunas estrategias de PCR en tiempo real
para su cuantificacion, tanto para modelo experimental murino (Cummings y Tarleton,
2003), como para pacientes con enfermedad de Chagas (Virreira y col., 2006) (Piron y
col., 2007). Sin embargo han elegido como control interno una secuencia de ADN del
huésped, pero el contenido de ADN presente sangre periférica humana puede ser
variable, especialmente en pacientes inmunosuprimidos. Otro factor, es que estrategias
anteriores no han implementado procedimientos para normalizar los valores en
funcién de la representatividad del blanco molecular de la PCR en la poblacion

parasitaria infectante.

5.3 Sistema Luminex

El sistema Luminex utiliza microesferas que contienen una mezcla precisa de

dos colorantes, a las cuales se acoplan los oligonucleétidos que se utilizan como sondas
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al incubarse con el producto de una reaccion de PCR. La variacion en la proporcion de
los dos colorantes utilizados permite contar con hasta 100 microesferas distintas. Cada
una de estas 100 microesferas puede ser potencialmente acoplada a una sonda distinta,
permitiendo asi detectar un gran ntimero de amplicones en un mismo ensayo. A su vez,
la reacciéon de PCR es realizada utilizando un oligonucleétido biotinilado para cada
amplicén, lo que permite luego permite marcar los productos con streptoavidina-
fluoresceina. De esta manera es posible distinguir las microesferas que contienen
productos de PCR hibridizados a las que no, ya que estas estardn marcadas con
fluoresceina. Para identificar las microesferas y poder detectar las que contienen
productos de PCR con fluoresceina se utilizan dos laser en un sistema muy similar a la

citometria de flujo (Dunbar, 2006) (Fig. 4).

5.6 Microns

a

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Fig. 4. Sistema Luminex. a) Hasta 100 microesferas con concentraciones distintas de dos colorantes
pueden ser acopladas a sondas de Aacidos nucleicos. b) Las sondas acopladas a las micro-esferas
hibridizan con los productos de PCR biotinilados que se unen a la estreptoavidina-fluoresceina. c) Las
microesferas y la fluoresceina son reconocidas por un sistema de dos laseres, similares al citémetro de

flujo.

6. Tratamiento Quimioterapéutico

Las drogas disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son el
Benznidazol y el Nifurtimox (OMS, 2002). El rol del parasito en la evolucién de la
enfermedad queda demostrado en el éxito del tratamiento que, administrado en las
etapas iniciales de la infeccion, evita el desarrollo de la misma. Dicho éxito terapéutico
esta intimamente relacionado con la etapa de la infeccién que esta cursando el paciente

al momento del inicio del tratamiento. Tanto individuos en fase aguda
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(independientemente de la via de infecciéon) como neonatos y nifios infectados
connatalmente tienen el mejor prondstico terapéutico. Por otro lado, individuos con
mayor evolucién de la infeccion, en fase asintomatica o crénica, carecen de un régimen
terapéutico establecido debido al limitado éxito de dichas drogas en este grupo de

pacientes.

6.1. El tratamiento en distintos escenarios clinicos

Casos Agudos: Siempre deben ser tratados tanto los pacientes con manifestacion
clinica: infeccién menor a 2 meses como los casos agudos biolégicos con deteccién facil
de parasitos al fresco, frotis y con serologia convencional. Se recomienda tratar estos
casos con Nifurtimox o Benznidazol. El Nifurtimox se administra 8-10 mg/kg/peso dia
por 60 - 90 dias en adultos. En nifios 10-15 mg/kg/dia por 60-90 dias. Esta dosis diaria
se debe repartir en tres tomas después de las comidas. El Benznidazol se administra

5mg/kg/dia por 60 dias en adultos y 5-10mg/kg/ dia por 60 dias en nifios.

Infeccion connatal: La OMS indica el tratamiento temprano con Benznidazol o
Nifurtimox, durante 60 dias (OMS, 2002). Esta terapéutica ha demostrado tener una
buena eficacia y tolerancia en Argentina, Chile y Paraguay (Freilij y Altcheh, 1995;
Russomando y col., 1998; Schenone y col., 2003; Solari y col., 2001; Sosa Estani y col.,
1998). El pronostico de cura alcanza al 100% de los infectados tratados antes del afio de

vida (Blanco y col., 2000; Freilij y Altcheh, 1995).

Infeccién accidental: Se deben tratar todos los casos con los mismos farmacos que las
infecciones agudas adquiridas a través del vector, durante 10 dias. En este grupo debe
considerarse la transfusion sanguinea por error desde un dador con enfermedad de

Chagas (Amato Neto, 1999).

Trasplante de 6rganos: Los pacientes que han recibido trasplante de érganos se les
realizan diagndsticos de reactivacion clinica por el método de Strout (visualizacion de
parasitos en sangre periférica), asi como el andlisis de muestras de tejido en busca de
nidos de amastigotes. En caso de detectarse reactivacion clinica, se inicia el tratamiento

con benznidazol (5 mg/kg/dia) por 60 dias (Diez y col., 2007).
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Reactivaciones de la enfermedad de Chagas cronica: En pacientes chagasicos crénicos
con VIH-SIDA, o a quienes se les administra terapia inmunosupresora deben recibir
tratamiento a igual dosis que el grupo anterior. No hay consenso con respecto a la
duracion del tratamiento, pero ante la ausencia de una reconstitucién inmunoldgica,

probablemente sea necesario aplicar un tratamiento etiol6égico crénico (Vaidian y col.,

2004).

Etapa cronica: El tratamiento de adultos esta indicado tnicamente en la etapa aguda de
la infeccion. El tratamiento de pacientes crénicos estd recomendado (OPS, 1998),
aunque no establecido, en base a estudios que muestran un menor progreso de la
enfermedad en los pacientes tratados, atun en los casos donde no se alcanza la
erradicacion de la infeccién (Viotti y Vigliano, 2007; Viotti y col., 1994). El tratamiento
de mujeres embarazadas no estd recomendado por desconocerse los efectos

teratogénicos de las drogas en uso.

6.2. Efectos Colaterales

Son raros durante la fase aguda o en nifios, pero mas frecuentes (hasta del 30%)
en adultos. Los mas comunes son las dermopatias por hipersensibilidad, que aparecen
después de la primera semana y pueden ser de intensidad variable, desde leves, que no
contraindican la continuacién de su uso, hasta generalizadas, en donde la medicacién
debe interrumpirse. Otro efecto colateral con Benznidazol es la polineuropatia
periférica, que suele aparecer al final del tratamiento y en general indica la suspension
del farmaco. Los cuadros mas graves, de depresion de la médula 6sea, son

excepcionales (Tratamiento Etiol6gico de la Enfermedad de Chagas - (OPS, 1998)).

6.3. Nuevas Drogas: Inhibidores de la Biosintesis de Ergoesteroles (IBEs)

Durante las tltimas dos décadas, varias lineas de investigacién han demostrado
consistentemente que T. cruzi, asi como la mayoria de los hongos y levaduras, requiere
esteroles especificos para la viabilidad celular y la proliferacion en todas las etapas de
su ciclo de vida. En particular, la ruta de biosintesis de ergosterol ha sido validada

quimicamente in vitro, a distintos niveles (Urbina, 2002; Urbina y Docampo, 2003).
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Desafortunadamente, varios estudios han demostrado que los IBEs disponibles en el
mercado, con gran éxito para el tratamiento de micosis (como ketoconazol, itraconazol
o terbinafina), tienen efectos supresores pero no curativos contra las infecciones por T.
cruzi en humanos o en animales de experimentacién y no son capaces detener la
progresion de la enfermedad (Urbina, 2002; Urbina y Docampo, 2003). Sin embargo, en
los altimos 15 afios, nuevos derivados de triazoles, por ejemplo, D0870 (Zeneca
Pharmaceuticals) y posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough Research Institute, SPRI)
(Fig. 5), que son potentes y selectivos inhibidores de la esterol Cl4a-desmetilasa
(CYP51) dependiente del citocromo P-450 en hongos y protozoos, han demostrado
producir cura parasitolégica en modelos murinos de enfermedad de Chagas aguda y
crénica (Urbina, 2002; Urbina y Docampo, 2003; Urbina y col., 1996). Estos han sido los
primeros compuestos en demostrar efectos curativos en ambas formas de la
enfermedad. Posaconazol se registr6é en 2005 en la Union Europea y Australia para el
tratamiento y, en 2006, en los EE.UU. para la profilaxis de infecciones fungicas
invasivas y para la candidiasis resistente al tratamiento convencional. Esta previsto
que la evaluacién del posaconazol en humanos, como droga anti-T. cruzi, se lleve a

cabo dentro de los préximos 12 meses (Urbina, 2009).

Otros triazoles (Fig. 5), como TAK-187 (Takeda Chemical Company) (Corrales y col.,
2005) (Urbina y col., 2003b), UR-9825 (Uriach & Company) (Guedes y col., 2004; Urbina
y col., 2000) y ravuconazol (ER-30346, Eisai Co.; BMS 207.147; Bristol-Myers Squibb)
(Urbina y col., 2003a) también presentan actividad tripanocida in vitro e in vivo. En
particular, ravuconazol también ha demostrado ser muy activo contra T. cruzi in vitro,
pero su actividad in vivo en ratones fue limitada, muy probablemente debido a las
inadecuadas propiedades farmacocinéticas en este modelo animal (vida media terminal
de 4,5 h) (Urbina y col., 2003a). Del mismo modo, la actividad de ravuconazol en un
modelo canino de la enfermedad aguda de Chagas result6 ser de supresién, no
curativo, un resultado que se atribuy6 de nuevo a la vida media relativamente corta de
los compuestos en los perros (8,8 h) (MT Bahia y JA Urbina, observaciones no
publicadas). Sin embargo, estos resultados no necesariamente descartan la posible
utilidad de este compuesto en el tratamiento de las infecciones humanas por T. cruzi, ya

que su concentracion minima inhibitoria contra amastigotes intracelulares (1 nM) es
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1,000-5,000 veces inferiores a los niveles alcanzables en el plasma humanos tras
multiples dosis orales, y su de la vida media terminal en el hombre es =120 h (Mikamo
y col., 2002). Este compuesto es otro de los principales candidatos para ensayos clinicos
en relacion con los pacientes la enfermedad de Chagas y estd pronosticada su

evaluacioén para este afio.
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Fig. 5. Estructuras quimicas de los triazoles, inhibidores especificos de la esterol Cl4a-desmetilasa
(CYP51) de hongos y protozoos, con actividad curativa en modelos animales de enfermedad de Chagas

aguda y crénica.

Las principales ventajas de los IBEs respecto a las terapias actualmente disponibles son

los de mayor potencia y selectividad en tanto infecciones agudas como crénicas,
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actividad contra las cepas de T. cruzi resistente a benznidazol y nifurtimox, asi como
mejor tolerabilidad y perfiles de seguridad. Las limitaciones pueden incluir la
complejidad y el coste de fabricaciéon de los nuevos compuestos. Como con cualquier
nuevo farmaco, tales compuestos requieren numerosas pruebas clinicas antes de ser
introducidos para uso clinico, y la complejidad de tales estudios, sobre todo en
pacientes crénicos, se vera agravado por las limitaciones actuales en la verificaciéon de
la verdadera cura parasitolégica para T. cruzi infecciones. Actualmente la alternativa es
la utilizacién de la PCR para evaluar positividad en los pacientes antes y después del
tratamiento, como indicador de la eficacia etiologica. En este sentido, este afio se
proyecta comenzar protocolos de fase I en pacientes con las drogas posaconazol y
ravuconazol. El Posaconazol sera evaluado en el hospital Valle d-Hebron en Barcelona,
Espafia y el Ravuconazol por el Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) y
Meédicos Sin Fronteras en Cochabamba, Bolivia. Estas serdn las primeras drogas
racionalmente disefiadas en ser evaluadas en ensayos clinicos para el tratamiento de la

enfermedad de Chagas.

6.4. Criterio de cura

El dnico criterio de cura aceptado hasta el momento, es la negativizacién
persistente de la serologia, que antes del tratamiento se encontraba positiva. La
experiencia indica que para llegar a ella, debe esperarse un tiempo proporcional al
tiempo de infeccion. En los lactantes con transmisiéon connatal, se logra la
negativizacion hasta en dos afios. En la fase aguda, si se ha tratado durante los
primeros 30 dias del inicio de los sintomas, la serologia se negativiza en 3 a 5 afios. En
la fase cronica reciente se logran esos resultados en 5 a 10 afios y en aquellos tratados
durante la fase cronica tardia, en general entre 20 y 30 afios después (Rassi, 2003).
Existen diferencias individuales y comienzan a surgir evidencias de que también habria
diferencias regionales en cuanto al tiempo en que se obtienen estos cambios. Para que el
seguimiento sea mas eficaz, se recomienda que se guarden muestras de suero de cada
paciente antes del tratamiento, que serviran para efectos comparativos, para cotejar con

muestras obtenidas durante el seguimiento. Esto se puede lograr con facilidad
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conservando los sueros en 50% de glicerina, que permite la manutencién de los

anticuerpos con sus caracteristicas originales, sin pérdida de titulo (Rassi, 2004).

6.5. Criterios de falla terapéutica

Son parasitolégicos, dado que el hallazgo de parasitos después del tratamiento,
demuestra claramente que el paciente continta infectado y que el medicamento usado
ha sido ineficaz (Schijman y col., 2003). A largo plazo, puede sospecharse la ineficacia
por medio de la serologia, por ejemplo, un nifio tratado en la fase aguda o en la fase
crénica reciente, que después de 10 afios persiste con una concentracién de anticuerpos

similar a la del inicio (Luquetti, 1998).
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Objetivos

Objetivos Generales:

1. Desarrollar metodologias de tipificacion molecular que permitan estudiar la
variabilidad genética de las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi presentes en
vectores, reservorios animales y humanos infectados, procedentes de diferentes areas
endémicas de la Argentina.

2. Desarrollar metodologias para la cuantificacion precisa de T. cruzi directamente a
partir de muestras bioldgicas.

Objetivos Especificos.

1 -Buscar secuencias gendmicas de T. cruzi que sirvan como blanco para desarrollar
métodos de tipificacion molecular altamente sensibles y especificos, capaces de
caracterizar las poblaciones parasitarias naturales directamente de muestras biol6gicas
infectadas.

2 -Desarrollar procedimientos de amplificaciéon génica para tipificar con distinto grado
de resolucion las entidades parasitarias presentes en las muestras biol6gicas infectadas.

3- Desarrollar sistemas de cuantificacion de la carga parasitaria que sirvan como
herramientas para el analisis del riesgo de reactivacion chagasica en pacientes

inmunosuprimidos.

4- Desarrollar sistemas de cuantificacion de la carga parasitaria que permitan una
valoracion temprana de la eficacia o el fracaso de nuevas drogas para el tratamiento de
la enfermedad de Chagas.
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Materiales y métodos

1. Materiales
1.1 Soluciones, tampones y medios de cultivo

1.1.1 Soluciones generales

Acetato de Sodio 3M pH 5,2 (1L): 408,1g de Acetato de Sodio Trihidratado; 800ml de
H2O; llevar a pH 5,2 con Acido Acético Glacial. Completar con H2O hasta volumen.
Esterilizar por autoclave.

Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 (100ml): 29g acrilamida; 1g bisacrilamida; H20 MQ
hasta volumen. Filtrar. Conservar a 4°C en botella oscura.

BrEt: 10mg/ml de Bromuro de Etidio en H20. Conservar a T® amb en botella oscura.
Cloroformo-Isoamilico 24:1 (100ml): Cloroformo 96ml; Alcohol Isoamilico 4ml.

EDTA 0,5 M pH 8 (250ml): 46,5¢ EDTA; 175ml H>0; agitar con calor; llevar a pH 8,0 con
NaOH 10N. Esterilizar en autoclave.

Fenol-Cloroformo 1:1 (100ml): Fenol 50ml; Cloroformo 50ml (saturado con tampén Tris
0,1M pH 8,0).

Fisiologica (100ml): NaCl 9gr; completar con Hz0. Esterilizar en autoclave.

Glicégeno: 20mg/ml en H>0.

Hidréxido de Sodio 0,4M (1L): 16gr NaOH. Llevar a 1L con H20.

IPTG 100 mM: 2,4mg de IPTG en 10ml de H-0.

X-Gal 2%: 0,2g de X-Gal en DMF. Conservar a -20°C en oscuridad.

1.1.2 Solucidn para preparar bacterias competentes

Inoue: MOPS 10mM; KCl 250mM; CaClz 15mM; MnCl, 55mM; pH 6,7.

1.1.3 Soluciones para la minipreparacién de ADN plasmidico

Solucion I: Tris-HCl 25mM; Glucosa 50mM; EDTA 10mM; pH 8,0. Esterilizar en

autoclave.
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Solucion II: NaOH 0,2N; SDS 1% (p/v).
Solucién III (100ml): Acetato de Potasio (5M) 60ml; Acido Acético Glacial 11,5ml; H20
28,5ml.

1.1.4 Soluciones de hibridizacion de membranas con ADN

Solucién pre-hibridizacion: 4% leche descremada Molico; NaCl 1M; Citrato de Sodio
0,1M; SDS 0,1%.

Solucidn hibridizacién: soluciéon de pre-hibridaciéon (el minimo volumen que bafie la
membrana); sonda marcada radiactivamente.

1era solucion de lavado: NaCl 0,3M; Citrato de Sodio 0,03M; SDS 0,2%.

2da golucidn de lavado: Citrato de Sodio 0,1M; SDS 0,1%.

1.1.5 Soluciones sistema Luminex

1.5x TMAC: 4,5M cloruro de tetrametilamonio, 75mM Tris-HCI, pH 8.0, 6mM EDTA,
pH 8.0, 0.15% Sarkosyl (N-Lauroylsarcosine sal de sodio); guardar a temperatura
ambiente.

Ix TMAC: 3M cloruro de tetrametilamonio, 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 4mM EDTA, pH
8.0, 0.1% Sarkosyl (N-Lauroylsarcosine sal de sodio); guardar a temperature ambiente.
MES 0,1M: 1,95gr de acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico en 100mL de dH-0, pH 4,5.
Tween-20 0,02%: 2,45gr de Monolaurato de polioxietilen sorbitan en 100 mL de dH-0.
SDS 0,1%: 2,88gr de dodecilsulfato sédico en 100mL de dH-0.

1.1.6 Tampones generales

GE: Cloruro de Guanidina 6M; EDTA 0,2M, pH 8.0.

Siembra de ADN 6X: Glicerina 60%; Azul de Bromofenol 0,25 %; Xilencianol 0,25%.
TAE (1L): Tris Base 4,84¢g; Acido Acético Glacial 1,034ml; EDTA (0,5M; pH 8,0) 2ml.
TBE (1L): Tris Base 10,8g; Acido Bérico 3,1g; de EDTA (0,5M; pH 8,0) 4ml.

TE: Tris-HCI 10mM; EDTA (pH 8,0) ImM.

Tris-HCl 1M pH 8,0 (1L): Tris Base 121g; H20 700ml; llevar a pH 8,0 con HCl 5N.

Completar con H20.
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1.1.7 Medios de cultivo de E. coli

LB (Luria-Bertani) (1L): Triptona 10g (Difco, Detroit, MI, USA); Extracto de Levadura
5g (Difco, Detroit, MI, USA); NaCl 10g. Esterilizar en autoclave.

LB-Ampicilina: LB + 100pg/ml de Ampicilina. Agregar el antibiético posteriormente a
la esterilizacion (55°C aprox).

LB-Kanamicina: LB + 50pg/ml de Kanamicina. Agregar el antibidtico posteriormente a
la esterilizacion (55°C aprox).

LB-Agar: LB +1,5% Agar (Difco, Detroit, MI, USA). Esterilizar en autoclave.

SOB (1L): Triptona 20g; Extracto de levadura 5g; NaCl (5M) 2ml; KCI (100mM) 25ml.
Autoclavar y agregar 10ml de MgClz (1IM) y 10ml de MgSO4 (1IM).

LB-Puromicina: para el NCI

1.1.8 Medios de cultivo de T. cruzi

LIT (Liver Infusion Tryptose): 5g de liver infusion, 5g de triptosa, 68ml de NaCl 1M,
5.3ml de KCI 1M, 22ml de HPO4Na2 1M y 10ml de glucosa 20%. Se autoclavé y se
agreg6 1ml de Hemina, se filtr6 y se agregd Estreptomicina/Penicilina 100x y 10% de

suero fetal bovino, llevar a volumen de 1L con dH»0.

1.2 Reactivos

1.2.1 Marcadores de peso molecular de ADN

10 bp DNA ladder (Invitrogen™): pesos moleculares (pb): 10- 20- 30- 40- 50- 60- 70- 80-
90- 100- 110- 120- 130- 140- 150- 160- 170- 180- 190- 200- 210- 220- 230- 240- 250- 260-
270- 280- 290- 300- 310- 320- 330.

25 bp DNA ladder (Invitrogen™): pesos moleculares (pb): 25- 50- 75- 100- 125- 150-
175- 200- 225- 250- 275- 300- 325- 350- 375- 400- 425- 450- 500.

100 bp DNA ladder (Invitrogen™): pesos moleculares (pb): 100- 200- 300- 400- 500-
600- 700- 800- 900- 1.000- 1.100- 1.200- 1.300- 1.400- 1.500- 2.072.
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1 kb plus DNA ladder (Invitrogen™): Pesos moleculares (pb): 100- 200- 300- 400- 500-
650- 850- 1.000- 1.650- 2.000- 3.000- 4.000- 5.000- 6.000- 7.000- 8.000- 9.000- 10.000-
11.000- 12.000.

1.2.2 Enzimas

Las enzimas de restricciéon y sus tampones de reacciéon correspondientes son de
New England BioLabs. En todos los casos fueron utilizadas siguiendo las instrucciones
de los fabricantes. La enzima Taq ADN polimerasa, cada una con sus respectivos

tampones, fueron adquiridas en Invitrogen, Roche y Qiagen (ver seccién PCR).

1.2.3 Cepa de E. coli

La cepa utilizada para los clonados de ADN fue DH5a F-80dlacZM15 (lacZYA-
argF) U169 recAl end Al hsdR17 (rk, mk*) phoA supE44- thi-1 gyrA96 relAl.
Las células se mantuvieron en placas de Petri con el medio de cultivo correspondiente,
a 4°C por cortos periodos de tiempo (30 dias), y en cultivos liquidos con 50% de glicerol

a -70°C por periodos mas prolongados.

1.2.4 Plasmidos

pGEM-T Easy: Este plasmido contiene el gen de B-lactamasa que confiere resistencia al
antibiético ampicilina a aquellas bacterias que recibieron el mismo, permitiendo una
seleccion positiva de los clones transformados cuando son crecidos en un medio con el
mencionado antibiético. Es un plasmido abierto que tiene dos timinas (T) sobresalientes
en sus extremos 3°, las cuales pueden formar puentes de hidrégeno con las adeninas
(A) de los extremos 5" de los productos de PCR amplificados por la Taq ADN
polimerasa. Este protocolo se conoce como “T-A overhangs”. Ademads, el sitio de
clonado se encuentra dentro de una regién que codifica para una subunidad de la {3-
galactosidasa. Esto permite identificar los clones recombinantes mediante seleccion de

las colonias blancas en placas que contienen IPTG y X-Gal (Fig. 6).
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Fig. 6. Esquema del vector de clonado pGEM-T Easy. Imagen tomada Promega Corporation (Madison,
Wi, USA)

pZErO-2: Este plasmido es utilizado como Control Interno (CI) de las reacciones de
QPCR-SG, QPCR-MTq y sistema Luminex. Contiene clonada la secuencia que codifica
la proteina Tip5;1 de Arabidosis thaliana, una acuaporina especifica del polen que no
tiene semejanza con ninguna proteina de mamiferos, insectos o tripanosomatidos (Fig.
7)(Soto y col., 2008). El plasmido fue gentilmente cedido por la Dra Gabriela Soto del
grupo de Jorge Muschietti de INGEBI-CONICET.
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Fig. 7. Esquema del vector de clonado pZErO-2. Imagen tomada de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
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Para que su comportamiento durante la extraccién y amplificaciéon se asemeje al de
ADN cromosémico, el plasmido es previamente linealizado con la enzima de sitio de

corte tnico Pst L.

Cuando una secuencia es clonada en el sitio de clonado mdltiple, se interrumpe la
secuencia de la proteina de fusiéon LacZ-ccdB, que es bactericida, permitiendo asi el
crecimiento solo de aquellas que hayan incorporado una secuencia en su sitio de
clonado multiple. Ademas, el plasmido confiere resistencia al antibi6tico kanamicina a
aquellas bacterias que recibieron el mismo, permitiendo una selecciéon positiva de los

clones transformados cuando son crecidos en un medio con el mencionado antibiético.

2. Métodos

2.1 Recoleccidn, extraccion y conservacidon de muestras

2.1.1 Muestras Humanas

Todos los pacientes analizados en esta tesis doctoral pertenecen a cohortes
seguidas en los centros de Salud que colaboran con nuestro laboratorio, en el marco de
distintos protocolos de investigaciéon clinica, debidamente aprobados por los
correspondientes Comités de ética, docencia e investigacion de los diferentes centros de
salud. Dichos pacientes fueron informados sobre la utilizacién de las muestras tomadas
debiendo firmar, previo a ello, un consentimiento para tal fin. Para los pacientes
menores de edad, dicha autorizacion debi¢ ser estudiada y firmada por el mayor
responsable.

Las muestras fueron colectadas en dichos centros de salud, por personal calificado

mediante las técnicas y equipos de rutina utilizados en cada institucion.
2.1.1.1. Sangre periférica

Kit comercial de columnas de silica
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Las muestras de sangre fueron extraidas e inmediatamente mezcladas con un
volumen de tampén GE (formando la mezcla GEB). La solucion GEB fue conservada a
4°C antes y después de su utilizacion, atin cuando esta confirmada su gran estabilidad
y conservacién a T° amb.

En general, excepto aclaraciéon, los volimenes de extraccion fueron de 10ml para
pediatricos y adultos y de 1 o 2ml para los recién nacidos. La extraccion se realizé
mediante el kit de extraccion de ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia,
CA, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante para muestras sanguineas y
fluidos corporales con pequefias modificaciones. Brevemente, dado que la sangre se
encontraba mezclada con un volumen de tampén GE, se omitieron los 2 primeros
pasos: 1) la digestion con proteinasa K, 2) el agregado del tampén “AL” (tampén
caotrépico con hidrocloruro de guanidina). El resto de los pasos fueron llevados a cabo

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Fenol-Cloroformo

Se realizaron extracciones a partir de 100 pl de GEB. El protocolo se basa en una
extraccion de Fenol-Cloroformo, a saber:
1. Tomar 1 volumen de GEB + 1 volumen de Fenol-Cloroformo (1:1). Mezclar con
Vortex por 15 seg.
Centrifugar a maxima velocidad durante 2 min.
Agregar 1 volumen de agua destilada estéril. Mezclar con Vortex durante 15 seg.
Centrifugar a maxima velocidad durante 2 min.
Trasvasar la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo sin arrastrar la interfase.
Agregar 1 volumen de Cloroformo. Mezclar con Vortex durante 15 seg.
Centrifugar a maxima velocidad durante 2 min.

Trasvasar la fase acuosa (superior) a un nuevo tuvo sin arrastrar la interfase.

o N o ok » N

Agregar 2ul de glicogeno. Mezclar por inversion.

10. Agregar 1 volumen de isopropanol. Mezclar por inversion.
11. Precipitar a -20°C durante 2 hs.

12. Centrifugar a maxima velocidad durante 15 min.

13. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500pl de etanol 70%.
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14. Centrifugar a maxima velocidad durante 15 min.
15. Descartar el sobrenadante. Secar el tubo en estufa a 37°C por 10 min.
16. Disolver el precipitado en 50ul de H20 destilada estéril.

17. Conservar a -20°C hasta su utilizacion.

2.1.1.2. Tejido

Dos tipos de muestras tisulares fueron procesadas. Muestras frescas y fijadas.

Las muestras frescas se tomaron y conservaron en solucion fisiologica estéril a 4°C. La
extraccion se realizé mediante el kit de extracciéon de ADN “QIAamp DNA Mini Kit”
de QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Otras muestras se fijaron en formaldehido 4% y se embebieron en parafina (segin
protocolo de las instituciones de origen) para la mejor conservacién del material
genético y se guardaron a 4°C. La extraccion se realizé mediante el kit de extraccién de
ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las

especificaciones del fabricante.
2.1.1.3. Muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)

La muestra fue extraida segin protocolo de las instituciones de origen y
conservada a -20°C. La extraccién se realiz6 mediante el kit de extraccion de ADN

“QlAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las

especificaciones del fabricante para muestras sanguineas y fluidos corporales.

2.1.2 Muestras murinas

2.1.2.1 Masculo esquelético y cardiaco

Las muestras fueron colectadas por la Dra. Paola Zago del Laboratorio de
Patologia. Experimental de la Universidad Nacional de Salta, e inmediatamente
conservadas a -70°C. Fueron enviadas congeladas a nuestro laboratorio donde

permanecieron a -70°C hasta su extraccion mediante el kit de extraccion de ADN
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“QIlAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las

especificaciones del fabricante para muestras tisulares.
2.1.2.1 Ganglio y bazo

Las muestras fueron extraidas con DNAzol (Gibco BRL, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante por la Dra. Catalina Alba del Departamento de
Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA. El ADN
purificado fue enviado al INGEBI congelado en TE 1X y se conservé a -20°C hasta su

analisis.

2.1.3 Muestras de heces de triatominos

Se extrajeron 25pl de la muestra fecal con DNAzol (Gibco BRL, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. El ADN purificado fue conservado en TE1X a -20°C

hasta su anélisis.

2.1.4 Muestras de cultivos de T. cruzi

Se extrajeron mediante el kit de extraccién de ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de
QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante para

cultivos celulares.

2.1.5 ADN plasmidico partir de cultivos bacterianos

1. Crecer la colonia de interés en 3ml de medio LB con el antibiético adecuado durante
toda la noche a 37°C con agitacion.

2. Cosechar las células por centrifugacién durante 3 min a 5.000 rpm.

3. Resuspender las células en 300ul de solucién I.

4. Agregar 300pl de solucién II para lisar las células. Incubar 5 min a T® amb.

5. Agregar 300pl de solucién III fria para precipitar ADN gendémico y proteinas.

Mezclar suavemente por inversién e incubar en hielo por 10 min.
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6. Centrifugar a méxima velocidad a 4°C durante 15 min.

7. Trasvasar el sobrenadante a un tubo nuevo con 4pl de ARNasa-A (10 mg/ml).

Incubar a 37°C por 1 h.

8. Extraer las proteinas con 600pl de Cloroformo-Isoamilico (24:1). Agitar suavemente

y centrifugar a maxima velocidad durante 2 min.

9. Trasvasar la fase acuosa (superior) y precipitar el ADN plasmidico mediante el
agregado secuencial de 60pl de AcONa 3M y 600ul de isopropanol. Incubar a -20°C

al menos 30 min.
10. Centrifugar a maxima velocidad a 4°C por 15 min. Descartar el sobrenadante.

11. Lavar el precipitado de ADN plasmidico con 500pl de etanol 70%. Centrifugar a

maéxima velocidad a 4°C por 15 min. Descartar el sobrenadante.

12. Secar el precipitado a T° amb o en estufa a 37°C y resuspender en 50ul de agua

destilada estéril.

2.2 Reacciones de amplificacion por PCR

2.2.1 Termocicladores

Para las reacciones de PCR convencionales se utilizaron termocicladores M]J
Research modelo PTC-100 de tapa caliente.
Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizaron termocicladores M] Research
Opticon II, Corbett Rotor Gene 6000, ambas de dos canales opticos, y Stratagene

Mx3000P con cuatro canales 6pticos.

2.2.2 Mezclas de reacciéon y programas de ciclado

Los protocolos de PCR detallados en esta Tesis se pueden clasificar en dos
grupos: i) Desarrollados por terceros (Tabla 4) y ii) Desarrollados en el marco de esta

Tesis.
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i) Protocolos desarrollados por terceros

Oligonucleétido Rxn Programa

Amplicon
PCR S ia Bl uTD S
ecuencia Blance  \ombre Secuencia (5'-3") O N M D H E C (pb)
L, 121 AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA 94 68 72 5
mini-circulos del
ADNk . 2,5 250 3 330 Todos 5fg
kinetoplasto
122 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA _ 9% 64 72 35
94 70 72 3 157 Tel 1pg
G Reonintergénica UTCC  CGTACCAATATAGTACAGAMACTG 22 22 ;5 z 200 T/ 1g
del mini-ex6n ’ 9 64 72 3
1 1
TCac CTCCCCAGTGTGGCCTGGG 9w & 72 3 57 Tcll/V/VI pg
94 70 72 3
Region intergénica uTCC CGTACCAATATAGTACAGAAACTG 94 68 72 3
SLI AR 1,5 250 3 94 66 72 3 425 Tcll/V/VI Spg
del mini-exén
TC1 TCCGCCACCTCCTTCGGGCC 94 64 72 3
- 94 682 72 33
Cesion intereéni uTce CGTACCAATATAGTACAGAAACTG 94 62 72 3
sl e§'°|n Intergenica 15 250 3 94 60 72 3 475 Tel Spg
el mini-exon
TC2 CCTGCAGGCACACGTGTGTG 94 58 72 35
D76 GGTTCTCTGTTGCCCC 94 64 722 275 Tel
2450, ADNr 24s0. 4 250 3 gi 2(2) Z ;
D7 AGATCTTGGTT! TA 275-2 Tcll/M/IWV/V/VI
5 GCAGATCTTGGTTGGCGTAG 9 58 72 35 5-290 clt/m/wv/v/

A D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 9 60 72 3 _ 12 Tcl 1pg
24S - Heminested 2do 5 %0 2 914 57 72 3 140 Tcll 100fg
oHN ciclado 125-140 TcV 100fg

D71 AAGGTGCGTCGACAGTGTGG
_ 9% 5 72 35 140 Tc VI 100fg
prl CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA 690 Tcll
Fragmento A10e 05 250 3 94 60 72 35
p6 GTGATCGCAGGAAACGTG 630 Tcll/IV/V/VI
A10 —_————
. prl CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA 580 Tcll 10pg
H. ted 2d
em'c?:fa;o ° 05 250 3 94 60 72 35
pr3 TGCTTTATTACCCCATGCCACAG 525 Tcll/IV/V/VI 1pg
- Tezl CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT
Repeticiones . .
Sat satélite 0,75 250 3 94 57 72 40 Especifico de T.cruzi 5fg
Tcz2 CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG
94 70 72 3
V1 CAAGCGGCTGGGTGGTTATTCCA
18S ADNr 18S 2 250 2 94 68 72 3 165 Tcll, Tevi* ND
V2 TTGAGGGAAGGCATGACACATGT

94 65 72 33

Tabla 4. Resumen de los protocolos de las reacciones de PCR desarrolladas por terceros utilizadas en el
marco de esta tesis. Rxn: Composicién de la reaccion. O: oligos (uM), N: dNTPs (mM), M: MgCl, (mM),

D: desnaturalizacién, H: hibridacién, E: elongacion, C: cantidad de ciclos.

PCR-ADNKk: dirigida contra las regiones variables del minicirculo del cinetoplasto de

T. cruzi (ADNK) (Tabla 4).

PCR-SLac: dirigida contra la regién polimérfica intergénica del miniexén de T. cruzi

(Tabla 4). Genera un amplicon diferencial para las UTD Tc III/IV.

PCR-SLy: amplifica la regién polimorfica intergénica del miniexén de T. cruzi I (Tabla

1),
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PCR-SLn: amplifica la region polimorfica intergénica del miniexén de T. cruzi UDTs

I1/V/VI (Tabla 4).

PCR-24Sa: amplifica el dominio D7 del gen ribosomal 24sa. de trypanosomatideos.

(Tabla 4).

PCR-24Sa-HN: segundo ciclado “hemi-nested” dirigido contra amplicones del primer

ciclo (PCR-24sa) en T. cruzi (Tabla 4).
PCR-A10: amplifica una regién del fragmento cromosémico A10e (Tabla 4).

PCR-Sat: dirigida contra la secuencia nuclear repetitiva satélite (Tabla 4). Es altamente

sensible y especifica para T. cruzi.

PCR-18S: amplifica una regién del gen ribosomal 18S (Tabla 4).

ii) Protocolos desarrollados en el marco de esta Tesis

Determinacion de la relacion ADN satélite/P2a: Con el fin de analizar la variabilidad
en los distintos UTD de T. cruzi en el namero de copias de secuencias de ADN satélite
detectadas por Q-PCR, se cuantificaron de manera comparativa utilizando como
normalizador la secuencia de copia tnica de la proteina ribosomal P2a (GenBank
XM_800089). Los ensayos para la cuantificacion del gen P2a se realizaron con ImM de
los oligonucleétidos P2a-Fw (5-ATGTCCATGAAGTACCTCGCC-3") y P2a-Rv (5-
GCGAATTCTTACGCGCCCTCCGCCACG-3"). Todos los demés reactivos fueron
idénticos a los utilizados para T. cruzi SG Q-PCR. Se utilizaron las siguientes
condiciones de ciclado: 5 min de preincubacion en 95°C, la amplificacién por PCR se
llevé a cabo en 40 ciclos (94°C durante 10 seg, 60°C por 15 seg y 72°C durante 10 seg).

La placa fue leida en 72°C al final de cada ciclo.

PCR-Lg: Dado que la secuencia de las repeticiones de ADN satélite en parasitos de
UTD Tc I/IV son diferentes a las que contiene los parasitos de UTD Tc II/III/V/ V],
hemos desarrollado un método para distinguir entre ambos grupos de acuerdo a la
temperatura de desnaturalizacion de los amplicones de ADN satélite. Para ello
amplificamos las repeticiones satélite utilizando 0,5pM de los oligonucleétidos TcZ1

(5-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3") y Sat-Rv (5
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TTCAGRGTTGTTTGGTGTCCAGTG-3") y las siguientes condiciones de ciclado: una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 10
seg, 65°C durante 10 seg, y 72°C durante 10 seg, con la adquisiciéon de fluorescencia en
81.5°C, y un paso final de amplificaciéon de 2 min a 72°C. Una vez finalizada la reaccién
de PCR se realiza una curva de desnaturalizaciéon de los amplicones que consiste en
una etapa inicial de desnaturalizaciéon de 5 seg a 95°C, seguida por un incremento
gradual en la temperatura de 0,1°C/seg de 72-90°C. Los grupos de parasitos son
distinguidos de acuerdo con las temperaturas de desnaturalizacién (Tm) de los
amplicones. Ya que el ADN satélite se organiza en repeticiones en tindem, si mas de
0,05 equivalentes genémicos de T. cruzi (equivalente a aproximadamente 10 p/ml) se
cargan en el tubo de reacciéon, dimeros de las secuencias satélite se amplifican
preferencialmente dando lugar a un pico de temperatura de desnaturalizacion,

tipicamente por encima de los 86°C para ambos grupos de parasitos.

Los amplicones secuenciados de las repeticiones satélite se amplificaron con los

oligonucleétidos TcZ1 y TcZ2 (GenBank niimeros de acceso EU728662-EU728667).

PCR-Inter-SIRE-1: La reaccioén se realiza en un volumen final de 20 pL y contiene 0,5
M del oligonucleétido INS-R (Tabla 5), 3 mM MgCl2, 250 mM de cada dNTP, 0,5 U de
Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, USA) y 20 ng de ADN. Las
condiciones de ciclado son: 5 min de pre-incubacién a 95°C, 40 ciclos de 94°C durante

30 seg, 54°C durante 30 seg y 72°C durante 1 min.

PCR-Inter-SIRE-2: La reaccioén se realiza en un volumen final de 20 pL y contiene 0,5
M de los oligonucleétidos INS-Fw e INS-Rv (Tabla 5), 3 mM MgCl2, 250 mM de cada
dNTP, 0,5 U de Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, USA) y 20 ng
de ADN. Las condiciones de ciclado son: 5 min de pre-incubaciéon a 95°C, 40 ciclos de

94°C durante 30 seg, 54°C durante 30 seg y 72°C durante 1 min.

PCR-Inter-RE: La reaccioén se realiza en un volumen final de 20 pL y contiene 0,5 pM
de los oligonucleétidos INS-Fw, INS-Rv, TcIRE-Rv y NARTc-Rv (Tabla 5), 3 mM
MgCl2, 250 mM de cada dANTP, 0,5 U de Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life
Technologies, USA) y 20 ng de ADN. Las condiciones de ciclado son: 5 min de pre-
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incubacién a 95°C, 40 ciclos de 94°C durante 30 seg, 54°C durante 30 seg y 72°C durante

1 min.

Oligonucleétido Secuencia (5°-3")
TcIRE-Rv CAAGGGGACACACACACAGAGG
NARTc-Rv CAACGGCTGGGCATTGAACAGGA
INS-Fw TCCATAGATWATTTCAGGATCC
INS-Rv ATTAAGTTAGCCAGCTCTMCC

Tabla 5. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR inter elementos

repetitivos.

PCR Pr1-Pr3: Esta reacciéon de PCR es una modificaciéon “hemi-nested” y en tiempo real
del ensayo A-10 propuesto por Brisse y colaboradores para distinguir a los UTD Tc II y
Tc VI (Brisse y col., 2000). Primera Ronda: La reaccion se realiza en un volumen final de
20 pL y contiene 05 pM de los oligonucleétidos Prl  (5'-
CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA-3") y P6 (5- GTGATCGCAGGAAACGTG-3"), 3
mM MgCl2, 250 mM de cada ANTP, 0,5 U de Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life
Technologies, USA) y2 pL de muestra de ADN. Las condiciones de ciclado son: 40
ciclos de 94°C durante 30 seg, 60°C durante 30 seg y 72°C durante 45 seg. Segunda
Ronda: La reacciéon se realiza en un volumen final de 20 pL y contiene 0,5 pM de los
oligonucleétidos Prl y Pr3 (5- TGCTTTATTACCCCATGCCACAG -3%), 3 mM MgCl2,
250 mM de cada dNTP, 0,5 U de Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life
Technologies, USA) SYBR Green (Invitrogen, Life Technologies, EE.UU.) en una
concentracion final de 0,5 X y 2 pL de muestra de ADN de la primera ronda. Las
condiciones de ciclado son: 40 ciclos de 94°C durante 30 seg, 60°C durante 30 seg y
72°C durante 45 min. La fluorescencia es leida a 72°C al final de cada ciclo. Una vez
finalizada la reaccion de PCR se realiza una curva de desnaturalizaciéon de los
amplicones que consiste en una etapa inicial de desnaturalizacién de 5 seg a 95°C,
seguida por un incremento gradual en la temperatura de 0,1°C/seg de 72-90°C. Los
grupos de pardsitos son distinguidos de acuerdo con las temperaturas de
desnaturalizacion (Tm) de los amplicones. Los amplicones también pueden ser

distinguidos en una corrida de gel de agarosa 2,5%.
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PCR- MTq: La reaccion se realiza en un volumen final de 20 pl con 5 pL de muestra de
ADN vy la mezcla de reaccion comercial QIAGEN Multiplex PCR Kit en una
concentracién final 1X. Se utilizan los oligonucleétidos y sondas a las concentraciones

establecidas en la Tabla 6.

Las condiciones de ciclado son: 15 min de pre-incubacién a 95°C, 45 ciclos de 95°C

durante 30 seg y 60°C durante 1 min. La fluorescencia es leida a 60°C al final de cada

ciclo.

Oligonucledtido Secuencia Concentracién Final (nM)
UTCC-Fw CAGTTTCTGTACTATATTGGTACG 500
Tcl-Rv CGATCAGCGCCACAGAAAGT 500
Tcll/V/VI-Rv GGAAAACACAGGAAGAAGC 500
Tclll-Rv CATTTTTATGAGGGGTTGTTCG 500
TclV-Rv CATTTTTATTAGGGGTTGTACG 500
Sonda

Tcl-Tq Fam-CTCCTTCATGTTTIGTGTCG-BHQ1 100
Tell/V/VI-Tq Hex-TATACCCATATATATATAGC-BHQ1 50
Tclll-Tq Quas670-AATCGCGTGTATGCACCGT-BHQ3 50
TclV-Tq Calrd610-GCCCCCGACGCCGTCCGTG-BHQ2 100

Tabla 6. Oligonucleétidos y sondas utilizados en el ensayo de PCR-MTq. Las bases modificadas LNA
estdn indicadas en negrita y subrayadas. En el extremo 5° de cada sonda se indica el fluoréforo y en el

extremo 3" se indica el “quencher”.

QPCR-SG-Tc: La reaccion se realiza en un volumen final de 20 pL y contiene 0,5 pM de
los oligonucleétidos Sat-Fw (5-GCAGTCGGCKGATCGTTTTCG-3") y Sat-Rv (5-
TTCAGRGTTGTTTGGTGTCCAGTG-3"), 3 mM MgCl2, 250 mM de cada dANTP, 0,5 U
de Platinum Taq polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, USA) SYBR Green
(Invitrogen, Life Technologies, EE.UU.) en una concentraciéon final de 0,5 X y 2pL de
muestra de ADN. Las condiciones de ciclado son: 5 minutos de pre-incubacién a 95°C,
40 ciclos de 94°C durante 10 seg, 65°C durante 10 seg y 72°C durante 10 seg. La

fluorescencia es leida a 72°C al final de cada ciclo.

QPCR-SG-CI: El CI fue cuantificado utilizando 1puM de los oligonucleétidos, CI1-Fw
(5-AACCGTCATGGAACAGCACGTAC-3") y CI1-RV (5-
CTAGAACATTGGCTCCCGCAACA-3"). Todos los demas reactivos y condiciones de

ciclado fueron idénticos a los utilizados para QPCR-SG-Tc.
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QPCR-SG-TNFa: El namero de células huésped en muestras de tejido murino fueron
cuantificadas utilizando los oligonucleé6tidos TNEF-5241 (5-
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3) y TNF-5411 (5-
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3) (Cummings y col) a una concentracién
final de 1 pM. Todos los demaés reactivos y condiciones de ciclado fueron idénticos a los

utilizados para QPCR-SG-Tec.

QPCR-SG-APOB: El namero de células huésped en muestras de tejido humano fueron
cuantificadas utilizando los oligonucleé6tidos ApoB-Fw 5
TGGTGCTCACAAGGCGACACTAA-3") y ApoB-Rv (5°-
GGCGGCTTTCCCATCCAGACTA-3") a una concentracién final de 1 pM. Todos los
demas reactivos y condiciones de ciclado fueron idénticos a los utilizados para QPCR-

SG-Te.

QPCR- MTq: La reacciéon se realiza en un volumen final de 20 pL; para la
cuantificacion de T. cruzi se utilizan 0,75 pM de los oligonucleétidos cruzil (5°-
ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3") y cruzi2 (5-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3") y
50 pM de la sonda cruzi3 (5"-Fam-CACACACTGGACACCAA-MGB-3") (Piron y col,,
2007); para la cuantificacion del CI se utilizan 100pM de los oligonucle6tidos CI-Tq-Fw
(6"-ACCGTCATGGAACAGCACGTA-3) y CI-Tg-Rv (5
CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT-3") y 50 pM de la sonda CI-MGB (5-Hex-
AGCATCTGTTCTTGAAGGT-MGB-3%); 5 pL de muestra de ADN y la mezcla de

reaccion comercial FastStart PCR Master Mix de Roche en una concentracién final 1X.

Las condiciones de ciclado son: 5 minutos de pre-incubacién a 95°C, 45 ciclos de 94°C
durante 10 seg y 54°C durante 45 seg. La fluorescencia es leida a 54°C al final de cada

ciclo.

QPCR-Tq-Tc: La reaccion se realiza en un volumen final de 20 pL con 0,75 pM de los
oligonucleétidos  cruzil (5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3") vy cruzi2 (5-
AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3") y 50 pM de la sonda cruzi3 (5°-Fam-
CACACACTGGACACCAA-MGB-3") (Piron y col., 2007), 5 pL de muestra de ADN y la
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mezcla de reaccion comercial FastStart PCR Master Mix de Roche en una concentracion

final 1X.

Las condiciones de ciclado son: 5 min de pre-incubacién a 95°C, 45 ciclos de 94°C
durante 10 seg y 54°C durante 45 seg. La fluorescencia es leida a 54°C al final de cada

ciclo.

QPCR-Tq-CI: La reaccion se realiza en un volumen final de 20 pL con con 0,5 pM de
los oligonucleétidos CI-Tg-Fw (5-ACCGTCATGGAACAGCACGTA-3) y CI-Tg-Rv
(5"-CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT-3") y 50 pM de la sonda CI-MGB (5"-Hex-
AGCATCTGTTCTTGAAGGT-MGB-3"), 5 pL de muestra de ADN y la mezcla de

reaccion comercial FastStart PCR Master Mix de Roche en una concentracion final 1X.

Las condiciones de ciclado son: 5 min de pre-incubacién a 95°C, 45 ciclos de 94°C
durante 10 seg y 54°C durante 45 seg. La fluorescencia es leida a 54°C al final de cada

ciclo.
2.2.3. Construccion de curvas estandar para QPCR

2.2.3.1 Para muestras de sangre periférica

Epimastigotes de la cepa Cl-Brener fueron afiadidos a sangre humana no
infectada a una concentracién final de 10* p/ml y de inmediato se mezclé con un
volumen de tampén de lisis GE. Con el GEB resultante se realizaron diluciones seriadas
al décimo con GEB no infectada hasta cubrir un rango entre 10* y 0,001 equivalentes
genoémicos/ml. El dltimo punto es de GEB no infectada. En total son 9 puntos. A los
tres puntos de mayor concentraciéon de T. cruzi se les agregd 5 unidades arbitrarias
(UA) de CI (1 ng de plasmido linealizado), a los tres puntos intermedios se les agrego 1
UA de CI (200 pg de CI) y a los dos puntos con menor concentracion de T. cruzi y a la
GEB negativa se les agreg6é 0,1 UA de CI (20 pg de CI). La extraccion se realizé
mediante el kit de extracciéon de ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia,
CA, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante para muestras sanguineas y
fluidos corporales con pequefias modificaciones, al igual que para los pacientes.

Brevemente, dado que la sangre se encontraba mezclada con un volumen de tampoén
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GE, se omitieron los 2 primeros pasos: 1) la digestion con proteinasa K, 2) el agregado
del tampén “AL” (tampén caotrépico con hidrocloruro de guanidina). El resto de los

pasos fueron llevados a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.2.3.2 Para muestras de tejido humano

A diferencia de lo utilizado para muestras de sangre periférica, en este caso no se
utilizé un control interno heterélogo (CI) para normalizar los resultados entre distintas
muestras, si no que se amplificoé el gen humano de copia tnica que codifica la
apolipoproteina B (APOB). Para ello construimos una curva estandar con células Jurkat.
Se contabilizaron con cadmara de Neubauer y se extrajeron con el kit de extraccion de
ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia, CA, USA), siguiendo las

especificaciones del fabricante para cultivos celulares.
2.2.3.3 Para muestras de tejido murino

Al igual que para las muestras de tejido humano, en este caso se amplificé un
gen del huésped, el gen murino de copia tnica que codifica para el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). Para ello construimos una curva estandar con células murinas
NSF-60. Se contabilizaron con cdmara de Neubauer y se extrajeron con el kit de
extraccion de ADN “QIAamp DNA Mini Kit” de QIAGEN (Valencia, CA, USA),

siguiendo las especificaciones del fabricante para cultivos celulares.

2.3 Deteccion de amplicones por Luminex

2.3.1. Acoplamiento de las sondas a las microesferas fluorescentes

1 - Llevar una alicuota de polvo Pierce EDC desecado de -20 ° C a temperatura
ambiente.
2 - Resuspender las microesferas por agitacion con voértex y sonicacion durante

aproximadamente 20 s.

3 - Transferir 100pL (1x10¢ microesferas) a un tubo de microcentrifuga de baja adhesién

(USA Scientific).
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4 - Centrifugar a = 8.000 g durante 1-2 min.

5 - Eliminar el sobrenadante y resuspender las microesferas en 10pL MES 0,1 M, pH 4,5,
por agitacién con voértex y sonicacion durante aproximadamente 20 s. (MES se

conserva a4 ° C).

6 - Agregar 500 picomoles de sonda con grupo amino en el extremo 5" a las
microesferas resuspendidas y mezclar por agitacion con voértex. La secuencia de la

sondas estan en la tabla 7.

7 - Preparar una solucién fresca de 10 mg/mL de EDC en dH2O. Volver a colocar el

polvo EDC con un desecante para su reutilizacion.

8 - Una por una, a cada reaccién de acoplamiento, afiadir 2,5 pL una solucién fresca de

EDC 10 mg/mL a las microesferas y mezclar por agitacion con vortex.
9 - Incubar durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad, con agitacion.
10 - Preparar una segunda solucién fresca de 30mg/mL EDC en dHO.

11 - Una por una, a cada reacciéon de acoplamiento, afiadir 2,5 pL una solucién fresca de

EDC 30 mg/mL a las microesferas y mezclar por agitacion con vortex .

12 - Incubar durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad, con agitacion.
13 - Anadir 500 pL de Tween-20 0,02% a las microesferas acopladas.

14 - Centrifugar a = 8.000 g durante 1-2 min.

15 - Eliminar el sobrenadante y resuspender las microesferas acopladas en 500 pL de

SDS 0,1% y mezclar por agitacion con vortex .
16 - Centrifugar a > 8.000 g durante 1-2 min.

17 - Eliminar el sobrenadante y resuspender las microesferas acopladas en 20 pL de TE,
pH 8,0, y mezclar por agitacion con vortex y sonicacion durante aproximadamente 20
s. Es bueno dejar unos microlitros de detergente para evitar la aglutinacion de las

microesferas.
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Sonda Posicion de Secuencia

Hibridizacidn (pb)
Tcl-Pr 25 NH2-CATAACCGCGACTCGCGGATTTGGA
Tcll/V/VI-Pr 116 NH2-ATATGRCGGACAGACCCACAA
Tclll-Pr 34 NH2-CAAACATAACGCAAAAGCGGATTTG
TclV-Pr - -
Cl-Pr 240 NH2-TGAATCCAGCGGTTACGTTTGCGAT

Tabla 7. Secuencias y posicién de las sondas utilizadas en el ensayo de Luminex.

2.3.2. Amplificacién de las secuencias de mini-ex6n por PCR

La reaccion se realiza en un volumen final de 20 pl con 5 pl de muestra de ADN
y la mezcla de reacciéon comercial QIAGEN Multiplex PCR Kit en una concentracién

final 1X. Se utilizan los oligonucle6tidos detallados en la Tabla 8.

Las condiciones de ciclado son: 15 min de pre-incubacién a 95°C, 45 ciclos de 95°C

durante 30 seg y 60°C durante 1min.

Oligonucleétido Posicion de Secuencia Concentracion
Hibridizacion (pb) Final (nM)
UTCC-Fw 1 Biotina-CAGTTTCTGTACTATATTGGTACG 500
Tcl-Rv 425 CGATCAGCGCCACAGAAAGT 500
Tcll/V/VI-Rv 335 GGAAAACACAGGAAGAAGC 500
Tclll-Rv 452 CATTTTTATGAGGGGTTGTTCG 500
TclV-Rv 545 CATTTTTATTAGGGGTTGTACG 500
Cl2-Fw 40 GAATGCGTTGAGATGTTATGTA 500
CI2-Rv 329 Biotina-AGGCAATCATCTGAGAAGTC 500

Tabla 8. Secuencias, posicién y concentraciéon final de los oligonucleétidos utilizados para la

amplificacién de las secuencias de mini-exén.

2.3.3. Hibridizacion de las sondas a los productos de PCR

1. Seleccione el set de oligonucle6tido-microesferas adecuado.

2. Resuspender las microesferas por agitacion con vortex y sonicacion durante

aproximadamente 20 s.

3. Preparar una solucién de microesferas con 3pL de cada set de microesfera-sonda por
cada 1 ml de 1.5x TMAC. Para cada reaccién se requieren 33pL de solucién de

microesferas.
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4. Mezclar la solucién de microesferas por agitacion con vértex y sonicaciéon durante

aproximadamente 20 s.

5. A cada pocillo muestra o blanco agregar 33pL de la solucién de microesferas.

6. A cada pocillo muestra o blanco afadir 17pL de TE, pH 8,0.

7. A cada pocillo muestra afadir 10pL de la reaccién de PCR adecuada y 7pL de TE.

8. Mezclar suavemente pipeteando hacia arriba y abajo varias veces con una pipeta

multicanal.

9. Cubrir la placa de reaccion para evitar evaporacion e incubar a 95 © C durante 5 min

para desnaturalizar el ADN amplificado biotinilado.

10. Incubar la placa de reacciéon a 52°C (temperatura de hibridacién para este ensayo)

durante 15 min.

11. Centrifugar la placa de reacciéon a = 2.250 g durante 3 minutos para que sedimenten

las microesferas.

12. Durante la centrifugacion preparar solucién reportera fresca diluyendo
estreptavidina-Rphycoerythrina a 4 pg/ml en TMAC 1x. Se requieren 75 pl de solucién

por pocillo.

13. Después de la centrifugacion, quite cuidadosamente 45 pl del sobrenadante con una
pipeta de ocho canales para extraer simultaneamente el sobrenadante de cada columna

de pocillos. Tenga cuidado de resuspender las microesferas.
14. Devuelva la placa de reaccion a los 52°C.

15. Agregar 75 pl de solucién reportera a cada pocillo y mezclar suavemente

pipeteando arriba y abajo varias veces con una pipeta multicanal.
16. Incubar la placa de reaccién a 52 ° C durante 5 min.

17. Analizar 50pL de cada reacciéon contando 100 microesferas a 52°C en el analizador

Luminex segtn las instrucciones del fabricante.
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2.3.4. Deteccion y analisis de los datos

Colocar en un pocillo de reaccién a todos los componentes menos el producto de
PCR para determinar la fluorescencia basal de cada grupo de microesferas. Los valores
basales de MFI (Intensidad de Fluorescencia Media) son sustraidos de los valores de
MFI de las muestras para obtener los valores de MFI netos. En este ensayo utilizamos
un valor de corte de MFI neto para considerar a una muestra positiva de dos veces
mayor al valor de MFI basal. También se recomienda para que la muestra sea
considerada positiva, que tenga un valor de fluorescencia neta >1000 (Dunbar and

Jacobson, 2007).

2.4. Estudios de electroforesis de ADN

2.4.1 Geles de agarosa

2.4.1.1 Identificacion de productos de PCR

El porcentaje de agarosa usado fue variable, oscilando en el rango de 0,8- 4%,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar. Los geles se prepararon
fundiendo la agarosa en el volumen correspondiente de tampén TAE 1X. La disolucién
de la misma se realiz6 por calentamiento en horno microondas. Posteriormente, tras el
enfriado parcial de la solucién, se agregé 2,5 ul de BrEt cada 50 ml de gel. Previo a la
siembra, las muestras de ADN fueron mezcladas con 0,2 volimenes de tampoén de
siembra 6X. La electroforesis se llevé a cabo en tampén TAE 1X a voltaje constante (100-
120 V) en cubas de electroforesis horizontales. Se utilizaron marcadores de peso
molecular Invitrogen. El ADN se visualiz6 mediante transiluminador de emisiéon UV a
302nm (transiluminador “Baby Imager”- Appligene). Los geles fueron fotografiados o

guardados digitalmente.
2.4.1.2 Southern Blot

Esta técnica fue utilizada para el andlisis de la distribuciéon de elementos

repetitivos SIRE en el genoma de T. cruzi.
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Digestion y transferencia: E1 ADN genémico de T. cruzi fue totalmente digerido con
HindIII y los fragmentos obtenidos fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa y luego transferidos a membranas de nitrocelulosa HYBOND N+
(Ammersham, UK). Esta membrana esta cargada positivamente y permite la adherencia
de 4cidos nucleicos sin necesidad reacciones quimicas. La transferencia
desnaturalizante se lleva a cabo en NaOH 0,4 N en un dispositivo de transferencia
pasiva. En el mismo, el medio alcalino solubiliza, desnaturaliza y transfiere el ADN por

capilaridad a la membrana.

Construccion y purificaciéon de sondas: Como molde para la construcciéon de la sonda
se amplific6 una regiéon del elemento SIRE con los oligonucleétidos SIRE-0
(TCCTCCGGGCAGCTGGCCGGATCCTGA) y SIRE-2
(GATGCTGGGAGAGCTGGCTA) a partir de cepas de referencia de las 6 UTD (Tc I
Silvio X-10 cl1, Tc II: Tul8, Tc III: M5631, Tc IV: Can III, Tc V: Mn cl2, Tc VI: Cl-Brener)
y se juntaron en partes iguales. Las sondas se construyeron con el kit comercial de
marcacion “Megaprime DNA Labelling System” (Amersham Biosciences, UK),

utilizando dCTP 32 siguiendo las indicaciones del fabricante.

La purificacién de las sondas, para eliminar los nucleétidos y oligonucle6tidos no
incorporados, se realiz6 mediante las columnas de purificacion “Microspin G-50
Columns” (Amersham Biosciences, UK), segun las especificaciones del fabricante. La
marca radiactiva presente en el eluato de las columnas (sonda) fue medida mediante un
contador Geiger (Survey Meter Modelo 3). Sondas con actividades mayores a 1K CPM

fueron consideradas apropiadas para ser utilizadas.
Hibridizacién, lavados y revelado

Pre-hibridizacion: la membrana se pre-hibridizé con la solucién de pre-hibridizacion

durante 2 hs en un horno de hibridacién rotativo a 55°C.

Hibridizacién: se sumerge la membrana en la solucién de hibridizaciéon durante una
noche (12 hs aproximadamente) en un horno de hibridacién a 55°C. Una vez retirada
para comenzar con los lavados, la solucién de hibridaciéon puede guardarse a -20°C

durante 1 semana para ser reutilizada.
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Lavados: se realizan 3 lavados. Los dos primeros a T° amb con la solucién de lavado 1
en agitacion durante 20 min. El 3 se realiza con la solucion de lavado 2 a 55°C en

horno de hibridizacién con rotacién durante 1 h.

Revelado: se realizé por exposicion de la membrana a una placa radiogréfica en un
dispositivo de sujeciéon oscuro a -20°C durante 24 a 48 hs, segtn la actividad y/o
antigiiedad de la sonda. La placa se revel6 en cuarto oscuro con 3 lavados sucesivos de
solucion reveladora (Kodak), solucién detenedora (acido acético 10%) y solucion

tijadora (Kodak).

2.4.2 Geles de poliacrilamida

2.4.2.1 Perfiles Inter-RE

Los analisis de Inter-Sire e Inter-RE fueron analizados por electroforesis en geles
de poliacrilamida. Los mismos se realizaron entre 6-8% de poliacrilamida, utilizando la
solucion acrilamida:bisacrilamida (29:1). La electroforesis se realiz6 a corriente
constante de 30 mA para la mejor separacion y definiciéon de los fragmentos de ADN
generados. Se utiliz6 el tampon TBE 1X para el armado del gel y para la electroforesis.
Previo a la siembra, las muestras de ADN fueron mezcladas con 0,2 voliumenes de
tampon de siembra 6X. Se utilizaron marcadores de peso molecular Invitrogen.
Posteriormente a la electroforesis, los geles se tifieron con BrEt o Sybr green (5 pl cada
50ml de tampoén TBE 1X). El ADN se visualizé6 mediante transiluminador de emision
UV a 302 nm (para los geles tefiidos con Bret) o de 498 nm (geles tefiidos con Sybr
Green) con el transiluminador “Baby Imager”- Appligene. Los perfiles de ADN fueron
guardados digitalmente y el porcentaje de similitud genética se estim¢é utilizando
Gelcompar 4.0 (ver 2.10. Construcciéon de dendogramas). Para ello se utilizo el
coeficiente de correlacién de Pearson que tiene en cuenta la presencia o ausencia de
bandas como en el coeficiente de Jaccard, asi como las diferencias de valores
densitométricos de la intensidad de las bandas. Al tener en cuenta los valores
densitométricos de la intensidad de las bandas, todas las bandas independientemente
de su peso molecular son informativas. Este coeficiente es particularmente

recomendado para patrones de bandas complejos como los del tipo huella dactilar de
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ADN (DNA fingerprint) (Giraffa y col., 2000). Para la construcciéon del dendograma se
utilizé el algoritmo UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) (Vauterin, 1992).

2.4.2.2 Perfiles de Microsatélites

Amplificacion por PCR: Se realiz6 en la modalidad de PCR anidada. Los
oligonucleétidos utilizados se encuentran en la Tabla 9. La reacciéon de PCR de la
primera ronda se realiz6 en un volumen final de 15 pL y contiene 2,5 mM de MgCl2, 1U
Taqg ADN polimerasa (Promega), 250 mm de cada dNTP, 0,3 mM de cada
oligonucleétido y 3 uL de ADN. Los ciclos de amplificacién por PCR se realizaron
segin el protocolo "touchdown". El primer ciclo de amplificaciéon consistié6 en una
desnaturalizaciéon inicial a 94 © C durante 5 min, un paso de hibridizacién a 58°C
durante 30 segundos y un paso de extensién a 72°C durante 1 minuto. Luego, cada
cinco ciclos la temperatura de hibridacion se redujo 2°C, y en todos los ciclos la
desnaturalizacion se realiz6 a 94°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 1
minuto. Cuando la temperatura de hibridizacién alcanzé los 48°C, el namero de ciclos
se ampli6 a 15, y el paso final de extension se realizé a 72°C durante 10 minutos. La
segunda ronda de PCR contenia la misma mezcla de reactivos, pero esta vez utilizamos
oligonucle6tidos internos marcados con fluoresceina y como DNA molde se utiliz6 1,5
pL del producto de la 1ra ronda de reaccion. Para la visualizacion de los productos de

la segunda reaccién, se corrieron 5 pL en un gel de agarosa 2%.

Determinacion del tamafio de los alelos: Una alicuota de 1 a 3 pL del producto de PCR
de la segunda vuelta donde se utilizaron los oligonucleétidos fluorescentes, se
desnaturaliz6 a 90°C durante 3 minutos y luego se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% desnaturalizante (8M urea) en el secuenciador de ADN
automatizado (ALF - Pharmacia). Los cromatogramas se editaron con el programa
Allelinks y los fragmentos amplificados se detectan en forma de picos. Los valores de
los alelos se obtuvieron de la alineacién de la corrida con patrones de peso molecular

conocido.
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Oligonucleoétido

Secuencia

TcAATS8-fwd
TcAAT8-rv
TcAAT8ex-fwd
TcAAT8ex-rv
TcATT14-fwd
TcATT14-rv
TcATT14ex-fwd
TcATT14ex-rv
TcCAA10-fwd
TcCAA10-rv
TcCAA10ex-fwd
TcCAA10ex-rv
TcGAG10-fwd
TcGAG10-rv
TcGAG10ex-fwd
TcGAG10ex-rv
TcTAC15-fwd
TcTAC15-rv
TcTAC15ex-fwd
TcTAC15ex-rv
TcTAT20-fwd
TcTAT20-rv
TcTAT20ex-fwd
TcTAT20ex-rv
TcAAAT6-fwd
TcAAAT6-rv
TcAAAT6ex-fwd
TcAAAT6ex-rv

5'-Fam-ACCTCATCGGTGTGCATGTC-3'
5-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3'
5'-AGAGGCGCACAGTTGTATGC-3'
5'-GACGCTTTATGTTGAATTCA-3'
5'-Fam-TTATGGATGGGGTGGGTTTG-3'
5'-AGCAATAATCGTATTACGGC-3'
5-TTTGCAAATGGGACAGTTAC-3'
5-ACCTATTTTGCTCCTTGGTG-3'
5"-Fam-GCACAGGGAGTCAAACTTCA-3’
5-TCAAATTTATCACCCGTCGA- 3’
5'-GGTAAGGGCGAGTATGACTG-3'
5'-TAGCCAATAAAAGTGATGCC-3'
5'-Fam-TTCTCGGCTTCTATGTGTGC-3'
5'-GTGCCCTCCGTTTATTCCTC-3'
5-TTTCTTACTGCGAGGTGAGT-3'
5'-AAGTGAAGTGAAGTGGTGCC-3'
5’-Fam-GAATTTCCCCATTTCCAAGC-3'
5-CGATGAGCAACAATCGCTTC-3'
5-GGATATTTGTTACTGCTGGC-3'
5"-CGGACATATCCCTCTAGTCG-3'
5'-Fam-GATCCTTGAGCAGCCACCAA-3'
5'-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3'
5'-AGGCTGATCCTTGAGCAGCC-3'
5'-CGGCGGTCTTCTTTTGTCTC-3'
5'-Fam-GCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3'
5-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3'
5'-ACGCACTCTCTTTGTTAACAG-3'
5'-CACATACACATTCCAATGGTT-3'

Tabla 9. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para amplificar los 5 loci de microsatélites

analizados en el marco de tesis.

Anilisis de Resultados: Para un organismo diploide como T. cruzi, se espera la

presencia de uno o dos picos que indican homocigotos o heterocigotos para un locus

microsatélite particular, respectivamente (en este caso se deduce una poblacion

monoclonal). La deteccion de méas de dos picos pueden ser considerados como una

mezcla de poblaciones monoclonales (en este caso seria una poblacién policlonal)

aunque no se descarta completamente que la cepa podria ser aneuploide para el locus

en cuestion.

2.4.2.3 Haplotipo del gen citocromo oxidasa II
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Amplificacion por PCR: Se realizé en la modalidad de PCR anidada. La reaccién de la
primera ronda se realiz6é en un volumen final de 15 pl y contiene 3,56 mM MgCl2, 1 U
Taqg ADN polimerasa (Promega), 250 mm de cada dNTP, 0,3 mM de los
oligonucleé6tidos externos TcMit40 (5'-CTRCATTGYCCATATATTGT-3') y TcMit31 (5'-
TAAATAATATATATTGTACATGAG-3'), 3 uL ADN. Los ciclos de amplificacion por
PCR consistieron en desnaturalizacién por 45 segundos, seguido por 45 segundos y la
extension de 1 minuto, para un total de 40 ciclos. Para la segunda ronda de reaccion se
utilizaron los oligonucleétidos TcMit21 (5-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3), y
TcMit10 (5"-CCATATATTGTTGCATTATT-3%), y como DNA molde se utiliz6 1,5 pl del

producto de la 1ra ronda de reaccién.

Determinacion del haplotipo: Los productos amplificados en la segunda ronda se
resolvieron en gel de agarosa al 2% y luego fueron sometidos a digestion empleando la
enzima de restriccion Alul. La genotipificacién se realiza analizando los tamafios de los
fragmentos de restriccion de este gen, separados y visualizados en gel de acrilamida

6%, seguido por tinciéon de plata.

2.5 Clonado de acidos nucleicos

2.5.1 Purificacion de fragmentos de ADN

Para la purificacion de fragmentos de ADN provenientes de reacciones de
amplificacién se utilizo el kit de trabajo “Wizard DNA CleanUp” (Promega, WI, USA)
bajo las especificaciones del fabricante. Dicha metodologia elimina fragmentos muy
cortos de ADN (principalmente los oligonucleétidos), los nucleétidos no incorporados
y los componentes del tampén de reaccién, permitiendo, de esta manera, la
resuspension de los amplicones en agua o en alguna solucién acorde al tratamiento que
se desee realizar posteriormente.

Para purificar los fragmentos generados en una reaccion de PCR que hubiera
producido amplificaciones inespecificas, se corrié una electroforesis en gel de agarosa
de bajo punto de fusién (1-1,5% en tampén TAE 1X) a partir de la cual los fragmentos

deseados se cortaron del gel visualizdndolos en un transiluminador de luz UV. Dicho
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fragmento inmerso en agarosa se incub6 con 100pl de agua en bafio a 70°C hasta su
disolucién (2-5 min). Esta solucién se mezcl6é con la resina provista en el kit y se

prosigui6 con las indicaciones del fabricante para la purificacion de productos de PCR.

2.5.2 Ligacion a vectores de clonado

El clonado de fragmentos de ADN en vectores plasmidicos requiere la unién
covalente de ambas moléculas mediante la accion de una enzima ADN ligasa,
previamente a la introduccién en células de E. coli para su amplificacion. Las reacciones
de ligacion para obtener los vectores recombinantes se incubaron durante 4 hs a
temperatura ambiente o a 16°C durante toda la noche en presencia de ADN ligasa del

fago T4.

Para el clonado directo de los productos de PCR se utilizé el kit pGEM-T® Easy
(PROMEGA®, WI, USA). El vector pGEM-T Easy posee bases T que sobresalen en los
extremos 3’. Este tipo de extremos permite la ligaciéon en forma muy eficiente de
fragmentos de PCR amplificados que presentan bases deoxiadenina en sus extremos
adicionadas por la enzima Taq ADN polimerasa en forma independiente del templado.
En todos los casos, el producto de la ligaciéon se utiliz6 para transformar bacterias

competentes.

2.5.3 Preparacion de bacterias competentes

El siguiente protocolo fue utilizado para la obtencién de bacterias que pueden

ser transformadas con vectores plasmidicos con alta eficiencia:

1. Sembrar una colonia fresca y aislada de bacterias en 25 ml de medio SOB en un

recipiente de 250 ml. Crecer durante 8 hs a 37°C con agitacion (250-300 rpm).

2. Usar 10, 4 y 2 ml del cultivo anterior para inocular 3 recipientes de 1L conteniendo
250ml de medio SOB fresco. Crecer los tres cultivos a 18-22°C con agitaciéon suave

durante 18 hs.
3. Medir la DOsoo de los tres cultivos hasta que uno de ellos alcance un valor de 0,55.

4. Transferir el cultivo a un bafio de hielo e incubar 10 min.
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5. Colectar las células por centrifugacién a 2.000g a 4°C por 10 min.

6. Descartar el sobrenadante.

7. Resuspender las células en 80 ml de tampoén Inoue frio.

8. Colectar las células por centrifugacién a 2.000g a 4°C por 10 min.

9. Descartar el sobrenadante totalmente.

10. Resuspender las células en 20 ml de tampén Inoue frio.

11. Agregar 1,5ml de DMSO, mezclar por inversion y dejar en hielo 10 min.
12. Fraccionar en alicuotas de 50-100 pl.

13. Congelar en N2 liquido y conservar las alicuotas a -70°C hasta su uso.

2.5.4 Transformacion de bacterias competentes

Para la transformacion de las bacterias competentes obtenidas como se describi6

en el punto anterior se utiliz6 el siguiente protocolo.

1. Tomar una alicuota de bacterias competentes y agregar el ADN a transformar (hasta
25 ng cada 50 pl de bacterias) en un volumen que no exceda el 5% del volumen de
las células. Si la alicuota proviene de una conservacion a -80°C, descongelarla

lentamente sobre hielo.
2. Incubar en hielo 30 min.
3. Dar un golpe de calor a 42°C durante 90 seg.
4. Incubar en hielo 5 min.
5. Agregar 800pl de SOB o LB a cada tubo. Incubar a 37°C durante 45 min.

6. Sembrar 100-200 pl en una placa con el marcador de resistencia adecuado, si

correspondiera, e incubar a 37°C durante 18 hs.
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2.5.5 Selecciéon de colonias recombinantes

El vector pGEM-T Easy posee el sitio de clonado dentro de la secuencia que
codifica para el péptido de la B-galactosidasa, por lo que un inserto clonado dentro de
dicha regién interrumpira su marco abierto de lectura. Cuando el gen de la [-
galactosidasa se expresa, las colonias de bacterias transformadas crecidas en el medio
LB-Agar-Ampicilina, en presencia de IPTG (inductor de la enzima) y de X-Gal (sustrato
cromogénico), se tornan azules. Dichos sustratos pueden incorporarse al medio de
cultivo durante su preparacién o agregarse por absorcién a las placas ya preparadas.
Por lo tanto, las colonias conteniendo pGEM-T Easy no recombinante serdn azules,
mientras que las que contengan el pladsmido recombinante serdn blancas por no

expresar dicha enzima.

2.6. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Se mezclaron las cantidades necesarias de tampén 10X (provisto por el fabricante
junto con la enzima correspondiente), ADN, enzima de restricciéon y agua bidestilada.
En los casos en que la enzima lo requeria se agregé seroalbimina bovina (BSA) a una
concentracién final de 100 pg/ml. La mezcla fue incubada durante 3 hs a la
temperatura 6ptima de actividad de cada enzima.

Se tuvieron en cuenta las siguientes reglas generales:
e Lamasade ADN en las digestiones fue de 2 pg.

e Se utilizaron entre 5-10U de enzima de restricciéon por cada 1-3 pg de ADN.

2.7. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante espectrometria utilizando los
equipos Genespecl® y NanoDrop 1000®, calculando la concentracion y pureza de las

muestras mediante los valores de DO a 230 nm, 260 nm y 280 nm.
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2.8. Secuenciacion de ADN

Las tareas de secuenciacién fueron llevadas a cabo por el Lic. Sergio Valente en
nuestro laboratorio utilizando un secuenciador MegaBACE 500 (Amersham Pharmacia,
Little Chalfont, UK), o por el servicio de secuenciacién de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

También se utiliz6 el servici6 de secuenciacién brindado por Macrogen Inc

(Geumchun-gu, Seoul, Korea).

2.9. Alineamiento de secuencias de acidos nucleicos

El alineamiento de secuencias de ADN se realiz6 utilizando el programa MEGA
4.0 (Tamura y col., 2007).
Las secuencias de ARN fueron alineadas con R-Coffee (Wilm y col., 2008) utilizando los
parametros originales, desde el servidor www.tcoffee.org (Notredame y col., 2000)
(Moretti y col.,, 2008). R-Coffee es un programa especialmente disefiado para el
alineamiento de secuencias de ARN no codificantes de proteinas, el cual incorpora

datos sobre la estructura secundaria de las moléculas de ARN a alinear.

El Logo de secuencias satélite se realiz6 en http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi (Crooks

y col., 2004; Schneider and Stephens, 1990).

2.10. Construcciéon de dendogramas

2.10.1 A partir de alineamientos de secuencias de ARNr

Los dendogramas de las secuencias de los genes de ARN ribosomal 24Sa. y 185
fueron construidos con el programa MEGA 4.0 (Tamura y col.,, 2007), utilizando el
algoritmo de Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987) con los parametros originales.
Para evaluar la confiabilidad de los nodos se utiliz6 el método de Bootstrap con 100

réplicas.
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2.10.2 A partir de perfiles de amplicones Inter-RE

Para la construccion de dendogramas a partir de perfiles de amplicones Inter-RE
se utiliz6 el programa Gelcompar 4.0. Se estim6 el porcentaje de similitud genética
utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson que tiene en cuenta la presencia o
ausencia de bandas como en el coeficiente de Jaccard, asi como las diferencias de
valores densitométricos de la intensidad de las bandas. Al tener en cuenta los valores
densitométricos de la intensidad de las bandas, todas las bandas independientemente
de su peso molecular son informativas. Este coeficiente es particularmente
recomendado para patrones de bandas complejos como los del tipo huella dactilar de
ADN (DNA fingerprint) (Giraffa y col., 2000). Para la construcciéon del dendograma se
utilizé el algoritmo UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic

averages) (Vauterin, 1992).
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Resultados

1

Desarrollo de estrategias para la

genotipificacion de T. cruzi

En el presente capitulo se incluyen los resultados obtenidos con ensayos de tipificacion
molecular de UTD de T. cruzi y de polimorfismo infra-UTD desarrollados en el marco

de esta tesis.
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1.1 Estrategia para la identificacién molecular diferencial de

tripanosomatidos

El analisis de muestras de heces de triatominos por microscopia 6ptica (MO) es
una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para estimar la prevalencia de
triatominos naturalmente infectados con T. cruzi en estudios de vigilancia entomolégica
y en triatominos infectados experimentalmente en insectarios, para determinaciones de

xenodiagnostico.

Sin embargo la observaciéon microscopica directa presenta ciertas limitaciones en
cuanto a sensibilidad y especificidad, siendo altamente dependientes de la experiencia
del observador. En algunas circunstancias, no es posible distinguir si los flagelados
observados por MO son T. cruzi, u otros flagelados como T. rangeli o Blastochritidia

triatomae.

En este sentido, hemos disefiado una estrategia para la identificacién de
tripanosomatidos en heces de triatominos. Como primer paso, realizamos el ensayos de
PCR-24sa. que utiliza los oligonucleétidos D75 y D76, que se acoplan a una region
conservada del gen ARNr 24Sa en los tripanosomatidos, pero amplifican una zona
altamente variable, que permite una primera aproximaciéon a la identificacion del
flagelado segtn el peso molecular del amplicon producido (Tabla 1.1). Sin embargo,
sabiendo que puede hallarse un gran namero de especies de tripanosomatidos
planteamos la necesidad de realizar un andlisis mas profundo. Por lo tanto, como
segundo paso analizamos la secuencia nucleotidica del fragmento amplificado usando

la herramienta de blastn accesible en la pagina http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

para buscar las secuencias con mayor similitud a la amplificada. En este caso no
encontramos ninguna secuencia con alta similitud que permitiera inferir la especie del
organismo presente en la muestra, por lo cual decidimos alinear la secuencia del
fragmento amplificado con otras presentes en las bases de datos, con el objetivo de
construir un dendograma que permita ubicar filogenéticamente al organismo dentro de
los tripanosomatidos. El dendograma obtenido fue comparado con otro realizado con

secuencias del gen del ARNr 18S que son més abundantes y de esta manera se pudo
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deducir el grupo taxonémico al cual pertenece el tripanosométido presente en la

muestra.

Tripanosomatido Tamano (pb)

T. cruzi ll 289
T. cruzi | 274
T. rangeli 239
C. fasciculata 225

Tabla 1.1. Tamarfio del fragmento del gen ARNr 24So amplificado por PCR-24so en distintos

tripanosomatidos.

Esta estrategia fue utilizada para la identificaciéon de tripanosomatidos presentes en
muestras de heces de triatominos silvestres positivas por microscopia 6ptica, como se
describe en detalle en la secciéon 3.3.1. Brevemente, logramos identificar como B.
triatomae a los tripanosomatidos presentes en heces de triatominos silvestres de las
especies Triatoma guasayana y Triatoma garciabesi, que por microscopia Optica en el
campo habian sido identificados como T. cruzi. Estos resultados tienen importancia
epidemiolégica en la determinacion precisa de las especies de triatominos que acttan

como vectores de la enfermedad de Chagas en distintas regiones endémicas.

1.2 Distincion molecular entre poblaciones de T. cruzi

portadoras de secuencias satélite de Tipo Iy II

Como se ha mencionado en la Introduccion, las dos UTD parentales de T. cruzi,
Tc Iy Tc Il portan unidades de la secuencia repetitiva satélite que difieren en un 10% de
su secuencia aproximadamente, llamadas secuencias satélite Tipo 1 y Tipo II
respectivamente (Elias y col., 2005). Nosotros hemos extendido este analisis a las 6 UTD
de T. cruzi, describiendo por primera vez las repeticiones de ADN satélite de las UTD

Tc IIL, IV y V (nameros de acceso en GenBank: EU728662-EU728667) (Fig. 1.1 y Fig 1.2).

En este sentido, hemos desarrollado una estrategia que permite distinguir a ambos
grupos seguin la temperatura de desnaturalizacion de los amplicones obtenidos una vez
finalizada la reacciéon de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green, ya que el mismo

solo produce fluorescencia cuando se encuentra acoplado a ADN doble cadena.
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Fig. 1.1. Secuencias de repeticiones satélite de cepas de referencia de las 6 UTD. Los polimorfismos son

mostrados utilizando la nomeclatura IUPAC. Silvio X-10 cl1: Tc I, Can III: Tc IV, Tul8: Tc II, M5631: Tc

TCTT0uC,

III, Mncl2: Tc V, Cl-Brener: Tc VI.
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Fig.1.2. Logo de secuencias satélite representando el nivel de conservaciéon de cada posicién nucleotidica,

construido con las secuencias de las cepas de referencia de las 6 UTD mostradas en la Fig. 1.1.
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Las UTD de origen hibrido han heredado de manera predominante secuencias de
alguno de los dos grupos, permitiendo asi agruparlos junto a la UTD parental que mas
secuencias satélite aport6 a su genoma. Las poblaciones Tc IV contienen secuencias
satélite similares a Tc I, mientras el resto contiene fundamentalmente secuencias
similares a Tc II. Esto permite la distinciéon entre dos grupos de UTD, T. cruzi 1/1IV

(grupo SatI) y T. cruzi II/111/V/VI (grupo Sat II).

El grupo Sat I genera amplicones que se desnaturalizan a una temperatura por encima
de los 85° C, mientras que el grupo Sat II genera amplicones que se desnaturalizan a

una temperatura por debajo de dicho valor (Fig. 1.3).

Esta estrategia de PCR en tiempo real, a la cual hemos denominado PCR-Lg, fue
validada utilizando un panel de 25 cepas (Tabla 1.2): cinco pertenecientes a Tc I, seis a

Tc II, tres a Tc III, uno a Tc IV, cinco a Tc V y los cinco restantes a Tc VI.
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Fig. 1.3. Andlisis de la curva de desnaturalizacién de los amplicones de ADN satélite de cepas de
referencia obtenidos por PCR-Lg. Los amplicones de ADN satélite del grupo I muestran temperaturas de
desnaturalizaciéon por encima de los 85°C, mientras que los productos de amplificacién del grupo II
tienen temperaturas de desnaturalizacién por debajo 85°C. Se utilizaron las siguientes cepas de

referencia: Tc I: Silvio X-10 cl1, Tc II: Tul8, Tc III: M5631, Tc IV: Can III, Tc V: Mn cl2, Tc VI: Cl-Brener.
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Los intervalos de confianza del 99% de las temperaturas de desnaturalizacién de las
cepas de T. cruzi del grupo Sat I (media: 85,5 ° C, IC 99% 85,2-85,8) y Sat II (media: 84,4 ©
C, IC 99% 84.2-84.7) no se solapan (Tabla 1.2).

Stock Td (°C) uTD Td (°C) £ DS Grupo Sat

Silvio X-10 cl1 85,7

Pal v2-2 85,4

G 85,5 | 85,34 +£0,15 |
SN3 85,3

HA 85,4

Canlll 85,7 \ 85,70+0,30

Tul8 84,6

JG 84,8

Gilmar 84,8 I 84,60 £ 0,18

Y 84,6

Basileu 84,4

Mas cl1 84,4

M5631 83,9

Cu-TOM-229 84,5 11 84,03 £ 0,45
Cu-Yaya-211 83,6

Mn cl2 84,4 I
Bug 2148 cl1 84,8

S0O3 cl5 84,7 Y 84,44 + 0,30

PAH265 84,1

Tev 41 84,2

Cl Brener 84,2

Tul77 84,7

Tep7 84,3 vi 84,42 0,33

MC 84,0

Tepb6 84,9

Tabla 1.2. Temperaturas de desnaturalizacién de los fragmentos de ADN satélite amplificados por PCR-

Lg de cepas representativas de las 6 UTD.

1.3 Ensayos de genotipificacion de T. cruzi por PCRs Inter-

Elementos Repetitivos.

Con el objetivo de desarrollar estrategias de tipificacion que puedan ser
utilizadas para discriminar entre poblaciones parasitarias de distintas UTD, como asi

también entre poblaciones pertenecientes a una misma UTD, desarrollamos ensayos
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basados en la amplificaciéon de fragmentos cromosémicos flanqueados por elementos
repetitivos. Al separar los amplicones generados por electroforesis, se obtiene un perfil

especifico que es utilizado para la construccién de dendogramas.

1.3.1 Analisis in silico de la conservacion y representatividad de

secuencias repetitivas de T. cruzi.

Se realiz6 un andlisis in silico, para determinar las regiones conservadas cercanas
a los extremos 5 y 3” de los elementos repetitivos SIRE, TcIRE y NARTc. En estas
regiones se disefiaron oligonucleétidos para realizar ensayos de PCRs inter-elementos
repetitivos y se evaludé la representatividad de cada oligonucleétido utilizando la
herramienta blastn en la base de datos de contigs genémicos de T. cruzi en TriTrypDB

http:/ /tritrypdb.org (Tabla 1.3).

Oligonucleédtido Secuencia (5°-3") Representatividad
TcIRE-Fw CCCGTTGGTGCTCTCTTTTGC 2020
TcIRE-Rv CAAGGGGACACACACACAGAGG 2001/1918
NARTc-Fw CCCTTCCGACCCGTTTGTGCG 181
NARTc-Rv CAACGGCTGGGCATTGAACAGGA 223
INS-Fw TCCATAGATWATTTCAGGATCC 166/135
INS-Rv ATTAAGTTAGCCAGCTCTMCC 155/207

Tabla 1.3. La representatividad de cada oligonucleétido en el genoma de Cl-Brener estd indicada con el
numero de resultados positivos en la bisqueda por Blast. Para los oligonucleétidos que tienen sitios
degenerados, se realiz6 la busqueda con ambos sitios polimérficos de manera individual y se muestran

ambos resultados.

1.3.2 Analisis de la distribucién y estabilidad de SIRE

Para que SIRE pueda ser utilizado como marcador molecular para diferenciar
poblaciones parasitarias, es necesario que su distribucién sea diferencial entre cepas de
distinta UTD, pero que a su vez, se mantenga constante en tiempos evolutivos cortos.
Con este fin realizamos ensayos de “Southern blot” con ADN de cepas de referencia de
las 6 UTD, completamente digerido con Hind III. También analizamos muestras de
ADN tomadas a distintos tiempos de dos cepas de distinta UTD, Tulahuen (VI) y TCC

(I), mantenidas y propagadas por mas de 20 afios en el Laboratorio de Patologia
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Experimental de la Universidad Nacional de Salta a cargo del Dr. Miguel A. Basombrio,

con pasajes en cultivo y ratén.

TuTlahuen Tcc

(vI) (D
77 01 80 90 01

Fig. 1.4. Estabilidad de SIRE en cepas Tc I y Tc VI mantenidas en cultivo y pasaje por ratén, por mds de

20 afios. Sobre las calles se indica el afio en el que se tom¢ la muestra.

uTDh

Iv II IITI V VI

Fig. 1.5. Southern-Blot de ADN genémico de T. cruzi digerido con Hindlll mostrando la distribuciéon

diferencial de SIRE en cepas representativas de las 6 UTD de T. cruzi.
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Interesantemente, los perfiles obtenidos para los cultivos de una misma cepa resultaron

idénticos a todos los tiempos evaluados (Fig. 1.4), mientras que los perfiles entre las

distintas cepas resultaron diferentes (Fig. 1.5).

1.3.3 Validacion en cepas de laboratorio de distintas UTD

Se ensayaron distintas estrategias de amplificacion utilizando distintas

combinaciones de oligonucle6tidos complementarios a los extremos de elementos

repetitivos de T. cruzi con el fin de desarrollar un ensayo para la tipificaciéon de T. cruzi

(Tabla 1.4).

N° de Bandas

Oligonucledtido Cepa uTD .
Informativas
TeIRE-Fw Cual Vi 2
TclIRE-Rv
NARTC-Fw cual Vi 1
NARTc-Rv
INS-Fw Cual Vi 6
INS-Rv
TcIRE-Fw
TcIRE-Rv
NARTC-Fw Cual Vi 3
NARTc-Rv
INS-Fw
INS-Rv
Silvio x-10 I 2
TclIRE-Fw TCCO1 | 1
Tull 01 Vi 3
Silvio x-10 | 1
TcIRE-Rv TCCO1 | 1
Tull 01 Vi 5
NARTc-Fw Silvio x-10 | 1
TCCO1 | 1
NARTC-Rv Tull 01 Vi 4
TeIRE-Fw Silvio x-10 | 2
TCCO1 | 4
NARTC-Rv Tull 01 VI 2
NARTc-Ew Silvio x-10 I 2
TCCO1 | 5
TCIRE-Fw Tull 01 Vi 4

Tabla 1.4. Numero de bandas informativas obtenidas al utilizar distintas combinaciones de

oligonucleétidos complementarios a diferentes elementos repetitivos.
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N° de Bandas

Oligonucledtido Cepa uTD .
Informativas
Silvio x-10 | 4
TCCO01 I 4
TclIRE-Rv

Tull 01 VI 4
Tull 01 VI 5
Tep7 Vi 5
Cl-Brener VI 5
INS-Fw TCCO1 | 7
Pav0O cl7 I 2
Silvio x-10 | 7
Cl-Brener VI 4
INS-Ry Tul8 I 6
Mncl2 Vv 6
TCIRE-Fw Cl-Brener VI 6
INS-Rv Tul8 1] 6
Mncl2 \' 6
TCIRE-Fw Cl-Brener VI 7
INS-Rv Tul8 1] 2
Mncl2 \Y 3
TCIRE-Fw Cl-Brener \ 3
TeIRE-Ry Silvio X-10 | 14
Y I 10
NARTC-Rv M5631 1l 11
INS-Fw Canlll v 8
MNcl2 \Y 10

INS-Rv
Cl-Brener VI 9
TeIRE-Fw Silvio X-10 | 8
Y 1] 9
NARTC-Rv M5631 1l 9
INS-Fw Canlll \Y) 5
MNCcl2 \Y 9

INS-Rv
Cl-Brener \ 10

Tabla 1.4 (cont.). Numero de bandas informativas obtenidas al utilizar distintas combinaciones de

oligonucleétidos complementarios a diferentes elementos repetitivos.

La mayor resolucion para discriminar entre cepas de distintas UTD se obtuvo al utilizar

el oligonucle6tido INS-R que se acopla al elemento SIRE, por lo que llamamos
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denominamos la reaccion PCR-Inter-SIRE-1. Se obtuvieron entre 8 y 11 bandas
informativas, entre 250 y 2500 pb (Fig. 1.6), que fueron utilizadas para la construccion

de un dendograma (Fig. 1.7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15

Fig. 1.6. PCR-Inter-SIRE-1. Gel de agarosa representativo mostrando el patrén de bandas obtenido al
amplificar regiones gendmicas flanqueadas por elementos SIRE contiguos y opuestos. Se analizaron 13
cepas de T. cruzi, representativas de las 6 UTD; calle 1: Tep7, 2: Tep6, 3: Tev4l, 4: PAH179, 5: PAH265, 6:
Tul8, 7: No amplifico, 8: Can III, 9: M5631, 10: TCC, 11: SN6, 12: Mg10, 13: Cas16, 14: Silvio X-10 cl1.
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C100

If VooV vV |

Fig. 1.7. Dendograma construido utilizando el coeficiente de similitud de Pearson, representando el

porcentaje de similitud genética entre 13 aislados de T. cruzi representativos de las 6 UTD, calle 1: M5631,
2: PAH265, 3: PAH179, 4: Tev41, 5: Tep6, 6: Tul8, 7: Tep7, 8: Can III, 9: SN, 10: Silvio X-10 cl1, 11: Mg10,

12: Cas16, 13: TCC. La UTD de los aislados se encuentra debajo de cada calle en nimeros romanos.

1.3.4 Discriminacidn entre cepas parasitarias de UTD Tc Il y Tc VI por
PCR Inter-SIRE-2

Dada la imposibilidad de distinguir adecuadamente poblaciones parasitarias Tc
I de Tc VI por ensayos de PCR tradicionales, procedimos a desarrollar un ensayo

aprovechando la distribucién diferencial de elementos repetitivos en sus genomas.
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Al utilizar los oligonucleétidos INS-R e INS-F, se obtuvieron patrones diferenciales y
altamente conservados para cada UTD. El niimero de bandas informativas es bajo, pero
esto se ve compensado por el alto grado de conservacién que muestran los patrones

entre cepas del mismo UTD (Fig. 1.8).

08
06

Gilmar
Y

Mas cl1
Bo
hcs

utbD Il

(¥
~i

w W
L L

J
éiasileu

CL-Brener

uTD VI

Cua

bapitén
ia k MC

O]

Fig. 1.8. Dendograma representando porcentaje de similitud genética entre aislados de T. cruzi
pertenecientes a las UTD Tc Il y Tc VI. Se utiliz6 el coeficiente de similitud de Pearson para el calculo de

las distancias genéticas y el algoritmo UPGMA para la construcciéon del dendograma.

1.4 Pr1-Pr3: una estrategia altamente sensible para la

discriminacion entre aislados parasitarios Tc Il y Tc VI.

Con el objetivo de diferenciar entre poblaciones de T. cruzi pertenecientes a los
UTD Tc II y Tc VI, indistinguibles mediante las PCRs tradicionales dirigidas a las
secuencias espaciadoras de genes del mini-exén y secuencias de ADN ribosomales 185

y 24s0, decidimos desarrollar un ensayo de PCR basado en el elemento A-10.

Los oligonucledtidos P3-P6, originalmente propuestos por Brisse y colaboradores
(Brisse y col, 2000) dan lugar a un amplicén del 625 pb en las cepas Tc II y no producen
amplicones en el resto de las UTD. Sin embargo, usar este tipo de estrategia en

muestras biol6égicas, donde un resultado PCR negativo puede no deberse a la ausencia
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de Tc II, sino a un fenémeno de inhibicién o de carga parasitaria insuficiente, no es

recomendable.

Por lo tanto, el disefio de este nuevo ensayo se basé en la obtencién de productos de
PCR de tamafio diferencial para ambas UTD mencionadas. Asimismo este ensayo
permitiria distinguir infecciones mixtas con UTD Tc II. Con este objetivo, amplificamos
y secuenciamos el fragmento A-10 obtenido a partir de las cepas Tul8, Af-1, Mncl2,
PAH265, Tev6, Tep7 y Tev4l (nimeros de acceso: EF382357, EF394300- EF394305) y
disefiamos nuevos oligonucleétidos sentido y anti-sentido dentro de dicho fragmento.
Se evaluaron distintas combinaciones de los nuevos oligonucleétidos a fin de encontrar
una dupla que genere amplicones en ambas UTD, pero de distinto peso molecular. La
combinacion de los nuevos oligonucleétidos Prl y Pr3 dieron lugar a un amplicén de
aproximadamente 580pb para aislados de UTD Tc II, mientras que en aislados de UTD
VI el amplicon resulté de 525pb (Fig. 1.9). A esta reacciéon la denominamos Pr1-Pr3.
Este método fue validado con un panel de muestras de ADN de 23 cepas de las UTD Tc
II'y Tc VI. También se incluyeron cepas de las 4 UTD restantes (tabla 1.5).

Fig. 1.9. PCR Pr1-Pr3. Las calles 1-4 y 6-8 son aislados Tc 1I, mientras las calles 5 y 9 corresponden a
aislados Tc VI. Los tamafios de los amplicones estdn indicados en pb. Las calles 10 son el marcador de

peso molecular de 100 pb.
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Cepa Origen UTD Tamaiio (pb)
Tu 18 Chile Tcll 580
Af-1 Colombia Tcll 580
Basileu Brasil Tcll 580
Bol Bolivia Tcll 580
Gilmar Brasil Tcll 580
JG Brasil Tcll 580
Mas Brasil Tcll 580
Ncs Brasil Tcll 580
Y Brasil Tcll 580
Cl-Brener Brasil Te VI 525
Lamber Argentina Tc VI 525
MC Brasil Tc VI 525
Mofia Argentina Tc VI 525
Bati Argentina Tc VI 525
Capitan Argentina Tc VI 525
Cual Argentina Tc VI 525
La-3-1 Argentina Tc VI 525
Nico Argentina Tc VI 525
Tepb6 Argentina Tc VI 525
Tep 7 Argentina Tc VI 525
Tol Ac Argentina Tc VI 525
Tul 2001 Argentina Tc VI 525
Tul 77 Argentina Tc VI 525
PalDa 1 Argentina Tcl 525
TCC9/01 Argentina Tcl 525
Silvio X-10 cl1 Brasil Tcl 525
Bajo diluca Argentina Tcl 525
Can Il Brasil Tc IV 525
M5631 Brasil Tclll 525
PAH265 Argentina TcV 525
Tev4l Argentina TeV 525
Mn cl2 Chile TcV 525

Tabla 1.5. Tamafio aproximado del fragmento A10 amplificado por PCR Pr1-Pr3 en cepas de las 6 UTD.

Para aumentar la sensibilidad del ensayo y poder analizar una mayor proporcién de
muestras biolégicas, se modifico para realizarlo en la modalidad de PCR “hemi-
nested”, o semi-anidada. En la primera ronda de amplificaciéon se utiliza el
oligonucleétido Prl junto al P6 disefiado por Brisse y col, mientras que en la segunda
ronda se utilizan los oligonucleétidos Pr1 y Pr3. También adaptamos el ensayo para ser

utilizado en PCR en tiempo real, donde los productos de amplificacion de ambas UTD
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son diferenciados claramente por sus temperaturas de desnaturalizacion (Fig. 1.10,
Tabla 1.6). Los amplicones de cepas Tc II tienen una temperatura de desnaturalizacion
de por debajo de los 84°C, mientras que los amplicones de cepas Tc VI se

desnaturalizan por encima de ese valor.

Cepa Td (°C) uTD Media Ds N Int. Conf. 99/
Af-1 83,4 Il
Gilmar 83,8 ]
IG 83,6 Il
Y 83,8 . 83,48 0,24 7 10,23
Mas cl1 83,2 1]
Bol 83,4 Il
NCS 83,2 Il
Tul8 83,4 Il
Cl Brener 84,6 Vi
Tul 1l 84,8 Vi
Tep7 84,2 Vi 84,64 0,38 5 0,44
Tol Ac 84,4 Vi
MC 85,2 Vi

Tabla 1.6. Distribucién de los valores de las temperaturas de desnaturalizacion del fragmento A10

amplificado por PCR Pr1-Pr3 en cepas de las UTD Tc Il y Tc VI.

Tc Il Tc VI

Temperature

Fig. 1.10. Curvas de desnaturalizacién de los fragmentos amplififcados con los oligonucleotidos Pr1-Pr3.

Las curvas por debajo de 84°C corresponden a cepas Tc II, mientras las curvas por encima de ese valor

corresponden a cepas Tc VL
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1.5 Ensayos con sondas para la distincion entre grupos de T.

cruzi segiin la secuencia intergénica del mini-exén

Estas reacciones tienen como blanco la region inter-génica espaciadora del mini-
ex6n y logran discriminar entre 4 grupos de T. cruzi: Tc I, Tc III, Tc VIy Tc1I/V/VL
Estos ensayos se realizaron durante una pasantia en el laboratorio de la Division de
Enfermedades Parasitarias del CDC, Atlanta, Georgia, EEUU, a cargo del Dr.

Alexandre da Silva.

1.5.1 Ensayo de PCR en tiempo real Tagman multiplex

Se disefi6 una PCR multiplex con sondas Tagman para amplificar y detectar los 4
grupos de secuencias, a la que denominamos MTq-PCR. Utilizamos un oligonucleétido
sentido comun y oligonucleétidos anti-sentido especificos para cada grupo, que

producen amplicones distinguibles en geles de agarosa (Tabla 1.7 y Fig. 1.11).

Posicidon de

Oligonucleétido Hibridizacién (pb) Secuencia

UTCC-Fw 1 CAGTTTCTGTACTATATTGGTACG
Tcl-Rv 425 CGATCAGCGCCACAGAAAGT
Tcll/V/VI-Rv 335 GGAAAACACAGGAAGAAGC
Tclll-Rv 452 CATTTTTATGAGGGGTTGTTCG
TclV-Rv 545 CATTTTTATTAGGGGTTGTACG
Sonda

Tcl-Tq 203 Fam-CTCCTTCATGTTTIGTGTCG-BHQ1
Tell/V/VI-Tq 151 Hex-TATACCCATATATATATAGC-BHQ1
Tclll-Tq 292 Quas670-AATCGCGTGTATGCACCGT-BHQ3
TclV-Tq 433 Calrd610-GCCCCCGACGCCGTCCGTG-BHQ2

Tabla 1.7. Oligonucleétidos y sondas utilizados en el ensayo de PCR-MTq. La posicién de hibridizacién
estd indicada para las siguientes cepas de referencia: Tc I: Cutia, Tcll/V/VI: Tul8, Tc III: M5631, Tc IV:
Can III. Las bases modificadas LNA en las sondas estan indicadas en negrita y subrayadas. En el extremo

5’de cada sonda se indica el fluoréforo acoplado y en el extremo 3“se indica el “quencher” acoplado.

Para su utilizaciéon en modalidad de tiempo real, en las regiones diferenciales entre los
4 grupos de secuencias, pero conservadas dentro de los mismos, se disefiaron sondas

con bases modificadas LNA para la deteccion especifica de cada amplicon. En total, se
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disefiaron y evaluaron 10 sondas Tagman, de las cuales elegimos las 4 de mayor

especificidad (Tabla 1.7).

Los nucleétidos con modificaciones LNA presentan una mayor fuerza de unién, lo que
permite disefiar sondas con mayor afinidad por el amplicon. En este ensayo no se
incluy6 una sonda complementaria a un control interno debido al limitante de 4 canales

de deteccion que presenta el equipo de PCR.

clvV Tclll
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Fig. 1.11. PCR multiplex que genera amplicones diferenciales para 4 grupos de T. cruzi. Los pesos

moleculares de los amplicones estdn indicados en pares de bases y son aproximados.

Para determinar la sensibilidad del método en muestras de sangre periférica humana,
se analizaron muestras de sangre humana contaminadas artificialmente con cantidades
conocidas de epimastigotes de T. cruzi I. Se obtuvo una sensibilidad de 5 parasitos/ ml
(datos no mostrados). También se comparé la sensibilidad de la reaccién segtin la UTD
con ADN purificado de cepas de referencia. Los resultados de las reacciones de PCR en
este caso fueron analizados por gel de agarosa. Se observé una sensibilidad de 0,1 pg
de ADN/well para las UTD Tc II, Tc IV y Tc V, y una sensibilidad igual o menor que
0,01pg de ADN/well para las UTD Tc I, Tc Il y Tc IV (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12. Comparacion de la sensibilidad de la PCR dirigida al espaciador intergénico del mini-exén con

ADN purificado de cepas de referencia de las 6 UTD.

Cepa Origen uTD sonda
[ 1I/V/VI 1] v
Triatoma EEUU Tcl 29,41 No Ct No Ct No Ct
Duran Méjico Tcl 27,38 No Ct No Ct No Ct
Gamma EEUU Tcl 24,92 No Ct No Ct No Ct
D11 Brasil Tcl 17,88 No Ct No Ct No Ct
SN3 Colombia Tcl 26,79 No Ct No Ct No Ct
G Brasil Tcl 20,31 No Ct No Ct No Ct
Silvio X-10 Brasil Tcl 22,86 No Ct No Ct No Ct
Cl72 Argentina Tcl 35,15 No Ct No Ct No Ct
Cl78 Argentina Tcl 33,79 No Ct No Ct No Ct
Tu 18 Chile Tcll No Ct 26,27 No Ct No Ct
Basileu Brasil Tcll No Ct 32,23 No Ct No Ct
Gilmar Brasil Tcll No Ct 39,62 No Ct No Ct
JG Brasil Tcll No Ct 41,66 No Ct No Ct
M5631 Brasil Tclll No Ct No Ct 30,27 No Ct
Can lll Brasil TclV No Ct No Ct No Ct 25,32
Griffen EEUU TclVv No Ct No Ct No Ct 22,36
MnCL2 Chile TcV No Ct 29,76 No Ct No Ct
Pah179 Argentina TcV No Ct 17,17 No Ct No Ct
Tev4l Argentina TcV No Ct 14,81 No Ct No Ct
Pah 265 Argentina TeV No Ct 18,72 No Ct No Ct
SO3 Brasil TcV No Ct 33,61 No Ct No Ct
Mas Brasil TcV No Ct 28.71 No Ct No Ct
CI-Br Brasil Tc VI No Ct 27,86 No Ct No Ct
Capitan Argentina Te Vi No Ct 23,45 No Ct No Ct
Cual Argentina Te Vi No Ct 26,17 No Ct No Ct
Tep7 Argentina Tc VI No Ct 17,09 No Ct No Ct

Tabla 1.8. Tipificacion por PCR-MTq de 26 aislados, representativos de las 6 UTD, previamente

tipificados por PCR convencionales (Burgos y col, 2007).
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Para validar la técnica se analizaron 26 cepas de T. cruzi previamente tipificadas por
PCR convencionales. En todos los casos la tipificacion por PCR en tiempo real fue

concordante con los resultados obtenidos previamente (Tabla 1.8).

1.5.2 Ensayo con tecnologia Luminex

Para este ensayo se utilizaron oligonucleétidos con las mismas secuencias que
los disefiados para la PCR en tiempo real multiplex con sondas Tagman, més un par de
oligonucle6tidos que amplifican un control interno (CI) de la reaccién. Sin embargo
para realizar los ensayos Luminex es necesario que un oligonucleétido por amplicén se
encuentre biotinilado. Por lo tanto, el oligonucleétido comtn a los 4 grupos de mini-
exén se encuentra biotinilado, al igual que el oligonucleétido anti-sentido del control
interno. Para la deteccion de los 5 amplicones se disefiaron y evaluaron un total de 27

sondas.

Las sondas que mayor afinidad presentaban por sus amplicones, que a su vez
presentaban baja reaccién cruzada con amplicones no especificos, fueron evaluadas en
diferentes condiciones de reaccién. Se ensayaron fundamentalmente variantes en la
cantidad de producto de PCR incubado junto a las sondas y la temperatura de acople

entre las sondas y los amplicones.

Las condiciones inicialmente evaluadas fueron las sugeridas por el fabricante. Se
utilizaron 2ul de producto de PCR y se incub6 a 45°C. Bajo estas condiciones se evalué
el ensayo con 24 muestras de ADN de cepas de T. cruzi (Tabla 1.9). Las sondas para Tc
I, Tc II/V/VI, Tc 1l y CI produjeron valores de fluorescencia especificos >1000. Sin
embargo los valores de los blancos fueron elevados. Ninguna de las sondas disefiadas

para Tc IV di6 sefial de fluorescencia especifica (Tabla 1.9).
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Sonda Sonda
Cepa Muestra Cepa Muestra
Tel  Tell/v/vi Telll Telv cl Tel  Tolfvivi  Telll Telv cl
TE 1x 451 654 326 304 295 Pah 265 248 1610 191 201 211
TE1x Blanco 683 906 447 431 447 sS03 Tcv 190 1563 163 158 223
TE1x 739 947 515 486 521 MAS cl1 232 1427 223 208 253
D11 1549 155 146 120 131 Cl-Brener 275 1401 233 236 264
SN3 1353 250 215 153 213 Capitan 183 1167 192 179 196
G 1449 266 259 188 227 Cual Tc Vi 146 1596 153 124 170
Triatoma Tel 1167 471 354 326 341 Tep7 247 1403 200 207 242
Duran 1885 348 282 256 306 Tepb 217 1796 174 180 185
Gamma 1827 77 344 317 340
Silvio X-10 1507 292 258 137 253 S(-)+Cl Cl 162 222 191 164 4433
Tulsd 222 1955 195 178 210 TE1x Blanco 652 903 365 314 359
Basileu Tcll 204 1147 209 172 229
Gilmar 190 869 173 182 211 Triatoma 1512 200 173 149 174
Triatoma Tl 1780 149 180 128 142
M5631 Tclll 245 335 2478 159 228 Triatoma 1867 295 238 227 262
Can il Tev 125 158 117 114 125 Cl-Brener 176 1406 178 125 150
Griffen 261 334 290 292 291 Cl-Brener  TcVI 250 1502 252 216 199
Cl-Brener 202 1504 201 202 199
Mn cl2 330 1809 305 269 325 TE1x 654 809 411 383 402
Pah 179 TcV 190 1475 136 160 165 TE 1x Blanco 817 1058 553 481 555
Tevdl 192 1574 180 155 160 TE 1x 658 847 414 386 450

Tabla 1.9. Ensayo de Luminex realizado a 45°C con 2uL de producto de PCR. Las sondas para Tc I, Tc
11/V/VI, Tc lll y CI produjeron valores de fluorescencia especificos >1000. Sin embargo los valores de los
blancos fueron elevados. Ninguna de las sondas disefiadas para Tc IV di6 sefal de fluorescencia
especifica.

Con el objetivo de disminuir los valores de fluorescencia inespecifica se aumenté la
temperatura del ensayo a 52°C. A su vez, para contrarrestar la disminucién producida
también en los valores de fluorescencia especifica por el aumento de la temperatura, se
aument6 a 10ul la cantidad de producto de PCR incubado con las sondas. Las sondas
para Tc I, Tc II/V/VI, Tc Il y CI, bajo estas nuevas condiciones si produjeron valores
de fluorescencia especificos >1000 y més de dos veces el valor del blanco (tabla 1.10).
Sin embargo, ninguna de las sondas disefiadas para Tc IV di6 sefial de fluorescencia

especifica (datos no mostrados).

Sonda
Muestra Cepa _—

Tcl Tc lI/V/VI Tclll Cl
Tcl Silvio X-10 2163 83 172 82
Tcll Tul8 60 1555 72 84
Tclll M5631 80 129 3880 101
cl S(-) + Cl 113 172 147 3623
PCR (-) Blanco 62 243 87 84
TE 1x Blanco 189 381 216 220

Tabla 1.10. Ensayo de Luminex realizado a 52°C con 10 pL de producto de PCR. Las sondas para Tc I, Tc
1I/V/VI, Tc 1ll y CI, produjeron valores de fluorescencia especificos >1000 y mas de dos veces el valor

del blanco.
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1.6 Analisis de la variabilidad genética de Tc I por PCR Inter-
RE.

Se evaluaron distintas combinaciones de oligonucle6tidos complementarios a los
extremos de elementos repetitivos de T. cruzi con el fin de desarrollar un ensayo que

permita analizar la variabilidad genética dentro de Tc L.

Los patrones con mayor resolucion y reproducibilidad se obtuvieron al utilizar una
combinacién de los oligonucledtidos INS-F, INS-R, L1Tc-R, TcIRE-R (Tabla 1.4). A este

ensayo lo denominamos PCR Inter-RE.

Se analizaron 12 cepas Tc I provenientes de Argentina, Brasil y Colombia, més una cepa
Tc VI para enraizar el dendograma (Tabla 1.11, Fig. 1.13, Fig. 1.14). El dendograma, en
general, mostré una asociacién entre el porcentaje de similitud genética y el origen
geografico de las cepas. Esto se observa en las cepas recolectadas en la localidad de El
Palmar, Chaco, Argentina, que tienen alto porcentaje de similitud genética, pero son
distintas a las colectadas en las localidades de Tres Estacas y Pampa Avila, Chaco,
Argentina. También se observa un alto porcentaje de similitud genética entre los
aislados provenientes de Colombia. Sin embargo, el clon D11, que se obtuvo a partir de
la cepa G, aparentemente no tienen un alto porcentaje de similitud genética con la
poblacién mayoritaria presente en el cultivo de la cepa G, demostrando la variabilidad

que puede existir entre clones en una misma poblacion.

Cepa Calle Origen uTD
Cl-Brener 1 Brasil \
Silvio X-10 2 Brasil |
SN3 3 Colombia (Sierra Nevada) |
HA 4 Colombia (Casanare) |
Gal-61-6 5 Colombia (Galeras) |
Tev9lcl5 7 Argentina (Loc. Tres Estacas) |
Pav00 cl7 8 Argentina (Loc. Pampa Avila) |
PalV1cll 9 Argentina (Loc. El Palmar) |
Pal V2-2cl5 10 Argentina (Loc. El Palmar) |
Pal V2-2cl4 11 Argentina (Loc. El Palmar) |
TCCcl1 12 Chile |
D11 13 Brasil |
G 14 Brasil |

Tabla 1.11. Nombre, posicién, origen y UTD de las cepas analizadas por PCR Inter-RE en la Fig. 1.12.
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Ioessl] 8 .13 14

Fig. 1.13. Corrida electroforética mostrando los perfiles obtenidos por PCR Inter-RE. La procedencia y

nombre de cada cepa se encuentra en la Tabla 1.11.

SN3 Colombia (Sierra Nevada)
HA Colombia (Casanare)

. Gal61-6 Colombia (Galeras)
TCCcl1 Chile

D11 Brasil

Tev91cl5  Argentina (Tres Estacas)
Pav00cl7 Argentina (Pampa Avila)
i Brasil

- PalVicht Argentina(El Palmar)

. PalV22cl5 Argentina (El Palmar)
Pal V2-1 cl4  Argentina (El Palmar)
Silvio X-10 cl1 Brasil

CkBrener Brasil (Tc V1)

:

Fig. 1.14. Dendograma representando porcentaje de similitud genética entre aislados de T. cruzi

analizados por PCR Inter-RE. Los paises de origen las cepas utilizadas se encuentran a la derecha del
nombre de las mismas. Para la construcciéon del dendograma se utilizé el coeficiente de similitud de

Pearson.

1.7 Analisis del perfil genético de poblaciones de T. cruzi con

microsatélites polimoérficos.

Con el objetivo de analizar el grado de clonalidad de poblaciones parasitarias, en
colaboracién con el grupo de la Dra. Andrea Macedo (UFMG, Brasil), estudiamos hasta
5 loci de microsatélites polimorficos a 23 muestras biolégicas y cultivos provenientes de

pacientes argentinos que presentaban distintas formas de la patologia de la enfermedad
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poblaciones pertenecientes a las otras UTD.

inclusive en poblaciones aparentemente policlonales.

de Chagas. Para algunas de las muestras, como analisis complementarios, se realizaron

estudios de polimorfismo del gen ARNr 24Sa y el mitocondrial COII. (Tabla 1.12).

Los tres loci que permitieron identificar poblaciones policlonales fueron TAC15, TAT y

AAAT, mientras que los loci ATT14 y AAT siempre resultaron tener uno o dos alelos,

Ademads, se observo para el locus TAC 15, que todas las muestras conteniendo

poblaciones de Tc I portaron en homocigosis el alelo de 96 pb, ausente en las

Los resultados biolégicos obtenidos serdn profundizados mas adelante en el Capitulo 3.

Muestras Bioldgicas

Loci de Microsatélites

rDNA24Sa.  COIl

TAC15 TAT ATT14 AAT AAAT

801 99/132/135 184/220 265/274 250/250 259/271/279 110/125 B
802 99/132/135 184/220 265/274 250/250 259/271/279 110/125 B
814 99/132/135 n.a n.a n.a n.a 110/125 n.a
AS 99/132/135 184/220  253/265 250/250 255/255 110/125 B+A
AL 96/96 184/184 253/262 n.a 255/255 110/125 A
HE 99/132/135 184/220  265/265 250/250 259/259 110/125 B
HT 132/135 n.a n.a n.a n.a. 110/125 n.a
FA 99/99 220/223 265/265 n.a 263/263 110 n.a
Tx3.1-Sang-Per n.a 181/181 n.a n.e. n.e. n.a n.e.
Tx3.2-Sang-Per n.a 181/181 n.a n.e. n.e. n.a n.e.
Tx4.1-Sang-Per 99/135 184/220 265/274 n.e. n.e. n.a n.e.
Tx4.2-Sang-Per 99/135 184/220 265/274 n.e. n.e. 110/125 n.e.
Tx4.3-Sang-Per n.a 184/184  274/274 n.e. n.e. n.a n.e.
Tx5.Biop-Mioc 129/129 181/181 262/262 n.e. n.e. 125 n.e.
Tx5.Sang-Per 129/129 181/181  262/262 n.e. n.e. 125 n.e.
Tx5.Exp-Car 129/129 181/181  262/262 n.e. n.e. n.a n.e.
Tx6.1-Sang-Per 96/96 n.a 253/253 n.e. n.e. 110 n.e.
Tx6.2-Sang-Per 96/96 n.a 253/253 n.e. n.e. n.a n.e.
Tx7.Chag-Piel 99/99 181/181  265/265 n.e. n.e. 125 n.e.
Emb1-Sang-Per n.a 184/220  265/265 n.e. n.e. 110/125 n.e.
Emb2-Sang-Per n.a 129/129 n.a n.e. n.e. n.a n.e.
Emb3-Sang-Per 99/99 n.a n.a n.e. n.e. 110 n.e.
Emb4-Placenta 99/135 187/190/220 265/265 n.e. n.e. 110/125 n.e.
Controles

RA (Tc VI) 129/129 181/223 247/247 265/271 263/263 125 B
K98 (Tc 1) 96/96 178/178 n.a 253/253 255/255 110 A
ARG (Tc V) 132/135 184/184 n.a 265/265 259/259 110 n.a
CL Brener (Tc VI) 129/141 181/223 247/292 265/271 263/263 125 B
IG (Tcll) 99/99 190/217 262/262 265/265 271/275 125 C
Col1.7G2 (Tcl) 96/96 181/181 229/229 253/253 255/255 110 A

ARNTr 2450 y el gen mitocondrial COIL n.a= no amplificé. n.e= no estudiado.

Tabla 1.12. Perfil genético de T. cruzi utilizando un panel de 5 loci de microsatélites polimérficos, el gen
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2

Desarrollo de métodos para la

cuantificaciéon de T. cruzi

En el presente capitulo se describe el desarrollo y aplicaciéon de estrategias para la

cuantificacion de carga de T. cruzi por PCR en tiempo real (Q-PCR).
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2.1 QPCR-SG

Esta primera estrategia desarrollada implica tres reacciones de PCR
independientes que se realizan en tubos separados, utilizando SYBR Green para la
deteccién de la formaciéon de amplicones. Una reacciéon es utilizada para estimar la
carga parasitaria de T. cruzi (QPCR-SG-Tc), la segunda reaccion amplifica un control
interno, que varia segtn el tipo de muestra analizada (QPCR-SG-CI, QPCR-SG-TNFa o
QPCR-SG-APOB), mientras la tercer reaccion (PCR-Lg) tipifica a la poblacion
parasitaria presente en la muestra segtin el namero relativo de secuencias repetitivas

por genoma.

2.1.1 Determinacion de la sensibilidad y reproducibilidad de 1a QPCR-

SG-Tc utilizando ADN purificado y muestras de sangre contaminada.

La sensibilidad analitica de la QPCR-SG-Tc se determiné utilizando diluciones
seriadas de ADN purificado de cepas de referencia de T. cruzi. Se utilizaron las cepas

Silvio X10 CL1 (TcI) y CL-Brener (Tc VI).

Los limites de deteccion obtenidos fueron de 2 y 0,2 fg de ADN por tubo de reaccién,
con un rango dindmico de 107 y 108 para Silvio X10 CL1 y CL-Brener, respectivamente
(datos no mostrados). Estos limites de deteccion corresponden a 0,01 y 0,001
equivalentes genémicos, teniendo en cuenta que una célula de T. cruzi contiene

aproximadamente 200 fg de ADN.

También evaluamos estos pardmetros operativos de la QPCR-SG-Tc utilizando
muestras de sangre humana no infectada contaminadas con cantidades conocidas de
epimastigotes cultivados de las cepas de referencia Silvio X10 cl1 y CL-Brener. El rango
dindmico de la QPCR-SG-Tc utilizando muestras de sangre contaminada con la cepa
Silvio X-10 fue de 0.1-10° p/ml y utilizando la cepa CL-Brener fue de 0.01-10° p/ml
(Fig. 2.1).
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Fig. 2.1. Rango dinamico de la QPCR-SG-Tc para Cl-Brener. Los resultados estan expresados como el
numero de parasitos por mililitro de sangre, y representan la media de 5 experimentos independientes.

Pendiente = -3,35; Eficiencia = 99%; Rango Dinamico = 0,01 - 10° p/ml; R? = 0,998; C(t): ciclo umbral.

La repetitividad de la QPCR-SG-Tc fue estimada repitiendo 15 veces la misma muestra
en la misma corrida, utilizando sangre contaminada con 100 p/ml y 1p/ml. Los
coeficientes de variacion de los valores de Ct obtenidos fueron 1,27% y 2,30%,
respectivamente, para CL-Brener y 1,60% y 542%, respectivamente, para Silvio X10

CL1.

Ademas, se caracteriz6 la reproducibilidad del ensayo a partir del paso de extraccion
de ADN. Alicuotas de la misma preparacion de sangre contaminada con 10 p/ml de la
cepa CL-Brener fueron procesadas en veinte experimentos de purificacion de ADN
independientes. Para cada uno de dichos extractos de ADN, se cuantificaron los p/ml
por triplicado y se calcul6é un valor promedio. El coeficiente de variacion de las cargas
parasitarias entre los 20 valores promedio fue de 1,69%, indicando una alta

reproducibilidad del ensayo para el valor de carga parasitaria ensayado.

2.1.2 Estimacién del namero relativo de copias de ADN satélite por

genoma en las seis UTD de T. cruzi.

A fin de evaluar si las diferencias en los limites de deteccion de la QPCR-SG-Tc¢
obtenidos a partir de muestras de CL-Brener y Silvio X10 cl1, estuvieron relacionadas

con un nimero diferencial de repeticiones de ADN satélite en sus respectivos genomas,
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se cuantificé el namero de secuencias satélite en relacion al gen de copia tnica que
codifica para la proteina ribosomal P2a. Se estim¢ esta relacion para cepas de paréasitos
pertenecientes a las 6 UTD (Tabla 2.1). Las cepas pertenecientes a las UTD Tc II/V/VI
mostraron cantidades similares de repeticiones de ADN satélite (Tabla 2.2.A), la cepa
M5631 (Tc III) contiene la mitad de las repeticiones que las cepas antes mencionadas
(Tabla 2.2.A), mientras una cepa Tc IV (Canlll) y seis cepas pertenecientes a Tc I de
Argentina, Colombia y Brasil, albergan 10 veces menos repeticiones de ADN satélite
(Tabla 2.2.A y 2.2.B) que las cepas de los UTD Tc II/V/VI. Esto esta de acuerdo con la
sensibilidad analitica obtenida con el ADN purificado y las muestras de sangre

contaminada con los stocks de referencia.

A. Cepas de T. cruzi representativas de los 6 UTDs

uTh Cepa de Referencia Sat/P2a
Tel Silvio X-10 cl1 0,08
Tell Tu18 0,95
Tc lll M5631 0,47
Tc IV Canlll 0,08
TecV Mn cl2 1,10
Tc VI Cl Brener 1,00

B. Cepas Tc | de diferentes paises endémicos

Cepas Tc | Pais de Origen Sat/P2a
Silvio X-10 cl1 Brasil 0,08
G Brasil 0,13
HA Colombia 0,11
SN3 Colombia 0,13
Pav 00 Argentina 0,09
Pal V2-2 Argentina 0,12

Los resultados estan expresados unidades arbitrarias en funcién de la
relacién en el nimero de copias ADN satélite/P2a que contiene la cepa
Cl-Brener

Tabla 2.2. Variacién del namero relativo de copias de ADN satélite por genoma.

Para poder cuantificar de manera més precisa la carga parasitaria en muestras clinicas
es necesario poder estimar el nimero relativo de copias de ADN satélite que contiene la
poblacion de T. cruzi infectante. Para ello utilizamos la técnica de PCR-Lg descripta en

Resultados item 1.2. Brevemente, este método distingue segtin la temperatura de
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desnaturalizacién de los amplicones de ADN satélite a las poblaciones Tc I/1V, que
contienen aproximadamente 10 veces menos repeticiones de ADN satélite, de las

poblaciones Tc II/11I/V/VI.

2.1.3 Seleccion de métodos de extraccion de ADN a partir de muestras

sanguineas.

Se extrajeron 55 muestras de sangre periférica de pacientes con enfermedad de
Chagas, utilizando una adaptacién del protocolo del ADN QIAmp Mini Kit de Qiagen

y un método de extracciéon no comercial basado en Fenol-Cloroformo (F-Cl).

La utilidad de ambos métodos fue evaluada mediante la deteccién de inhibidores de la
QPCR-SG-CI en el ADN extraido. La presencia de inhibidores fue evaluada por 1) el
bajo rendimiento de la amplificaciéon del control interno (CI), dando lugar a menos de
0,1 Unidades Arbitrarias (UA) y 2) la mejora del rendimiento de la amplificaciéon del CI,
dando lugar a mas de 0,001 UA cuando el producto de extraccién se diluyé 1/100
previo a la realizaciéon de la QPCR-SG-CI. Utilizando el método basado en F-Cl, se
detectaron rastros de inhibidores de la QPCR-SG-CI en 16 (29%) muestras, mientras
que para el protocolo comercial no se detectaron inhibidores en ninguna de las

muestras.

De las 16 muestras que presentaron rastros de los inhibidores de la QPCR-SG-CI
cuando se extrajeron con el método basado en F-Cl, 4 fueron negativas para T. cruzi por
ambos métodos de extraccién, 3 presentaron cargas parasitarias similares por ambos
métodos, 8 presentaron mayor carga parasitaria cuando se extrajeron con el kit
comercial, y una sola resulté positiva solo cuando se extrajo con el kit comercial. En las
39 muestras extraidas por F-Cl que no se detectaron inhibidores de la Q-PCR, se
obtuvieron resultados similares de cuantificacién parasitaria a los obtenidos con el kit
comercial. En base a estos datos, el protocolo de extraccion de ADN QIAmp Mini Kit

fue seleccionado para el andlisis de las muestras clinicas.
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2.1.4 Cuantificacion de la carga parasitaria por QPCR-SG en muestras

clinicas de sangre periférica.

Un panel de muestras de sangre periférica humana se analiz6 mediante la
estrategia de QPCR-SG. La Tabla 2.3 describe los pasos necesarios para el calculo de las
cargas parasitarias, teniendo en cuenta el factor de linaje (FdL) deducido por PCR-Lg
de ADN satélite (Resultados 1.2), las UA del CI calculado por QPCR-SG-CI, la valor
inicial de carga parasitaria por QPCR-SG-Tc y el volumen de muestra de ADN
utilizado por reacciéon. Por ejemplo, en el caso Txlc, la QPCR-SG-Tc por si sola
cuantificé 0,39 p/ml, pero se amplificaron 0,43 UA del CI, y el FdL fue de 10 (T. cruzi I),
obteniéndose un resultado final de 9,07 p/ml. Este valor resulta ser 23 veces mayor que
el obtenido por QPCR-SG-Tc solamente. En el caso Pd6, un paciente pediatrico con
muy baja parasitemia, el FAL no pudo ser determinado por PCR-Lg, ya que la baja
concentraciéon de amplicones dio lugar a picos de temperatura de desnaturalizacion
poco confiables, y por lo tanto la carga parasitaria sélo puede expresarse como un
rango de valores. En los casos Tx1a y Tx2c, también con bajos niveles de parasitemia, el
FdL se presume de los datos anteriores obtenidos a partir de muestras de los mismos
pacientes, porque anteriormente se ha demostrado que las UTD de T. cruzi han sido
persistentes durante el recrudecimiento que conduce a la reactivacién clinica en estos

pacientes (Diez y col., 2007).

Los casos Pd2a y Tx2b presentan altas cargas parasitarias, 512 y 468 p/ml,
respectivamente. En ambos casos, cuando se realizé la PCR-Lg se amplificaron dimeros
de las repeticiones en tandem del ADN satélite de manera preferencial sobre los
mondémeros, dando lugar a amplicones de mayor tamafio con temperaturas de

desnaturalizacion superiores a 86°C (Tabla 2.3).

Para evitar la amplificacion preferencial de los dimeros de copias de ADN satélite, y
favorecer la amplificacion de los mondémeros, cuando los resultados de la QPCR-SG-Tc
son superiores a 10 p/ml, el ADN debe ser diluido a aproximadamente 1 p/ml antes de

realizar la reacciéon de PCR-Lg.
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QPCR-53G-Tc QPCR-5G-CI Carga Parasitaria

Caso Edad/Génerc  Diagndstico Clinico Muestra PCR-Le Grupo Sat  Fdl N
(N praseeian / VI (ua) (Td *C) Np/ml = (Np/reaccion x FdL /UA )/ V
Pdla T7afios/M Congénito Pre-tmt 7.2 0,87 24,6 2 1 8,28
1b 7 dais de tmt 01 0,97 846 2 1 0,1
1c 30 dias de tmt 0,76 1,21 84,4 2 1 0,63
1d 60 dias de tmt 0,95 0,82 846 2 1 1,16
Pd2a 3 meses/M Congénito Pre-tmt 527 1,03 24,53 2 1 512
2b 30 dias de tmt 0,29 0,67 84,8 2 1 0,43
2c 60 dizs de tmt 1,01 134 84,4 2 1 0,75
Pd 3 1lafie/F Congénito Pre-tmt 1469 1,27 84,4 2 1 11,57
Pd4 Zafios/M Congénito Pre-tmt 0,34 0,49 24,6 2 1 0,69
Pd5 3 afios [ F Congénito Pre-tmt 0,54 1,18 24,6 2 1 0,46
Pd6  10afios/F Indeterminado Pre-tmt 0,04 074 ND no® no® 0,05-0,5
~ Cardiomi tia Crani B
Txla 4Gafios/M o o o opatacronica 5 dias pre-Tx 0,03 126 ND 1% 10% 0,22
con Trasplante Cardiaco
1b 29 dias post-Tx 0,59 153 85,2 1 10 3,85
1c reactivacion 78 dias post-Tx 0,39 0,43 85,3 1 10 9,07
. Cardiomiopatia Cronica 3
Tx2a 6Glafios/F . 7 dias post-Tx 2,23 0,34 845 2 1 2,66
con Trasplante Cardiaco
2b reactivacion 92 dias post-Tx 342 073 84,6% 2 1 468
2c 12 dias post-tmt 0,13 1,84 ND 2% 1* 0,07

Tabla 2.3. Ejemplos del calculo de la carga parasitaria en pacientes con enfermedad de Chagas
pediétricos y trasplantados cardiacos con la estrategia QPCR-SG. En las muestras de los pacientes
trasplantados (Tx) donde se pudo determinar el FdL de la poblacién parasitaria, se dedujo que era el
mismo que el detectado en otras muestras del mismo paciente, asumiendo una poblacién parasitaria
persistente durante el evento de reactivacion (Diez y col 2007). En el caso Pdé no se pudo presumir el

FdL del la poblacién parasitaria. ND: No determinado. + Muestras diluidas previo a PCR-Lg.

2.2 QPCR-MTq

Esta segunda estrategia consiste en un ensayo de PCR en tiempo real utilizando
sondas Tagman para la cuantificaciéon de T. cruzi y un Control Interno (CI) en una
misma reaccion multiplex. Para la cuantificacion de T. cruzi utilizamos los
oligonucleétidos y la sonda disefiadas por Pirén y colaboradores (Piron y col., 2007),
mientras que como CI utilizamos el mismo pldsmido que para la reaccién QPCR-SG-CI,

pero disefiamos oligonucleétidos y sonda nuevas para su deteccion en este ensayo.

Estas modificaciones permiten simplificar el ensayo, ya que se realizan menos
reacciones de amplificaciéon, asi como aumentar su robustez, al estar asociadas la

cuantificacion del Cly T. cruzi.

Al igual que para la estrategia de QPCR-SG, también es necesario realizar el ensayo de
PCR-Lg para estimar el ntmero relativo de copias de ADN satélite que contiene la
poblacién infectante en relacion a la cepa utilizada para la construccion de la curva

estandar.
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Para poner a punto algunos pardmetros iniciales se realizaron las reacciones de
amplificacion para T. cruzi y CI por separado. A estas reacciones las denominamos

QPCR-Tq-Tc y QPCR-Tq-ClI.

Los siguientes pardmetros de reaccion fueron optimizados en los laboratorios de
LaBMECh-INGEBI, Buenos Aires, Argentina y IIBISMED-CUMETROP, Universidad

Mayor de San Simén, Cochabamba, Bolivia.

1- Evaluaciéon de la concentracion optima de sonda Tagman: Se evaluaron
concentracién de 400, 200, 100 y 50 nM de sonda para las reacciones QPCR-Tq-Tc y
QPCR-Tg-CI. Para ambas reacciones la concentracién con la que se observé una mayor

eficiencia de amplificacion fue con 50 nM de sonda (datos no mostrados).

2- Evaluacion de Master Mix comerciales: Se evaluaron las Master Mix comerciales de
Invitrogen (TagMan Fast Advanced Master Mix), Roche (FastStart PCR Master Mix),
Applied Biosystems (TagMan Universal PCR Master Mix) y Qiagen (Multiplex PCR
Kit) con QPCR-Tg-Tc. Primero se realizé una prueba preliminar con las Master Mix de
Invitrogen, Roche y Qiagen, que son las que disponiamos en LaBMECh-INGEB], y
evaluamos su rendimiento al amplificar una curva estindar de T. cruzi + sangre
humana. Se observé que con la Master Mix de Invitrogen la sensibilidad de la reaccion
era 2 6rdenes inferior a la obtenida con las Master Mix de Roche y Qiagen, por lo que
fue descartada (datos no mostrados). En IIBISMED-CUMETROP, Cochabamba, se
evaluaron las Master Mix de Roche, Applied Biosystems y Qiagen con un panel de

muestras de 21 pacientes crénicos (Tabla 2.4).

3- Optimizacién de la QPCR-MTq: Una vez determinada la Master Mix comercial y las
condiciones de reaccién que brindaban la mayor positividad en muestras clinicas para
QPCR-Tq-Tc procedimos a optimizar la concentracién de oligonucleétidos de la
reacciéon de amplificacién del CI y la cantidad de CI a agregar previo a la extracciéon de
la muestra para realizar el ensayo en modalidad multiplex (QPCR-MTq). Para
asegurase la correcta amplificacion de ambos blancos moleculares en el mismo tubo de
reaccion agregamos una cantidad de CI suficientemente alta como para que su Ct sea

siempre mayor al de T. cruzi, pero a su vez, cantidad limitante de oligonucleétidos que
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Master Mix

Paciente Applied Biosystems Roche Qiagen

C(t) Resultado C(t) Resultado C(t) Resultado
220 NoCt negativo NoCt negativo NE NE
221 39,06 positivo 33,34 positivo 33,28 positivo
222 No Ct negativo NoCt negativo NE NE
223 No Ct negativo NoCt negativo No Ct negativo
224 38,24  positivo  No Ct negativo No Ct negativo
225 38,35  positivo 39,7 positivo 35,38 positivo
226 43,68 positivo 30,66 positivo No Ct negativo
227 No Ct negativo NoCt negativo No Ct negativo
228 No Ct negativo NoCt negativo 40,77 positivo
229 No Ct negativo 38,15 positivo No Ct negativo
230 NoCt negativo NoCt negativo No Ct negativo
231 No Ct negativo 41,49 positivo 39,51 positivo
232 No Ct negativo 42,11 positivo 37,00 positivo
234 No Ct negativo 37,11 positivo 39,68 positivo
235 NE NE 35,52 positivo 41,06 positivo
236 No Ct negativo 38,48 positivo No Ct negativo
237 No Ct negativo NoCt negativo No Ct negativo
238 NoCt negativo NoCt negativo No Ct negativo
240 41,50 positivo 32,00 positivo 40,58 positivo
243 37,50 positivo 34,08 positivo 33,22 positivo
244 No Ct negativo 31,17 positivo 37,19 positivo
Positividad 35/ 57/ 48/

Tabla 2.4. Positividad en un lote de sangre periférica de 21 pacientes crénicos utilizando tres Master Mix

comerciales distintas, todo el resto de los reactivos fueron idénticos. NE: no evaluado.

amplifican el CI para que no consuman demasiados reactivos, permitiendo una
posterior amplificacién eficiente y por lo tanto una deteccién sensible del ADN blanco
de T. cruzi en el mismo tubo de reaccion. Se evaluaron distintas concentraciones de Cl y
de oligonucledtidos para CI, y su influencia en la sensibilidad y la eficiencia de
amplificaciéon de ambos blancos moleculares por QPCR-MTq. Para ello se utiliz6é una

curva estandar de T. cruzi y CI en sangre humana.

Elegimos agregar 200 pg de plasmido CI previo a la extraccion de las muestras de
sangre ya que esta cantidad produce un Ct cercano al ciclo 20 (Tabla 2.5). Para que una
muestra de sangre periférica tenga un Ct mayor a 20, el pacientes deberia tener >5000
p/ml, lo cual es muy poco probable entre los pacientes créonicos inmunocompetentes
que seran evaluados con esta técnica (ver Discusion). Con dicha cantidad de CI y una

concentracién de oligonucleétidos de 100 nM, al realizar la reaccion de QPCR-MTq la
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sensibilidad y la eficiencia de amplificacién de T. cruzi no variaba con respecto a la

reaccion QPCR-Tq-Tc, y a su vez se lograba una eficiencia de amplificacién del CI

mayor a 90% (datos no mostrados). Corroboramos esto en muestras clinicas al

comparar la positividad de la QPCR-MTq y de la QPCR-Tq-Tc en un panel de 14

pacientes crénicos, donde para ambas reacciones se obtuvo una positividad del 71.4%

(Tabla 2.5).

Reaccidn
QPCR-MTq QPCR-Tg-Tc
Paciente Blanco CcT Resultado Blanco CcT Resultado
Molecular Molecular
274 Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Cl 19,26 positivo
275 Tc 34,36 positivo Tc 34,36  positivo
Cl 19,27 positivo
276 Tc 33,00 positivo Tc 33,00 positivo
Cl 19,15 positivo
277 Tc 28,25 positivo Tc 28,56 positivo
Cl 19,28 positivo
278 Tc 43,05 positivo Tc No Ct negativo
Cl 19,36 positivo
s() Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Cl 19,33 positivo
279 Tc 32,83 positivo Tc 32,00 positivo
Cl 21,67 positivo
280 Tc 38,59 positivo Tc 38,10 negativo
Cl 24,65 positivo
281 Tc 34,01 positivo Tc 39,44 negativo
Cl 20,78 positivo
282 Tc 34,50 positivo Tc No Ct negativo
Cl 19,43 positivo
283 Tc No Ct negativo Tc 33,35 positivo
Cl 19,00 positivo
s() Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Cl 19,44 positivo
284 Tc 40,00 positivo Tc No Ct negativo
Cl 19,11 positivo
785 Tc No Ct negativo Tc 35,44 positivo
Cl 19,19 positivo
286 Tc 30,61 positivo Tc 32,00 positivo
Cl 19,31 positivo
287 Tc No Ct negativo Tc 41,12 positivo
Cl 19,08 positivo
s() Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Cl 20,71 positivo
H20 BI. Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Extraccion Cl 19,87 positivo
C (+) 75 p/mL Tc 26,54 pos?t?vo Tc 26,72 positivo
Cl 20,35 positivo
H20 Bl. PCR Tc No Ct negativo Tc No Ct negativo
Cl No Ct negativo
Positividad 71,40/ 71,40/

Tabla 2.5. Muestras de sangre periférica de pacientes crénicos analizadas por QPCR-MTq y QPCR-Tg-Tc.

Ambas reacciones muestran la misma positividad.
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3

Aplicacion de métodos de tipificacion
molecular y determinacion de carga
parasitaria a casos clinicos y estudios eco-

epidemiologicos

En el presente capitulo se describe la aplicacion de los métodos moleculares
desarrollados en este trabajo de Tesis a distintos escenarios clinicos y eco-
epidemiolégicos de la infeccién por T. cruzi. En la mayoria de los casos, estos estudios
se complementaron integrando métodos moleculares ya disponibles en el laboratorio o

a través de colaboraciones nacionales e internacionales en las cuales participé durante
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el desarrollo de esta tesis, con el objeto de arribar a un andlisis lo méas completo posible

de los mismos.

3.1 Estudios Clinicos

3.1.1 Perfil genético de T. cruzi en la transmision connatal

Analizamos la complejidad clonal de las poblaciones parasitarias utilizando
microsatélites, en dos mellizas que nacieron infectadas con Chagas connatal y en su
madre seropositiva. Se analizaron muestras de ADN obtenidas directamente a partir de
la sangre periférica de los tres pacientes, asi como luego de haber sido inoculadas en
ratbn para su propagacion por el equipo de la Dra. S. M. Gonzédlez Cappa
(Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina,

UBA).

Para las muestras de sangre periférica de los tres pacientes, los mismos alelos
detectados en la madre (muestra 814 de la Tabla 1.12), se observaron en ambas mellizas
(muestras 801 y 802 de la Tabla 1.12). En particular, se observaron tres picos alélicos
para los loci TcTAC15 y TcAAAT6 (Fig. 3.1. 99, 132 y 135 pb, y 259, 271 y 279 pb,

respectivamente), sugiriendo policlonalidad.

132 135

L ' 265,
sl L1 | _[so1. L
=|802! "1 2 =802 265) 24
~ 8144, % 13:_..1_35'- o 8]4l
- ! 184, 220
801 ! 259 , 279 1801 Ju ‘
= o 259 1271 = [ 184] 1220
<1802 . ; N 2P (802 :
= 271 = s
814, | 259 1" 7270 814

150 200 250 100 150
Fig. 3.1. Complejidad clonal de muestras de sangre de dos mellizos (801 y 802) infectados connatalmente
y su madre (814). Se observa el mismo perfil policlonal tanto en la madre como en ambos mellizos para

los loci de microsatélites TCAAAT6 y TcTACIS.
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Al analizar los perfiles de microsatélites para los mismos dos loci, de las poblaciones
parasitarias recuperadas después de su pasaje por ratéon (muestras HE y HT de la Tabla
1.12), se observé que el alelo de 99pb del locus TcTAC15 estaba ausente en una de las
muestras (muestra HE de la Tabla 1.12). Esto claramente demuestra la seleccién clonal
de una parte de la poblacién parasitaria original durante el proceso de aislamiento

parasitario (Fig. 3.2)
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Fig. 3.2. Muestras de sangre de cada uno de los mellizos fueron inoculadas y propagadas en ratén y

luego analizadas para observar la posible selecciéon de ciertas poblaciones: Se puede observar que el alelo
de 99pb presente en las muestras de los pacientes no esta presente luego de uno de los pasajes por ratén
(muestra HT), indicando una selecciéon de las poblaciones originales en el modelo murino. Las
poblaciones luego del pasaje por ratén también fueron analizadas utilizando las reacciones PCR-SL 1y 1I,
PCR-245a-HN y PCR Pr1-Pr3 y son de UTD Tc V/VI al igual que lo previamente observado en la sangre

de los mellizos.

3.1.2 Perfil genético y carga parasitaria de T. cruzi en muestras de

placenta de madres con enfermedad de Chagas.

Adaptamos la estrategia QPCR-SG desarrollada originalmente para sangre
periférica, para determinar la carga parasitaria en muestras de tejido humano. En este

caso, los valores de carga parasitaria son expresados en funcién al namero de células
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humanas, en lugar de utilizar un plasmido como control interno. El ntimero de células
humanas es cuantificado mediante una reaccién de PCR en tiempo real, denominada
QPCR-SG-APOB, utilizando oligonucle6tidos complementarios al gen de copia tnica

de la apolipoproteina B (Materiales y Metodos).

Con esta estrategia determinamos la carga parasitaria en 6 muestras de placenta de

madres con enfermedad de Chagas, que ya habian dado resultados positivos al ser

analizadas por PCR-ADNKk (Tabla 3.1).

s 7 4
Muestra Parasitos / 10" células

humanas
P1 <0,01
P2 <0,01
P3 0,08
P4 <0,01
P5.1 116
P5.2 104

Tabla 3.1. Numero de parésitos por cada 107 células humanas. Las muestras P5.1 y P5.2 corresponden a
diferentes secciones de la misma placenta. El resto de las muestras provienen de placentas y madres

distintas.

Se eligi6 la muestra P5.1 para realizar un andlisis de microsatélites y determinar la UTD
infectante, debido a que su carga parasitaria se encuentra en el rango de sensibilidad de
los métodos de tipificaciéon. La poblacién resulté policlonal y perteneciente a la UTD Tc

V (Ver Tabla 1.12. muestra Emb4-Placenta en el Capitulo 1.7).

3.1.3 Seguimiento de la respuesta parasitolégica al tratamiento etiolégico

en pacientes pediatricos con enfermedad de Chagas.

Las cargas parasitarias pre-tratamiento fueron evaluadas en 43 nifios con la
enfermedad de Chagas connatal o vectorial. Las cargas parasitarias basales variaron
desde 640 hasta 0,01 p/ml, y se correlacionaron con la edad de los pacientes en el

momento del diagnoéstico (coeficiente de Spearman: -0,5832, P <0,05) (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Asociacién entre parasitemia previa al tratamiento y la edad en 43 casos de pacientes

pediétricos. Coeficiente de correlacién de Spearman: -0.5832; P<0.05.

Treinta y ocho de estos pacientes fueron seguidos por QPCR-SG durante los 60 dias de
tratamiento etiolégico con benznidazol. Las cargas parasitarias fueron determinadas en
el momento del diagnéstico (t1) en 38 casos, a los 7 (T2), 30 (T3) y 60 (T4) dias de

tratamiento en 31 casos.

La Fig. 3.4 y la Tabla 2.3 (Seccién 2.1.4) muestran la respuesta parasitolégica de estos
pacientes durante el tratamiento. Los resultados para T. cruzi de QPCR-SG en t2 fueron
negativos en 24 de los 31 pacientes (77%), en T3 en 27 de los 31 pacientes (87%) y en T4
en 29 de los 31 pacientes (94%).

Uno de los pacientes positivos en T4 era un nifio de 7 afios de edad, cuya carga de
parasitos disminuy6é de 8,28 p/ml en tl1 (Pdla), a 0,1 p/ml en t2 (Pdlb), luego
elevandose a 0,63 p/ml en la T3 (Pd1c) y a 1,16 p/ml en T4 (Pd1d) (Fig. 3.4, Tabla 2.3).
El otro paciente positivo en t4 fue un bebé de 3 meses, que muestra cargas parasitarias
cuantificables en las tres muestras analizadas, 512 p/ml a t1 (Pd2a), 0,43 p/ml en T3
(Pd2b) y 0,75 p/ml en T4 (Pd2c) (Fig. 3.4, Tabla 2.3). Ambos pacientes fueron seguidos
por PCR-ADNEKk con resultados persistentemente positivos a los 6, 12 y 18 meses post-

tratamiento, lo que sugiere el fracaso del tratamiento (datos no mostrados).
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Fig. 3.4. Seguimiento de la respuesta parasitolégica al tratamiento con benznidazol en 38 pacientes

pediatricos. Solo se muestra la evolucién de la carga parasitaria de los pacientes con mas de una muestra

positiva. Las muestras fueron tomadas al momento del diagnostico (t1), a los 7 dias (t2) y a los 30 dias de

tratamiento (t3), asi como a su finalizacién a los 60 dias (t4). Solo se muestran los resultados positivos

para T. cruzi. La linea horizontal representa el limite inferior del rango dindmico de la QPCR-SG-Tc.

3.1.4 Perfil genético de las poblaciones involucradas en la reactivacion

chagasica en coinfeccion por VIH.

CASO1

Introduccion: Parte de los métodos desarrollados en el transcurso de este trabajo fueron
aplicados a resolver el caso de un paciente de 29 afios de edad, VIH-positivo, argentino,
nacido en Buenos Aires hospitalizado en febrero de 2003 con hemiparesia izquierda y
dolor de cabeza prolongado de 1 mes de evolucién. La resonancia magnética mostrd
multiples masas en el hemisferio izquierdo del cerebro y el serodiagnéstico para IgG

anti-toxoplasma fue débilmente positiva, cercana a la linea de corte (6 UI / ml).

En consecuencia, ante la presunciéon de toxoplasmosis cerebral se llevd a cabo
tratamiento especifico con respuesta refractaria. Esto llevé a realizar una biopsia
intracraneal guiada por CT-scan para determinar la etiologia de la encefalitis. El
analisis histolégico mostr6 edema y un alto recuento de linfocitos pero no se

observaron protozoarios.
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Por lo tanto, aplicamos procedimientos de PCR dirigidos a la secuencia B1 de T. gondii
y a las secuencias de minicirculo y satélite de T. cruzi a partir de extractos de ADN de
tejido del cerebro. La muestra sé6lo revel6 la presencia de ADN de T. cruzi, lo que indicé
enfermedad de Chagas cerebral. En muestras de ADN de sangre periférica también se
pudo detectar la presencia de T. cruzi por PCR-ADNKk. Para confirmar la infeccién por
T. cruzi, se le realiz6 un serodiagndstico por ELISA, que result6 positivo. Por lo tanto,
sobre la base de los resultados la amplificacion de ADN vy la reactividad serolégica, el
paciente recibié un diagnoéstico final de encefalitis chagésica. En consecuencia, se inici6

el tratamiento con benznidazol (5 mg kg-dia.).

Resultados: Para identificar las UTD presentes en las poblaciones parasitarias de
sangre periférica y del chagoma cerebral, se realizaron los ensayos PCR-SL y PCR-

24Sa-HN.

Los resultados fueron compatibles con una infeccién por poblaciones parasitarias T.
cruzi V en sangre, mientras que la biopsia cerebral podia estar infectada por Tc II y/o
VI. Para poder distinguir si se encontraban poblaciones parasitarias de una de las dos
UTD o de ambas, se realiz6 la PCR Pr1-Pr3 dirigida al fragmento A10 en su modalidad
hemi-nested por PCR en Tiempo Real. La presencia de un tnico pico de
desnaturalizacién por debajo de los 84°C sugiere la presencia exclusiva, o al menos
altamente mayoritaria, de una poblaciéon Tc II. Para determinar si la poblacién Tc II
estaba compuesta por un clon de parasitos o por una poblacién policlonal se realizé
durante una estadia en el laboratorio de la Dra. Andrea Macedo el andlisis de loci
polimérficos de microsatélites. El analisis del locus TAC15 revel6 la presencia de 3

alelos, lo que indicaria una poblacién policlonal (Fig. 3.5).
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1

120 125 130 135 140 145
Fig. 3.5. Perfil del locus de microsatélite TAC15 en muestras de Sg0: sangre previo al tratamiento con
benznidazol, Sg45: sangre 45 dias post tratamiento y C: biopsia de cerebro. La escala para el tamafio de

los amplicones estd indicada en pares de bases.

CASOII

Introduccién: El paciente tenia 41 afios de edad, era de nacionalidad boliviana pero
vivia en Argentina, e ingresé al Hospital Pirovano de Buenos Aires en Febrero del 2005
con fiebre, paralisis de las extremidades inferiores, iscuria, y un diagnoéstico presuntivo
de mielitis transversa. Tuvo resultados serolégicos positivos para V.I.H., Virus Herpes
zoster, citomegalovirus, toxoplasmosis, y T. cruzi. Se le administré ganciclovir,
azitromicina, benznidazol y HAART, pero el paciente evolucioné a sepsis y murié 2

dias después del diagndstico.

Resultados: Para la genotipificacion de las poblaciones infectantes de T. cruzi se
tomaron muestras de sangre periférica y de liquido cefalorraquideo, se extrajo el ADN,
se realizaron ensayos de PCR para determinar las UTD presentes y se caracterizaron 4

loci polimérficos de microsatélites de T. cruzi.

Analisis de microsatélites: En la muestra de LCR se amplific6 un solo alelo para los loci
TcTAT20, TcTAC15, y TcAAAT6 y 2 alelos para TcATT14 (Tabla 3.2), sugiriendo la
presencia de una poblacién parasitaria monoclonal. A partir de la muestra de sangre
periférica también se amplificaron uno o dos alelos para los loci TcTAT20, TcAAAT6 y
TcATT14, pero tres alelos para TcTAC15, sugiriendo la presencia de una poblaciéon

policlonal de T. cruzi.
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Ensayo Ml,je_Stra

Sangre Periférica LCR
PCR
PCR-SL | 475 475
PCR-SL I 425 NA
PCR-24Sa-HN 125 + 140 125
PCR Pr1-Pr3 525 525
RFLP
Haplotipo COIlI A+B A
Microsatélites
TAT15 99/132/135 96/96
TAT20 184/220 184/184
ATT14 253/265 253/262
AAAT 255/255 255/255

Tabla 3.2. Perfil genético de las poblaciones de T. cruzi en muestras de sangre periférica y LCR de un
paciente con coinfecciéon V.I.LH.-Chagas. NA: no amplificé. Los ntimeros representan el tamafio de los

amplicones en pares de bases.

Determinacion de las UTD infectantes: Para ambas muestras ademads se realizaron los
ensayos de PCR-SL I y II, PCR-24Sa-HN, Haplotipo COII y PCR Pr1-Pr3 en modalidad
hemi-nested. Segtn estos ensayos la poblaciéon monoclonal presente en el LCR es Tc I,
mientras que la poblacién policlonal en la sangre periférica estd compuesta por

parasitos de las UTD Tc Iy Tc V (Tabla 3.2).

3.1.5 Seguimiento por QPCR-SG de la reactivacién parasitologica y la
respuesta al tratamiento en pacientes inmunosuprimidos por trasplante

cardiaco

Muestras almacenadas de sangre periférica de tres pacientes con cardiopatia
chagasica cronica severa, trasplantados de corazén, infectados con poblaciones
parasitarias de diferentes UTD, y que presentaron distintos patrones clinicos de
reactivacion, fueron analizadas retrospectivamente utilizando la estrategia de QPCR-

SG (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6. Carga parasitaria en sangre periférica de pacientes con cardiopatia chagésica crénica severa con
reactivacion parasitolégica debido a la inmunosupresién post-trasplante. * Momento de deteccion de la

reactivacion clinica y comienzo del tratamiento etioldgico.

El caso Tx1 (sexo masculino, edad 46 afos, nacido en Chaco, Argentina) presenté
resultados de positivos para T. cruzi (0,22 p/ml) previo al trasplante de corazén. La
reactivacion clinica se diagnosticé el dia 78 post-transplante por una biopsia de un
chagoma de piel y un resultado de Strout positivo. La poblacion de parésitos fue

caracterizada como Grupo Sat I por PCR-Lg.

El caso Tx2 (sexo femenino, edad 61 afios, nacida en La Pampa, Argentina) no presento
resultados de QPCR-SG positivos para T. cruzi previo al trasplante de corazén, pero la
parasitemia se positivizé a los 7 dias post-transplante (2,66 p/ml). La reactivaciéon
clinica fue diagnosticada a los 92 dias post-transplante, con resultados de Strout
positivos. Al suministrar tratamiento etiolégico la carga parasitaria disminuyd,
alcanzando niveles no detectables en el dia 21 post-tratamiento (Tabla 2.3). La

poblacion de T. cruzi fue identificada como Grupo Sat II por PCR-Lg.
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El caso Tx3 (sexo masculino, edad 42 afios, nacido en La Pampa, Argentina) presento
una carga parasitaria de 0,02 p/ml 30 dias antes del transplante, mostrando un
aumento de un orden (0,2 p/ml) 7 dias después del transplante. La carga parasitaria
sigui6 aumentando hasta que la reactivacién clinica se le diagnosticé 38 dias después
del transplante en base a resultados de Strout positivos. En consecuencia, el paciente
fue tratado con benznidazol y la carga parasitaria disminuyé rapidamente. Los
resultados de QPCR-SG para T. cruzi fueron negativos a partir de los 14 dias post-
tratamineto y continuaron negativos por 53 dias. Sin embargo, 70 dias después de
iniciado el tratamiento, el seguimiento por QPCR-SG revel6 cargas detectables (0,01
p/ml) (Fig. 3.6). La poblacion de T. cruzi fue identificada como UTD VI por PCR-SL 1 y
II, PCR-24Sa-HN y PCR Pr1-Pr3, y se trataria de una cepa monoclonal ya que su perfil
de loci para microsatélites fue idéntico en muestras de tejido de su corazén explantado
(muestra Tx5.Exp-Car Tabla 1.12), sangre periférica durante el primer evento de
reactivacion (muestra Tx5.Sang-Per Tabla 1.12) y biopsia endomiocardica tomada en el

segundo evento de reactivacion (muestra Tx5. Biop-Mioc Tabla 1.12).

3. 2 Estudios en Modelo Experimental

Las determinaciones de la carga parasitaria en muestras de tejido murino se
desarrollaron en el marco de dos colaboraciones. La primera de ellas, con la Dra. Paola
Zago y el Dr. Miguel Angel Basombrio del Laboratorio de Patologia Experimental de la
Universidad Nacional de Salta, donde se analiz6 el rol del gen LYT1 en la infectividad
de T. cruzi. La segunda colaboracion se realizé con la Dra. Catalina Alba y la Dra. Stella
Maris Gonzalez Cappa del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA, donde se compar¢ la dindmica de infeccién

producida por cepas de distinta UTD.

3.2.1 Andlisis de la infectividad de la cepa L16 de T. cruzi, una mutante

nula para el gen LYT1.

Se analizaron muestras de musculo esquelético y cardiaco de ratones infectados

con la cepa L16, clon mutante nulo para el gen LYT1 de Cl-Brener, asi como para la
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cepa salvaje (WT). Se cuantific la carga parasitaria en la etapa aguda (28 dias post-

infeccion) y en la etapa crénica de la infeccién (7 meses post-infeccion) (Fig. 3.7, 3.8, 3.9,

3.10).
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Fig. 3.7. Ensayo representativo de la cuantificacién de la carga parasitaria en muestras en tejido cardiaco

durante la etapa aguda de la infeccién. Puntos negros representan las muestras de la curva estdndar

(diluciones 1:10 de 400 - 4e9% parasitos/tubo de reaccién) y los puntos grises representan las muestras

de tejido cardiaco.
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Fig. 3.8. Ensayo representativo de la cuantificacién del namero de células murinas extraidas de muestras

de tejido cardiaco. Los puntos negros representan la curva estandar (110000, 11000 y 1100 células

murinas NSF-60/ tubo de reaccién), los puntos grises representan las muestras de tejido cardiaco.
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Fig. 3.9. Carga parasitaria en musculo cardiaco y esquelético del clon mutante atenuado L16 y el WT
durante la etapa aguda de la infeccién. Ratones adultos Swiss (2 meses de edad) fueron inoculados con
103 parésitos resistentes a complemento de la cepa CL Brener (WT) o con el clon L16. Las cargas
parasitarias en los musculos esquelético y cardiaco fueron cuantificadas a los 28 dias post-infecciéon. Los
datos se expresan como el nimero de parasitos por cada 10¢ células de ratoén. Los valores se expresan

como la media y las barras de error indican errores estindar de la media.
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Fig. 3.10. Carga parasitaria en musculo cardiaco y esquelético de la cepa mutante atenuada L16 y la WT
durante la etapa crénica de la infeccién. Ratones adultos Swiss (2 meses de edad) fueron inoculados con
10° parasitos resistentes a complemento de la cepa CL Brener WT o con el clon L16. Las cargas
parasitarias en los musculos esquelético y cardiaco fueron cuantificadas a los 7 meses post-infeccién. Los
datos se expresan como el ntimero de parasitos por cada 10° o 10° células de ratén. Los valores se

expresan como la media y las barras de error indican errores estandar de la media.
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A diferencia de lo utilizado para muestras de sangre periférica, en este caso no se
utilizé un control interno heterélogo (CI) para normalizar los resultados entre distintas
muestras (QPCR-SG-CI), si no que se amplificé el gen murino de copia tnica que
codifica para el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), reaccién a la que denominamos
QPCR-SG-TNFa. Los resultados se expresaron como namero de parésitos por cada 10°
0 10° células murinas. La amplificacién del gen murino también sirve para confirmar la

ausencia de inhibidores de la QPCR-SG en las muestras extraidas.

3.2.2 Estudios de histotropismo y virulencia de cepas de T. cruzi de

distinta UTD

Con el objetivo de analizar las dindmicas de infecciéon producidas por distintas
poblaciones parasitarias, se analizaron muestras de ganglio linfatico satélite y bazo, de
ratones infectados con la cepa RA (Tc VI) o la cepa K98 (Tc I), a 2, 15, 28 y 90 dias post-
infeccion (dpi) (Fig. 3.11).
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Fig. 3.11. Dindmica de la infeccién en muestras de ganglio linfatico satélite y bazo, de ratones infectados

con la cepa RA (Tc VI) o la cepa K98 (Tc 1), a 2, 15, 28 y 90 dias post -infeccién (dpi).

Para la cuantificacion de T. cruzi, se utiliz6 una curva estandar construida con la cepa
Cl-Brener (Tc VI) y se incluy6 la correccién por el factor de linaje (FdL) al analizar las
muestras infectadas con K98 (Tc I), ya que los paréasitos de UTD Tcl contienen
aproximadamente 10 veces menos copias de repeticiones satélites. Para corroborar la
validez de dicha correccién se compararon resultados obtenidos al utilizar una curva

construida con parasitos Silvio X-10 (Tc I) y otra con parésitos Cl-Brener (Tc VI)
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aplicando el factor de correcciéon de linaje y no se observaron diferencias significativas

(datos no mostrados).

Al igual que para el anélisis de las muestras de musculo esquelético y cardiaco
anteriormente descripto, se utiliz6 la reaccion QPCR-SG-TNFa para cuantificar las

células huésped y normalizar los resultados de carga parasitaria.
3.3 Estudios Eco-epidemiologicos

3.3.1 Distincion entre T. cruzi y otros tripanosomatidos presentes en

heces de triatominos silvestres.

Como parte de un amplio proyecto eco-epidemiolégico realizado en una zona
rural del noroeste de Argentina (Marcet y col., 2006), se estudié la distribucién de la
infeccién por T. cruzi en distintas especies de triatominos silvestres. En consecuencia,
124 especimenes de T. guasayana y 317 de T. garciabesi fueron capturados en zona
domiciliares y peridomiciliares, y en sitios silvestres en octubre de 2002 por el grupo de
eco-epidemiologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, dirigido por el Dr.
Ricardo Giirtler. Para el analisis de la infeccion por T. cruzi, gotas de diluciones fecales
obtenidas por compresién abdominal, fueron examinadas detenidamente en busca de
tripanosomas activos con un microscopio en x 220-400. Flagelados indistinguibles de T.
cruzi fueron observados al microscopio en dos especimenes de T. guasayana y en dos T.

garciabesi.

Para confirmar la infeccién por T. cruzi, con la ampolla rectal de cada insecto positivo
por MO, la Dra. Marta Lauricella del Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario
Fatala Chabén, Buenos Aires, Argentina, preparé homogeneizados para: (1) cultivo bi-
tasico, (2) inoculacién intraperitoneal en ratones lactantes Balb-C. Un ratén de cada
grupo fue estudiado por xenodiagnéstico y se tomé una muestra de sangre. Una parte
de la muestra de sangre se colectd y otra fue re-inoculada en ratones. El resto de los

ratones de cada grupo fueron analizados por hemocultivo y el analisis histopatolégico.
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Todos los intentos de cultivo y aislamiento de T. cruzi, asi como la detecciéon de

evidencia histologica de infecciéon chagasica fueron negativas.

Las heces de los especimenes de T. guasayana y T. garciabesi positivas por MO fueron
procesadas para su anélisis molecular por PCR-ADNk, PCR-Sat, y PCR-SL 1y II, todas

con resultados negativos.

Estos resultados sugirieron que otras especies de tripanosométidos podrian ser
responsables de los resultados MO-positivos en las muestras fecales analizadas. En
consecuencia, realizamos la PCR-24Sa, usando como controles ADN de T. cruzi UTD 1
y II, asi como T. rangeli. Obtuvimos amplicones de 250 pb a partir de las muestras de
heces de un ejemplar de T. guasayana y de uno de T. garciabesi, asi como de su cultivo
correspondiente. De las otras dos muestras de heces MO positivas, no se obtuvieron
amplicones, pero se detectaron inhibidores de la PCR por lo que esos resultados no

fueron vélidos.

El tamafio de los amplicones obtenidos no correspondian a ningtn otro fragmento
conocido de ADNTr 24Sa de tripanosomaétidos (Tabla 1.1). Por lo tanto, para identificar a
la poblaciéon de tripanosométidos presente en las heces, secuenciamos dichos
amplicones (ntmeros de acceso: AY820895.1, AY820896.1, AY820897.1). Ambas
muestras revelaron tener una identidad del 100% entre si, pero no mostraron alta
homologia con ninguna secuencia conocida. La secuencia de este amplicon de 250pb se
utilizé para la construcciéon de un dendograma junto con secuencias de la regién
homologa de los tripanosomatidos americanos L. major, L. amazonensis, T. grosi, T.
otospermophili, T.kuseli, C. fasciculata y T. cruzi, obtenidas de Genbank. Este dendograma
se compard con otro realizado con secuencias del gen de ADNr 18S presentes en
Genebank, con los mismos taxa que para el gen ADNr 24Sa e incluyendo ademas a B.
triatomae. Ambos dendogramas resultaron concordantes, colocando a la muestra CD-

13-3 en la misma posicién filogenética que a B. triatomae (Fig. 3.12).
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18S ADNr 24Sa ADNr
T cruzi 61
99
T grosi
100 T kuseli 00
98 T. otospermophili
B. friatomae
100 —— C. fasciculata 100
100 L. amazonensis 99
et 100 0.01
100 L. mayor el

Fig. 3.12. Dendogramas construidos por el método de Neighbour-Joining, utilizando fragmentos de las
secuencias del gen ribosomal 185 en el dendograma de la izquierda y fragmentos de las secuencias del
gen ribosomal 24sa en el dendograma de la derecha, provenientes de tripanosoméatidos americanos. Los
valores numéricos en los nodos indican el valor de bootstrap con 100 réplicas. La tasa de sustituciones
por sitio estd indicada debajo de cada dendograma.

Este sistema de PCR también ayudo a resolver situaciones de contaminacién de
cultivos de T. cruzi en medio LIT en el laboratorio, permitiendo detectar
contaminaciones con Crithidia sp., a partir de obtener fragmentos de ADNr 24sa de 225

pb (datos no mostrados) y observaciones morfolégicas.

3.3.2 Determinacion de las UTD de T. cruzi presentes en heces de

triatominos de region endémica del noroeste Argentino

En un estudio eco-epidemiolégico desarrollado en colaboraciéon con el grupo de
eco-epidemiologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, dirigido por el Dr.
Ricardo Giirtler., se colectaron 2238 triatominos de habitats doméstico, peri-doméstico
y selvético. Las UTD parasitarias se identificaron a partir de muestras de heces y / o
cultivo de cepas obtenidas de heces, en un total de 28 muestras positivas por PCR-

ADNEKk.

Utilizando la PCR-SL I y II, se determin6 que poblaciones parasitarias pertenecientes a
Tc II/V/VI son predominantes, ya que Tc I se detecté en sélo el 2 vinchucas adultas
(7,1%) procedentes de dos localidades distintas (Tabla 3.3). La presencia de las UTD Tc

III y IV se descart6 usando el ensayo PCR-SLac también dirigido a la region
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espaciadora del mini-exon, el cual produce un amplicén de 200pb para las UTD Tc Il y

IV, en lugar de 150 y 157pb para Tc II/V/VIy Tc I respectivamente.

En 8 muestras, se identificaron las UTD de las poblaciones parasitarias tanto a partir de
muestras fecales como de cultivo. La concordancia entre ambos tipos de muestras
analizadas fue del 87,5%, ya que en una muestra el cultivo albergaba s6lo paréasitos Tc
II/V/VI, mientras que la muestra fecal revel6 una infeccion mixta compuesta por
parasitos Tc I + Tc II/V/VI. En 4 muestras, solo se tipificaron las heces y todos fueron
Tc II/V/VI, mientras que en 16 muestras se pudo caracterizar sélo los cultivos, de los

cuales 14 fueron Tc II/V/ V1 y 2 resultaron Tc I (Tabla 3.3).

Muestra N uTD

| MolV Vio llI+VI \Y I+11
Heces 12 0 0 11 0 1
Cultivo 24 2 0 21 1 0

Tabla 3.3. UTD identificadas en heces y/o cultivos de heces de 28 triatominos silvestres colectados en

una zona rural del noroeste de Argentina.

La tipificacion realizada mediante PCR-24Sa permite distinguir a la UTD Tc V de las Tc
II/VI. Con este ensayo se puedo identificar una poblacién Tc V en un cultivo aislado a
partir de una muestra fecal de T. infestans domiciliaria, pero lamentablemente no se
pudieron analizar las heces directamente por falta de material. Las muestras restantes
resultaron pertenecer al grupo Tc II/ VI, ya que solo se obtuvo el amplicén de 140 pb en
la reaccion PCR-24So-HN. Para distinguir entre las poblaciones Tc II y Tc VI, se
realizaron los ensayos PCR-185 y PCR-A10. Sorprendentemente, en el 85.7% de los
casos, ambas PCRs resultaron positivas. Sin embargo, se ha descrito que una
proporcion de las cepas Tc VI puede dar a lugar al amplicon de 165 pb en el ensayo de
PCR-18S (Brisse y col.,, 2001). De hecho, Tulahuen II y CL-Brener, dos cepas de
referencia Tc VI, amplifican ambos marcadores, mientras que Tep7 amplifica solo el
fragmento A-10. En este contexto, no se puede dilucidar si las muestras estaban
infectadas con poblaciones parasitarias Tc VI que amplifican un fragmento de 165 pb en
la PCR-18s, o con infecciones mixtas Tc II/VI. Las muestras que no amplificaron el
fragmento A-10, también fueron negativas en la primera ronda de PCR-24So-HN

indicando la presencia de un bajo namero de parasitos o inhibicién parcial de la PCR,

- 124 -



Resultados

por lo que se consider6 estos resultados como no informativos. Vale la pena recordar
que en este estudio se realiz6 el ensayo original propuesto por Brisse y colaboradores
para el fragmento A10 (PCR-A10) que solo resulta positivo para poblaciones Tc II y
tiene baja sensibilidad (25 equivalente genémicos por tubo de reaccién) (Marcet y col.,

2006).

3.3.3 Determinacién de las UTD de T. cruzi presentes en heces de
triatominos silvestres y en cultivos de reservorios silvestres del sur de

Estados Unidos de América.

En el marco de una colaboracién con las Dra. Paula Marcet y Dra. Ellen Dotson
del Division of Parasitic Diseases, Entomology Branch, CDC, Atlanta, Estados Unidos,
analizamos por PCR- MTq 4 muestras de cultivo y 35 muestras de heces de triatominos
silvestres, las cuales habian sido positivas por PCR-ADNk. Todas las muestras fueron
colectadas en el sur de Estados Unidos. De las 35 muestras de triatominos, 27 pudieron
ser tipificadas, siendo 15 Tc I, 8 Tc IV y 4 infecciones mixtas Tc I/IV. De las 27 que
pudieron ser tipificadas con el ensayo PCR- MTq, se tomaron 13 y se tipificaron usando
los ensayos tradicionales de SL-PCR I y II y PCR-24Sa-HN. Las 3 infecciones mixtas
detectadas por el ensayo de PCR en tiempo real fueron verificadas con las PCR
tradicionales, pero al utilizar estos ultimos se detectaron 2 infecciones mixtas que
habian sido tipificadas como infecciones simples de Tc I por PCR- MTq. En las
muestras restantes con infecciones simples, los resultados de tipificacion fueron 100%

concordantes (Tabla 3.4).

Los 3 cultivos obtenidos a partir de sangre periférica de comadreja fueron tipificados
como Tc I, mientras el proveniente de sangre periférica de Mapache resulté6 Tc IV

(Tabla 3.4).
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Muestra Hospedador Origen Ensayo

PCR Tiempo Real ME-PCRy 24s ADNr
SN3 cultivo Colombia Tcl Tcl
Triatoma  cultivo USA Tcl Tcl
M5631 cultivo Brasil Tclll Tc
Griffin cultivo USA Tc IV Tc IV
CL-Brener cultivo Brasil Tc lI/V/VI Te ll/VI
FLO15 Comadreja USA-FL Tcl Tcl
FLO2 Comadreja USA-FL Tcl Tcl
BG08011 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl+ IV Tcl+ 1V
Tx001 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl
Tx008 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl
TX028 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl+ 1V
TX038 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl+ IV Tcl+ 1V
TX053 Triatoma protacta USA-Tx Tcl Tcl
TX057 Triatoma protacta USA-Tx Tcl Tcl
Tx062 Triatoma protacta USA-Tx Tcl Tcl
TX104 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl
TX108 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tel Tcl
TX111 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl+ 1V
TX112 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl Tcl
TX115 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl+ IV Tcl+ 1V
TX313 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl NA
TX314 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl NA
TX315 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl NA
TX316 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl+ IV NA
TX317 Triatoma indictiva USA-Tx Tc IV NA
TX318 Triatoma sanguisuga USA-Tx Tc IV NA
Tx319 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl NA
Tx320 Triatoma sanguisuga USA-Tx TclV NA
TX321 Triatoma indictiva USA-Tx Tc IV NA
Tx322 Triatoma sanguisuga USA-Tx Tc IV NA
TX324 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx TclV NA
TX327 Triatoma indictiva USA-Tx Tc IV NA
RAC38 Mapache USA-FL Tc IV NA
BG09012  Triatoma lecticularia USA-KY Tc IV NA
BG09013 Triatoma gerstaeckeri USA-Tx Tcl NA

Tabla 3.4. Genotipificacién de las poblaciones de T. cruzi presentes en heces de triatominos y cultivos a
partir de sangre de mamiferos infectados, por PCR- MTq y por los ensayos tradicionales de SL-PCR Iy II
y PCR-24Sa-HN.
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1. Métodos de tipificaciéon de T. cruzi

1.1. Tipificacion en estudios eco-epidemiologicos

1.1.1 PCRs convencionales

Tradicionalmente la genotipificacion de poblaciones de T. cruzi en sus respectivas UTD
ha exigido el aislamiento de los parasitos y su expansién en cultivo, en algunos casos a
expensas de la seleccion de ciertas cepas (de Luca D'oro Gy col., 1993; Montamat y col.,
1987; Montamat y col., 1991; Diosque y col., 2003). En nuestros estudios, el analisis de
una de las muestras fecales de T. infestans puso en evidencia una infeccion mixta por Tc
I y Tc VI, pero luego mostré sélo Tc VI en el cultivo correspondiente (Tabla 3.3). Este
ejemplo pone de manifiesto la selecciéon poblacional producida durante la expansion
por cultivo, y por lo tanto las ventajas de la identificacién de las UTD parasitarias

directamente a partir de muestras biol6gicas.

Otro grupo habia propuesto dos marcadores moleculares para diferenciar las
poblaciones parasitarias Tc II de las Tc VI: informaron que la reaccién PCR-18S produce
un amplicén en las poblaciones Tc II y no en las Tc VI, mientras que la reaccién PCR-
A10 produce un amplicén en las Tc VI y no en las Tc II (Brisse y col., 2001). Sin
embargo, nuestro estudio mostré que 85,7% de las muestras analizadas estaban
infectadas con poblaciones que amplifican ambas secuencias. Es preciso recalcar que el
ensayo PCR-A10 cuenta con una sensibilidad menor al resto de los sistemas de
genotipificacion que utilizan secuencias con un mayor nimero de repeticiones en el
genoma. De hecho, todas las muestras que resultaron negativas para la PCR-A10,
también resultaron negativas para la PCR-24Sq, indicando una baja carga parasitaria en
esa muestra, invalidando el resultado negativo de la PCR-A10. En este contexto, los
resultados obtenidos a partir de las heces que amplificaron ambos marcadores podrian
ser interpretados como infecciones mixtas Tc II/VI o como poblaciones o cepas Tc VI
que llevan tanto secuencias amplificables por PCR-A10 como por PCR-18S. Esta

segunda hipotesis surge a partir de que las cepas de referencia Tulahuen y CL Brener II
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(ambas Tc VI) amplifican ambos marcadores gendmicos, al igual que cultivos aislados
de reservorios mamiferos domésticos de la misma zona endémica, asi como también

cepas de la region del Chaco Paraguayo (Yeo y col., 2005).

En este sentido, pareceria que en nuestra area de estudio las cepas Tc VI que amplifican
el fragmento de 165 pb de la secuencia 185 ADNr prevalecen, a diferencia de las cepas
Tc VI de otras regiones endémicas (Brisse y col., 2001). Sin embargo, como ninguno de
estos aislamientos ha sido clonado, no puede descartarse que se trate de poblaciones
mixtas Tc II + Tc VI. Por lo tanto, la mejora de las estrategias basadas en la PCR y el
desarrollo de nuevos marcadores siguen siendo necesarios para la discriminacién

precisa entre estos UTD.

La mayoria de los vectores domésticos de la zona rural de estudio pareceria estar
infectada por cepas Tc VI, que también amplifican el fragmento de ADNr 18S (85,7 %),
mientras que la mayoria de las muestras de sangre tomadas de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica de diferentes regiones endémicas de la Argentina
parece estar infectada con cepas Tc V (Burgos y col., 2007; Corrales y col., 2005). Una
posible explicaciéon para esta discordancia seria que los ejemplares de T. infestans
colectados en este estudio tenian mas probabilidades de infectarse con cepas de
parasitos de los reservorios animales domésticos, donde si se ha demostrado una
preponderancia de infecciones producidas por cepas Tc VI (Cardinal y col., 2008), que
de personas con enfermedad de Chagas. La caracterizacion futura de las UTD que
infectan a los pacientes y a los animales de las casas donde los insectos fueron

recolectados podria aclarar esta cuestion.

En este trabajo hemos aplicado procedimientos de laboratorio para la detecciéon e
identificacion molecular de las UTD de T. cruzi directamente de las heces colectadas de
triatominos. Sin embargo, algunas de las principales limitaciones han sido la
incapacidad de contar con marcadores moleculares sensibles para distinguir
adecuadamente entre poblaciones Tc II y Tc VI provenientes de zonas endémicas de
nuestro pais, asi como la alta cantidad de reacciones de PCR necesarias para la

tipificacion de las muestras.
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1.1.2. Tipificaciéon por PCR Inter-RE

La utilizacion de distintas combinaciones de oligonucle6tidos complementarios a
elementos repetitivos de T. cruzi permite el disefio de estrategias de tipificaciéon con
distintos niveles de resolucién. Esto potencialmente le permite al investigador disefiar
ensayos de tipificacion a medida, para responder preguntas especificas. En este sentido,
nosotros hemos desarrollado técnicas de tipificacion para analizar la variabilidad
genética dentro de la UTD Tc I (PCR Inter-RE), asi como para discriminar entre

distintas UTD (PCR-Inter-SIRE-1 y PCR-Inter-SIRE-2).

Al analizar la variabilidad dentro de Tc I por PCR-Inter-RE, observamos una asociacion
entre el origen geografico y la ubicacion en el dendograma de las cepas de T. cruzi
analizadas (Fig. 1.11). Por ejemplo, las tres cepas colectadas en la localidad de El
Palmar, Chaco, Argentina (Pal-V1 cl1, Pal-V2-2 cl5, Pal-V2-1cl4) se encuentran
agrupadas, al igual que las tres cepas colectadas en Colombia (SN3, HA y Gal 61-6).
Por otro lado, las cepas Pav00 cl7 y Tev91 cl5, colectadas en las localidades de Pampa
Avila y Tres Estacas provincia del Chaco, Argentina, respectivamente, se encuentran
agrupadas, pero separadas de las provenientes de la localidad de El Palmar. Las
localidades de Pampa Avila y Tres Estacas se encuentran a 5 km de distancia, mientras
que El Palmar se encuentra a aproximadamente 30km de ambas. Estos resultados
estarian indicando la presencia de dos poblaciones distintas de Tc I circulando en cada
region, demostrando el potencial de la técnica para generar asociaciones eco-
epidemioldgicas relevantes. Sin embargo, las cepas provenientes de Brasil no se
agruparon juntas. Esto podria deberse en alguno de los casos a que fueron colectadas
en regiones geograficas distantes, pero no contamos con esa informacién. Por otro lado,
en el caso de la cepa G y el clon D11, derivado de ella (Maria Isabel Cano, Escola
Paulista de Medicina, San Pablo, Brasil, comunicacién personal), las diferencias en los
perfiles podrian estar indicando el aporte en la cepa G del polimorfismo de secuencias
inter-RE de los distintos clones que la componen. Por otro lado, es necesario considerar
que en este tipo de ensayos, la integridad del ADN genémico es fundamental y afecta
principalmente la produccién de amplicones de alto PM, por lo tanto no es posible

descartar este factor para explicar estas diferencias.
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La estrategia de tipificacion por PCR-Inter-SIRE-2 fue puesta a punto para la
discriminacién entre UTD especificas. La discriminaciéon entre las UTD Tc Il y Tc VI ha
sido particularmente problematica, y con excepcion del ensayo PCR Pr1-Pr3 descripto
en esta tesis, no se cuenta con un marcador molecular en particular que permita su
tipificacion precisa. Sin embargo, utilizando una estrategia de tipificacion basada en la
estructura gendmica general y no en una secuencia en particular, hemos disefiado una

estrategia capaz de diferenciar a ambas UTD (Fig. 1.6).

A pesar de haber utilizado estas estrategias solo con cepas de cultivo, dado que se
amplifican secuencias especificas de T. cruzi, a diferencia de lo que ocurre mediante
técnicas como los RAPDs, este ensayo podria adaptarse para tipificar poblaciones
parasitarias en muestras biologicas, donde suele haber competencia con el ADN del

organismo hospedero.

1.1.3. Identificacién molecular de tripanosomatidos

Estudios previos donde se han analizado heces de T. guasayana por MO han informado
la presencia de “tripanosoma similares a T. cruzi” (Wisnivesky-Colli y col., 1993),
"flagelados" (Noireau y col., 1999) y “T. cruzi segtin lo determinado por morfologia”
(Gajate y col., 1996, Cecere y col.,, 1999). La aplicacion de una técnica altamente
especifica como la PCR confirmé la frecuente presencia de T. cruzi en heces de T.
guasayana en el Chaco boliviano (Noireau y col., 1999), pero no en el paraguayo (Yeo y
col., 2005), ni en el Chaco argentino (Marcet y col., 2006). Nosotros hemos corroborado
la ausencia de T. cruzi en las heces de ejemplares de T. guasayana y T. garciabesi, que
habian sido calificadas como positivas por MO, con resultados negativos de PCR
dirigidas al cinetoplasto y a la secuencia nuclear repetitiva satélite. Sin embargo, la
amplificacién positiva y secuenciacion de un fragmento del gen codificante para el
ARNr 24Sa, revelé una infecciéon por B. triatomae. Esto sugiere que se debe tener
precauciéon cuando se realiza el diagndstico de infecciéon por T. cruzi Gnicamente
mediante observacién microscoépica de preparaciones frescas, sin tefiir, de heces de
triatominos. Los “falsos positivos” pueden conducir a la incriminacién errénea de una

especie como vector y/o distorsionar las relaciones existentes entre los ciclos silvestres
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y domésticos de la enfermedad de Chagas. De hecho, ambas muestras de heces de
triatominos infectados con B. triatomae fueron colectadas en localidades donde se

detect6 T. cruzi en muestras de ejemplares de T. infestans peridomésticos y domésticos

(Marcet y col., 2006).

Hasta donde sabemos, este es el primer informe basado en PCR mostrando la
identificacion diferencial de B. triatomae y las infecciones por T. cruzi en heces de
triatominos capturados en el campo. Esta estrategia también puede proporcionar una
herramienta rapida y sensible para la vigilancia de triatominos criados en el laboratorio
utilizados para el xenodiagndstico, asi como para la identificacion diferencial de las
infecciones por T. cruzi y T. rangeli en vectores de la enfermedad de Chagas donde se

superpongan las zonas endémicas de ambos tripanosomatidos (Chiurillo y col., 2003).

1.1.4 PCR- MTq

En el marco de este estudio desarrollamos, validamos y aplicamos la estrategia de
tipificacion por PCR en tiempo real con sondas Tagman (PCR- MTq) que permite
distinguir entre 4 grupos de T. cruzi: Tc I, Tc III, Tc VI y Tc II/V/VI, de manera

altamente especifica en una sola reaccién de PCR.

Las estrategias de tipificacion previamente descriptas presentan las siguientes
limitaciones: 1) han exigido el aislamiento de los parasitos y su expansién en cultivo, en
algunos casos a expensas de la seleccion de ciertas cepas como ya ha sido demostrado
en esta tesis y en otros trabajos (de Luca D'oro G y col.,, 1993; Diosque y col., 2003;
Montamat y col., 1987; Montamat y col., 1991), 2) requieren de varias reacciones de PCR
convencional o pasos de hibridizacién post-PCR haciendo a estos métodos lentos, mas
susceptibles a la contaminacion y con resultados mas dificiles de interpretar (Burgos y

col., 2007; Marcet y col., 2006; Roellig y col., 2008; Virreira y col., 2006).

La técnica fue validada con 27 cepas tipificadas por los métodos tradicionales y se
obtuvo un 100% de concordancia, demostrando su alta especificidad (Tabla 3.4).
También fue aplicada a muestras biologicas, donde se pudo tipificar 27 muestras de

heces de triatominos silvestres positivas por PCR-ADNk colectadas en el sur de
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Estados Unidos. También se incluy6 en el anélisis a 4 muestras de cultivos obtenidos a
partir de sangre periférica de reservorios silvestres. En concordancia con resultados
obtenidos por otros grupos, solo se detectaron poblaciones parasitarias de las UTD Tc 1
y Tc IV. En particular, se ha descripto que las poblaciones Tc I se encuentran asociadas
con ciclo silvestre arbéreo, mientras que las poblaciones Tc IV se encuentran asociadas
al ciclo silvestre terrestre (Roellig y col.,, 2008). En este sentido, los 3 cultivos
provenientes de sangre periférica de comadrejas fueron tipificados con Tc I, mientras el

cultivo proveniente de Mapache se tipificé6 como Tc IV.

De las 27 muestras de heces de triatominos silvestres infectados con T. cruzi, se tomaron
13 para ser tipificadas utilizando PCRs convencionales dirigidas al mini-exon y 24Sa
ADNr (PCR-SL I, PCR-SL II, PCR-24Sa y PCR-24Sa-HN), donde cada region
polimoérfica es amplificada de manera individual, a diferencia de la modalidad
multiplex aplicada en la reaccién de PCR en tiempo real. Con la técnica PCR- MTq se
detectaron 3 infecciones mixtas Tc I + Tc IV, mientras que al realizar las PCRs
convencionales individualmente se detectaron 2 infecciones mixtas adicionales. Dado
que la técnica PCR- MTq amplifica las secuencias polimérficas en modalidad multiplex,
las secuencias representadas en menor cantidad pueden resultar no amplificadas
debido a la competencia exponencial que existe por los reactivos dentro del tubo de
reaccion. Sin embargo, la tipificacion se lleva a cabo realizando una sola reaccién de
PCR, en comparaciéon con un total de 4 reacciones (PCR-SL I, PCR-SL II, PCR-24Sa y
PCR-24So-HN) realizadas con el algoritmo de tipificacion tradicional con PCRs
convencionales, lo que representa una disminucién en el tiempo y en el costo de
tipificar cada muestra. Otra ventaja de la tipificacion por PCR- MTq es la especificidad,
ya que cualquier amplificacién inespecifica dificilmente sea reconocida por la sonda y
por lo tanto no se emitira sefial de fluorescencia. Ademds, como ya se mencioné
anteriormente, existe un menor riesgo de contaminacién ya que no es necesario abrir
los tubos de reacciéon después de la reaccion de PCR para la visualizaciéon de los
resultados. Finalmente, al tratarse de una metodologia en tiempo real, esta técnica

podria ser optimizada para la cuantificacion diferencial de las distintas poblaciones que

- 133 -



Discusiéon

detecta, lo que puede significar un aporte a estudios de histotropismo diferencial y de

susceptibilidad de UTDs a nuevas drogas en modelos experimentales.
1.2. Tipificacion de muestras clinicas

1.2.1 Microsatélites

Con el objetivo de poder establecer una clara correlacién entre los aspectos genéticos
del parésito y clinicos de la enfermedad es necesario desarrollar y aplicar técnicas que
permitan identificar directamente a las poblaciones de T. cruzi presentes en muestras
biolégicas. Sin embargo, los métodos hasta ahora descritos, o bien no eran lo
suficientemente sensibles para analizar las poblaciones parasitarias directamente a
partir de los tejidos infectados, no tenian suficiente resolucién como para discriminar
poblaciones parasitarias individuales, o generaban patrones muy complejos de dificil
interpretaciéon. En este sentido, el andlisis del perfil genético de polimorfismos de
microsatélites, debido a la estructura gendémica diploide de T. cruzi, tiene la ventaja de
permitir inferir la complejidad clonal de las poblaciones parasitarias presentes en las
muestras biolégicas. Sobre la base de una estrategia de PCR anidada disefiada para
amplificar loci de microsatélites, hemos sido capaces de detectar y evaluar la
diversidad genética de T. cruzi directamente en 28 muestras bioldgicas y cultivos
provenientes de pacientes argentinos que presentaban distintas formas de la patologia

chagésica (Tabla 1.12).

El analisis de muestras provenientes de dos mellizas que nacieron infectadas con
Chagas connatal y de su madre seropositiva resulté particularmente interesante, donde
los mismos alelos detectados en la sangre materna, se observaron en sangre periférica
de ambas mellizas. En particular, se observaron tres picos alélicos para los loci
TcTAC15y TcAAAT6 (Fig. 3.1. 99,132y 135 pb, y 259, 271 y 279 pb, respectivamente).
Estos datos sugieren que ambas mellizas fueron infectadas por la misma poblacién
policlonal de la madre y no solo por una fraccion de la misma. También cabe
mencionar que solo detectd la presencia de parésitos pertenecientes a la UTD TcV,

sugiriendo la presencia de varios clones pertenecientes a un mismo linaje.
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En un anélisis complementario, se inocularon muestras de sangre periférica de las dos
mellizas y su madre en ratones para su propagaciéon. Luego, las muestras de sangre
periférica de los ratones inoculados fueron analizadas utilizando los mismos
marcadores. En uno de ellos se observo la ausencia de uno de los alelos de la poblacion
original, indicando la selecciéon clonal durante la propagacién en el modelo murino. Al
igual a lo observado con la propagaciéon en cultivo de poblaciones parasitarias
presentes en heces de triatominos, donde se detectaron poblaciones de linajes Tcl y
TcVI en las heces, pero solo TcVI en el cultivo correspondiente, estos resultados
resaltan la importancia de contar con técnicas los suficientemente sensibles como para

tipificar a las poblaciones parasitarias directamente a partir de muestras bioldgicas.

En el marco de esta tesis, también analizamos los perfiles de microsatélites en dos
pacientes co-infectados con V.IL.H.. El caso 1 present6 un chagoma cerebral como
consecuencia de una reactivacion parasitoldgica por inmunosupresion (Burgos y col.,
2005). Se tipificaron las poblaciones parasitarias de ambos tejidos observandose una
poblacion de UTD Tc II policlonal, ya que presentaba tres alelos para el locus TAC15, y
una poblaciéon en sangre periférica de linaje TcV y aparentemente monoclonal ya que

no se observaron loci de microsatelites con més de dos alelos.

En el caso 2, se analizaron muestras de sangre periférica y LCR, observandose una
poblacién policlonal de UTD Tcl + TcV en sangre, pero aparentemente monoclonal
perteneciente a la UTD Tcl en el LCR (Burgos y col., 2008). En este caso, el hallazgo del
alelo de 96 pb para TAC 15 fue también marcador de Tc L. Estas observaciones sugieren
que (1) T. cruzi podria circular en una mayor frecuencia de lo que ha sido asumido en
base a la tipificacion de cultivos parasitarios realizados a partir de muestras clinicas en
los paises de América del Sur, (2) la baja tasa de deteccion de esta UTD en pacientes con
enfermedad de Chagas indeterminada o crénica puede ser debido a su baja carga
parasitaria en sangre periférica como consecuencia de un tropismo por 6rganos
internos y (3) la exacerbacion de la parasitemia de T. cruzi 1 causada por

inmunosupresion permite detectar a esta UTD.

En ambos casos de reactivacion parasitolégica por inmunosupresion por co-infeccion

con V.ILH. se observé una distribuciéon diferencial de poblaciones parasitarias en los
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tejidos analizados. Estos casos claramente demuestran la utilidad de la técnica de

microsatélites para empezar a evaluar mas profundamente la teoria del histotropismo

clonal (Andrade y col., 1999; Vago y col., 1996; Vago y col., 2000).

Los perfiles obtenidos de un paciente trasplantado (paciente Tx5 Tabla 1.12) a partir del
corazén explantado (Ix5.Exp-Car Tabla 1.12), sangre periférica (Tx5.Sang-Per Tabla
1.12) y biopsia endomiocéardica (Tx5.Biop-Mioc Tabla 1.12), donde se observa que la
poblacién responsable del primer evento de reactivacion (Tx5.Sang-Per) y del segundo
evento de reactivacion (Tx5.Biop-Mioc) es la misma que estaba presente en el corazéon
explantado (Burgos y col., 2010), indicando que la poblacién responsable del primer

evento de reactivacion no fue erradicada con el tratamiento etiolégico.

Otro caso interesante es el analisis de una muestra de tejido de placenta, que result6

estar infectada por una poblacién policlonal Tc VI (Emb4-Placenta, Tabla 1.12).

En conjunto, los resultados obtenidos con el andlisis de microsatélites directamente a
partir de muestras clinicas demuestran la existencia de infecciones policlonales tanto en
sangre como en tejidos (Valadares y col., 2008), asi como la distribucién diferencial de
estas poblaciones segiin el tejido. Estos resultados estan en concordancia con la teoria
del histotropismo clonal descripta en algunos estudios sobre la infeccién humana
mediante LSSP-PCR (Andrade y col., 1999; Vago y col.,, 2000) asi como en modelo
experimental murino donde demuestran un histrotropismo diferencial segtin los clones
parasitarios y las cepas murinas analizadas (Freitas y col., 2009). Por otro lado, la
deteccion de infecciones policlonales en la mayoria de los pacientes inmunosuprimidos
e infecciones simples en la mayoria de los pacientes inmuno-competentes estaria

sugiriendo que las infecciones policlonales serian mas comunes de lo observado.

1.2.2. PCR Pr1-Pr3: Discriminacion entre Tc II y Tc VI

La discriminacién entre las UTD Tc II y Tc VI ha sido largamente problematica ya que
comparten gran parte de su contenido genémico debido a que la UTD Tc VI surgié de
al menos un evento de hibridizacién relativamente reciente con parasitos Tc II (de

Freitas y col., 2006, Westenberger y col., 2005). Por lo tanto, con el objetivo de contar
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con un ensayo sensible y resolutivo para discriminar entre estas dos UTD, disefiamos el
ensayo de PCR Pr1-Pr3, modificado a partir de la reaccion original de PCR-A10. Esta
reaccion se realiza en la modalidad hemi-nested, y ambas poblaciones parasitarias dan
lugar a un producto de amplificacion de distinto tamafio. La aplicacion de una
estrategia hemi-nested aumenta notablemente la sensibilidad de la reaccién,
posibilitando la detecciéon de cantidades de ADN del orden del picogramo, al igual que
para las estrategias dirigidas a la region inter-génica espaciadora del mini-exén. La
modificacién de los oligonucleétidos permite obtener amplicones diferenciales para
ambos UTD, haciéndola més resolutiva ya que se evitan tipificaciones erréneas por la
presencia de inhibidores o baja carga parasitaria que impiden la amplificaciéon del
fragmento. Por otro lado, los amplicones diferenciales generados para ambas UTD se
pueden diferenciar con una corrida electroforética en gel de agarosa 2,5%, asi como
también por temperatura de desnaturalizaciéon de los amplicones en la modalidad de
tiempo real (Fig. 1.8). Esta segunda opcién hace a la reacciéon més rédpida y con menor
riesgo de generar contaminacién por arrastre de amplicon ya que permite la
identificacion precisa del fragmento amplificado mediante el analisis de las
temperaturas de desnaturalizaciéon sin necesidad de montar una electroforesis. Este
método nos permitié genotipificar poblaciones parasitarias directamente a partir de

muestras de tejido y sangre periférica de pacientes con enfermedad de Chagas.

Dado que la mayoria de las muestras humanas analizadas provienen de sangre
periférica de pacientes argentinos, donde la UTD predominante es Tc V, la reaccién
PCR Pr1-Pr3 se utiliza mayormente para descartar infecciones mixtas con la UTD Tc II
en los casos en que se obtengan dos amplicones en la PCR-24Sa-HN. Sin embargo, el
unico caso detectado en el marco de esta tesis ha sido un paciente co-infectado con
V.LLH., nacido en Buenos Aires que habria adquirido la infeccién aparentemente por via
connatal, que presentaba una infecciéon Tc II policlonal en el cerebro, pero en sangre
periférica solo se detectaron parésitos Tc V. Estos resultados podrian implicar que la
ausencia de Tc II en pacientes argentinos, no solo se debe a una menor prevalencia de
esta UTD en la region, sino también por un sesgo en el tipo de muestras analizadas o
por falta de sensibilidad en este método para tipificar poblaciones parasitarias en

pacientes crénicos, que se caracterizan por sus bajas parasitemias.
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1.3. Ensayos con tecnologia Luminex

El sistema Luminex es una plataforma basada en la tecnologia de citometria de flujo e
inmunoensayo enzimaético y utiliza microesferas fluorescentes unidas covalentemente a
sondas de oligonucleétidos, lo que hace posible el andlisis de hasta 100 diferentes
reacciones en un solo recipiente de reaccién. En los tltimos afios, la tecnologia Luminex
se ha utilizado cada vez mads en investigaciéon y diagnéstico para la deteccion a gran
escala de acidos nucleicos en modalidad multiplex. La PCR en tiempo real puede ser
utilizada para la detecciéon de acidos nucleicos a gran escala, pero no es capaz de
realizar mas de 5 ensayos en modalidad multiplex debido al limitante en el naimero de
canales de deteccién de los termocicladores. El sistema Luminex, en cambio, posibilita
la actualizacién constante de un determinado ensayo, mediante el agregado de nuevas
duplas sonda-amplicén a genotipos emergentes que van siendo descubiertos. En este
sentido, los microarrays también tienen la capacidad de analizar un gran ntmero de
blancos de acidos nucleicos en simultaneo, pero no cuentan con la reproducibilidad

necesaria para ensayos de diagndstico.

Nosotros hemos logrado disefiar un ensayo capaz de tipificar a 3 de los 4 grupos de
UTD distinguibles segun la regién intergénica del mini-exén. Sin embargo, no hemos

logrado atin encontrar una sonda capaz de detectar especificamente a Tc IV.

A diferencia de lo que ocurre en la puesta a punto de reacciones de PCR, al disefiar
ensayos Luminex donde generalmente se utiliza un gran ntimero de sondas en cada
reaccion, las condiciones de hibridizacién y deteccion se establecen para el primer juego
de sondas. Para poder agregar al sistema nuevas duplas de amplicon-sonda, es
necesario realizar un rastreo entre un panel de duplas especificas para un determinado
blanco molecular y, a partir de éste, elegir la dupla que mejor se adapte a las

condiciones obtenidas en los ensayos iniciales.

Para evitar que las diferencias en la composicién nucleotidica de las sondas dificulten la
puesta a punto, la reaccion se lleva a cabo en tampén TMAC (ver Materiales y métodos)

que estabiliza las uniones A-T, generando que su fuerza de union sea igual a la de las
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uniones G-C, siendo la fuerza de hibridizacion una funcién solamente dependiente de
la longitud de la sonda (Wood y col., 1985). Esto permite que sondas de distintas
caracteristicas pero de igual tamafio sean utilizadas bajos las mismas condiciones de

reaccion.

Otro factor a tener en cuenta es que la hibridizacién entre las sondas y los amplicones
se lleva a cabo a temperaturas entre los 40-55°C, por lo que la estructura secundaria de
los amplicones suele ser determinante. Lamentablemente, el hecho de realizar la
hibridizacién en tampén TMAC hace muy dificil el modelado de la estructura
secundaria de los amplicones in silico. Por lo tanto, la estrategia para encontrar duplas
de sonda-amplicén que funcionen bien suele basarse en disefiar amplicones cortos para
disminuir la estructura secundaria y evaluar un gran numero de sondas hasta
encontrar alguna que hibridice adecuadamente en las condiciones del ensayo. Esto lo
hemos logrado para tres grupos de T. cruzi y para el CI pero ain no encontramos una

sonda con estas caracteristicas para Tc IV.

Cabe destacar la inclusiéon de un CI en el ensayo, ya que la incorporacién de estdndares
internos es un requisito indispensable para la validaciéon y aplicacion clinica de

cualquier reacciéon de PCR con valor diagnéstico (Hoorfar y col., 2003).

Estos resultados preliminares y las caracteristicas de la tecnologia Luminex posicionan
a esta plataforma como una alternativa de avanzada para la genotipificacion de un
organismo sumamente complejo como T. cruzi, donde es necesario contar un gran
panel de marcadores moleculares. Ademads, para poder extender el ensayo a
aplicaciones eco-epidemiolégicas a todas las regiones endémicas y en distinto tipo de
muestra biolégica, hemos planteado el agregado de duplas amplicon-sonda para la

deteccion simultanea de B.triatomae, T. rangeli y T. cruzi bat, actualmente en realizacion.

El mayor factor limitante para su utilizacién es el alto costo del equipo y los reactivos,

por lo cual esta estrategia deberia ser transferida a centros de referencia.
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2. Métodos de Cuantificacion de T. cruzi

En el marco de esta Tesis hemos desarrollado estrategias de QPCR altamente sensibles,
reproducibles, precisas y rdpidas para la cuantificacion de T. cruzi en muestras de
sangre periférica humana, tejido humano y tejido murino. De hecho, este es un primer
intento de desarrollar estrategias de QPCR en tiempo real altamente confiables ya que
incorporan: (1) un kit comercial para el procesamiento de la muestra que minimiza el
arrastre de inhibidores de la PCR y estandariza el rendimiento y la calidad de la
extraccion de ADN, (2) una reaccién de PCR que se realiza en una sola ronda, sin
necesidad de un andlisis por electroforesis posterior, lo que reduce al minimo la
contaminacién por arrastre (3) un adecuado control de calidad interno para cada caso
particular (sangre humana, tejido humano, tejido murino) y (4) una correccién en el
calculo de la carga parasitaria, de acuerdo con el nimero de secuencias blanco entre las
diferentes UTD de T. cruzi. El desarrollo de estas estrategias es un paso clave hacia la
normalizacién y validaciéon de ensayos no comerciales de QPCR para su aplicaciéon de

rutina en el laboratorio.

Aunque estudios recientes han demostrado las ventajas de la PCR en tiempo real para
deteccién y cuantificacion de T. cruzi, ninguno ha implementado procedimientos para
normalizar el rendimiento de la extraccion de ADN, ni la representatividad de las
secuencias blanco de la PCR segtin poblacién parasitaria. Algunos estudios (Cummings
y Tarleton, 2003; Piron y col., 2007; Virreira y col., 2006) han elegido como control
interno una secuencia de ADN del huésped, pero la cantidad de ADN humano
presente en sangre periférica puede ser muy variable, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos. En este caso, nuestra estrategia incorpora la adicion de una
cantidad estandarizada de un plasmido que contiene una secuencia heterdloga, lo que
permite la normalizacién de los rendimientos de la extraccion de ADN vy la deteccién
de falsos negativos debido a inhibicién en cualquier situacion clinica. En este sentido, el
Comité de Estandarizacion Europea (CEN) en colaboracién con la Organizacion
Internacional para la Estandarizacién (ISO) han propuesto que las reacciones de PCR

utilizadas clinicamente requieran de un CI en la mezcla de reaccién, y que unicamente
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estas reacciones puedan ser sujetas a procesos de armonizacién y estandarizacién, pre-

requisito para su validacion clinica (Hoorfar y col., 2003).

Para la normalizacién de cargas parasitarias a partir de muestras de tejido si utilizamos
como control interno a una secuencia de ADN, de copia tnica, del huésped y de esta

manera poder expresar los resultados como parasitos por nimero de células huesped.

En cuanto al blanco molecular de amplificacion (Elias y col., 2003; Elias y col., 2005;
Vargas y col., 2004) se ha observado que el ADN satélite es de 4 a 9 veces maés
abundante en las UTD Tc II/ VI que en la Tc I. Nosotros hemos extendido este andlisis a
las 6 UTD de T. cruzi, describiendo por primera vez las repeticiones de ADN satélite de
las UTD Tc III, IV y V (ntmeros de acceso en GenBank: EU728662-EU728667). De
hecho, hemos detectado una variacién de 5 a 10 veces en el contenido de ADN satélite
entre las cepas parasitarias del grupo I (Tc I/1II) y grupo II (Tc 1I/V/VI) (Tabla 2.2). Por
lo tanto, esta variabilidad debe ser tenida en cuenta para calcular con precision las
cargas parasitarias. En consecuencia, también hemos disefiado un ensayo de PCR en
tiempo real altamente sensible (PCR-Lg), para distinguir las poblaciones del grupo T.
cruzi I (de menor nimero de copias de la secuencia satélite y mayor temperatura de
desnaturalizacion) del grupo II (un mayor niimero de copias de la secuencia satélite e
inferior temperatura de desnaturalizacién). Todas las cepas analizadas presentaron s6lo
un pico de temperatura de desnaturalizacion, incluidas las hibridas como CI Brener, a
pesar de albergar los dos tipos de secuencias satélite. Esto puede ser explicado por el
hecho de que CI Brener (Tc VI) alberga diez veces mas secuencias satélite de tipo II que
de tipo I (Vargas y col., 2004) y debido a amplificacién exponencial, sélo el tipo de
secuencia predominante es detectado. La alta sensibilidad analitica de la Lg-PCR la
hace util para la caracterizaciéon directa de muestras biol6gicas que no pueden ser
tipificadas por otros métodos (Burgos y col., 2007; Freitas y col., 2005; Marcet y col.,
2006).

El procesamiento de las muestras y la extraccion de ADN también deben ser
optimizados para la obtener una estrategia de cuantificacion confiable. En este sentido,
hemos adaptado un kit comercial, basado en la tecnologia de membrana de silica

(QIAmp DNA Mini Kit) para el procesamiento de muestras GEB. El método de
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extraccion convencional, basado en Fenol-cloroformo es un método aceptable para PCR
cualitativa, aunque en algunos casos trazas de inhibidores de la PCR puedan ser co-
purificados (Castella y col., 2006; Clements y col., 2008). Estas sustancias puede que no
impidan la amplificacién, pero podrian afectar su eficiencia, lo que conduce a
resultados de cuantificaciéon inexactos. De hecho, hemos detectado trazas de
inhibidores de la PCR en el 29% de las muestras extraidas por el método de Fenol-Cl.
Cuando presentes, estos inhibidores provocaron una subestimacion de la carga
parasitaria en el 67% de las muestras positivas, aunque no afectaron gravemente la
positividad de la PCR. Estos resultados sugieren que la extracciéon por Fenol-Cl de
muestras GEB no es adecuado para la de QPCR, aunque puede utilizarse para PCR

cualitativa.

2.1 Aplicaciéon en modelo experimental

A diferencia de lo mencionado para muestras de sangre periférica humana, en este caso
no se utilizé un control interno heterélogo (CI) para normalizar los resultados entre
distintas muestras, si no que se amplificé el gen murino de copia tnica que codifica
para el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Los resultados se expresaron como
nimero de parasitos por cada 10° o 10° células murinas. La amplificacion del gen
murino también sirvioé para confirmar la ausencia de inhibidores de la QPCR en las

muestras extraidas.

Para la determinacién del rol del gen LYT1 en la infectividad de T. cruzi se analizaron
muestras de musculo esquelético y cardiaco de ratones infectados con la cepa L16, clon
mutante nulo para el gen LYT1 de Cl-Brener, asi como para la cepa salvaje (WT) en la
etapa aguda de la infeccién (28 dias post-infeccion) y en la etapa cronica de la infeccion
(7 meses post-infeccién). En este estudio logramos detectar parasitos en tejido murino
en un rango dindmico muy amplio, abarcando de 1 parésito por cada 10° células
huésped, hasta 1 parasito por cada 10° células huésped. Esta estrategia permitio
observar diferencias significativas entre la infectividad del clon L16 y Cl-Brener WT en
ambos tejidos analizados en la etapa aguda de la infeccién (Fig. 3.9). En la etapa crénica

de la infeccion se pudo observar diferencias significativas solo en musculo esquelético
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(Fig. 3.10). Es probable que la falta de significancia en la infectividad entre ambos
clones en tejido cardiaco en la etapa crénica se deba a los muy bajos valores de carga
parasitaria observados, cercanos al limite inferior del rango dindmico del ensayo (1
parésito/10° células huésped). Los casi 4 o6rdenes de diferencia entre la carga
parasitaria observada en la etapa crénica en ambos tejidos pone en evidencia el

marcado histotropismo del Cl-Brener en este modelo experimental.

En otro estudio, con el objetivo de analizar las dindmicas de infeccion producidas por
distintas poblaciones parasitarias, se analizaron muestras de ganglio linfatico satélite y
bazo, de ratones infectados con la cepa RA (Tc VI) o la cepa K98 (Tc 1), a 2, 15, 28 y 90
dias post-infeccion (dpi). En este caso se observaron cargas parasitarias entre 1
parasito/107 células huésped, hasta 1 parasito/10% células huésped. En el bazo, la
dindmica de la infeccién producida por las cepas RA y K98 fue levemente distinta.
Mientras que RA tuvo una carga de parasitemia maxima a los 15 dias, el pico en K98
fue a los 28 dias. En ambos casos, el pico de carga parasitaria fue de aproximadamente
1 parasito / 103 células huésped. Sin embargo, la dindmica de la infeccién observada en
el bazo estuvo fuertemente influenciada por cepas infectante. En la infeccién producida
por la cepa RA, se pudo observar un aumento constante hasta llegar a la maxima carga
parasitaria de 1 parasito / 103 células huésped a los 28 dpi, mientras que la infeccion
por la cepa K98, a los 15 dpi se detect6 la carga parasitaria mas baja, de solo 1 parasito /
107 células huésped, para luego observar la maxima a los 28 dpi menor a los 10

parésitos / 10° células huésped (Fig. 3.11).

En ambos estudios se pudo aplicar con éxito la estrategia de QPCR-SG y observar
diferencias significativas tanto en la infectividad de dos clones distintos, asi como en la
dindmica de la infeccién producida por dos cepas distintas. Esta herramienta sin duda
serd de gran utilidad para estudios de la enfermedad de Chagas llevados a cabo en el

modelo experimental murino.

2.2 Aplicacién en estudios clinicos
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2.2.1. QPCR-SG

En esta Tesis, se aplicé la estrategia de QPCR-SG a muestras de sangre extraidas de
pacientes en diferentes escenarios clinicos. Por su amplio rango dindmico permiti6
mediciones directas en los casos con altas cargas parasitarias, como pacientes
inmunodeprimidos con enfermedad de Chagas y recién nacidos con infecciéon connatal,
asi como en casos con baja parasitemias, tales como pacientes en fase crénica o bajo
tratamiento etiologico. Cuando se aplicé a los recién nacidos, lactantes y nifios con
infeccién por T. cruzi, se estimaron cargas parasitarias en un amplio rango, entre 0,01 y
640 p/mL de sangre (Fig. 3.3). Las cargas parasitarias mas altas, observadas en la
poblacién pediatrica mas joven, estd de acuerdo con los resultados obtenidos por
analisis parasitolégicos convencionales y PCR-ADNk (Schijman y col., 2003; Freilij y
Altcheh, 1995). Por otra parte, las cargas parasitarias mas bajas, detectadas en los
pacientes pediatricos de mayor edad, reflejan su evolucion hacia la fase crénica de la

infeccion connatal (Schijman y col., 2003).

A su vez, hemos sido capaces de realizar un seguimiento de sus respuestas
parasitoldgicas al tratamiento con benznidazol (Fig. 3.4), con un resultado favorable en
el 94,7% (36/38) de los casos. Vale la pena sefialar que en t3, transcurridos 30 dias del
inicio del tratamiento, 4 pacientes todavia poseian cargas parasitarias detectables. Al
final del tratamiento (t4) 2 de ellos se convirtieron en QPCR-SG-Tc negativos,
continuando no detectables durante 18 meses de seguimiento post- tratamiento. Esta
observacion pone de relieve la importancia de un régimen de tratamiento de 60 dias.
Entrevistas con las madres de los dos pacientes que persistieron QPCR-SG-Tc positivos
a t4 puso de manifiesto la falta de adherencia al tratamiento en uno de ellos (Pd2, Tabla
2.3y Fig. 3.4, triangulo verde), mientras que en el otro caso (PD1, Tabla 2.3 y Fig. 3.4, el
tridngulo rojo) la persistencia de la parasitemia indicaria la falta de respuesta
parasitolégica al benznidazol. Estos casos demuestran la utilidad de la estrategia de
QPCR-SG como una alternativa de marcador para la detecciéon precoz del fracaso del
tratamiento. Dos pacientes pediatricos (Fig. 3.4, cuadrados de color rosa y amarillo)
presentaron un aumento de sus cargas parasitarias de t1 a t2, pero luego mostraron una

respuesta parasitologica favorable al tratamiento en las muestras recogidas en t3 y t4,
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hecho que fue confirmado por medio de PCR-ADNKk en los sucesivos controles post-
tratamiento (datos no mostrados). Estos casos, donde se observa una parasitemia
menor en t1 en comparacién con t2, probablemente representen fluctuaciones naturales

de la parasitemia en pacientes con enfermedad de Chagas crénica.

En este contexto, es importante analizar muestras de sangre seriadas por ser capaz de
observar una tendencia creciente o decreciente en las cargas parasitarias de los
pacientes crénicos en tratamiento. La estrategia de QPCR-5G se utiliz6 también para la
deteccion precoz de la reactivacion de T. cruzi después de un trasplante cardiaco. Esto
se visualiz6 a través del incremento de las cargas parasitarias en todos los pacientes que
presentaron manifestaciones clinicas de la reactivaciéon (Diez y col., 2007). En particular,
en el caso TX1 el paciente estd infectado con T. cruzi I, y el nimero de parésitos
aument6 de 0,22 p/ml (5 dias de pre-Tx) a 9,07 p/mL (78 dias post-Tx) cuando el
paciente presenta signos y sintomas de reactivacion por un chagoma en la piel y
parasitemia patente (Diez y col., 2007). En los otros dos casos, TX2 y TX3, que fueron
infectados con poblaciones parasitarias del grupo satélite II, los incrementos de las
cargas parasitarias fueron notablemente mayores (Tabla 2.3 y Fig. 3.6). En TX3, el
tratamiento con benznidazol después de la reactivacion produjo una respuesta
parasitolégica transitoria ya que muestras tomadas 44 y 70 dias después del
tratamiento resultaron QPCR-SG-Tc positivas (Fig. 3.6). La reactivacion parasitolégica
se confirmé por medio de PCR-ADNk en muestras sucesivas hasta que un segundo
episodio de reactivacién clinica fue diagnosticado (Diez y col., 2007). En los casos de
trasplante cardiaco, la QPCR-SG permitié detectar un aumento de la carga parasitaria,
previo al diagnéstico de reactivacion, asi como también seguir la respuesta
parasitolégica durante el tratamiento con benznidazol. En conjunto, la alta sensibilidad
analitica de la estrategia de QPCR-SG, los bajos niveles de variacién intra e inter-
ensayo, asi como la precisiéon aportada por la correccién de la PCR-Lg, promueven a
este método como una herramienta de laboratorio clave para el seguimiento de
pacientes bajo tratamiento etiol6gico o en riesgo de reactivacién clinica. Esto es de
particular importancia para las pruebas de nuevas drogas donde una valoracion

temprana de la eficacia o el fracaso son fundamentales (Molina y col., 2000).
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2.2.2. QPCR-MTq

Como continuacion en el desarrollo de estrategias de cuantificacion de T. cruzi por PCR
en tiempo real nos propusimos unificar las reacciones QPCR-SG-Tc y QPCR-SG-CI en
una sola reaccion multiplex. Para ello fue necesario cambiar la tecnologia de deteccién
de ADN de SYBR Green, el cual detecta inespecificamente todo ADN doble cadena, a
las sondas Tagman, las cuales permiten una evaluaciéon diferencial de la cantidad de
cada producto de reaccion dentro de un mismo tubo de ensayo. Esta técnica es igual de
sensible que la QPCR-SG-Tc, pero es mas confiable ya que las sondas Tagman
disminuyen las probabilidades de falsos positivos al ser mds especificas, la
determinacion del CI se encuentra directamente asociada a la de T. cruzi y la utilizacién
una Master mix comercial le brinda una mayor reproducibilidad. Otra ventaja es que es

mas econdémica y requiere menos trabajo ya que se realizan menos reacciones de PCR.

Esta técnica fue desarrollada en el marco de un proyecto del DNDi (Drugs for
Neglected Diseases initiative) y de MSF (Médicos sin Fronteras) para la evaluaciéon
temprana de la nueva pro-droga E1224 (ER-30346, Eisai Co.; BMS 207.147; Bristol-
Myers Squibb). E1224 es rapidamente convertida en Ravuconazol in vivo (Urbina y col.,
2003a) y su eficacia como droga tripanocida en pacientes crénicos comenzard a ser
evaluada en ensayos clinicos este afio de Cochabamba, Bolivia utilizando la estrategia
de QPCR-MTq. Para esto, nuestro laboratorio acaba de firmar un convenio de
transferencia tecnologica y organizaciéon de ensayos de certificaciéon de los laboratorios

implicados a través de CONICET.

Asimismo, se ha firmado un convenio de transferencia de controles de calidad de
calidad de PCR vy certificaciéon del laboratorio norteamericano GENTRIS, para validar
la aplicacién de esta metodologia en los ensayos clinicos de posaconazol a cargo de

Schering-Plough.

Tenemos la esperanza de que el desarrollo de esta técnica y otras similares permitan
una efectiva evaluacién de nuevas drogas para el tratamiento de la enfermedad de

Chagas. Estos estudios, sin dudas, aumentardn las probabilidades de encontrar una
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cura a esta enfermedad que hoy en dia continua castigando a los sectores mas

vulnerables de América Latina.
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Conclusiones

Desarrollo y aplicacion de métodos de tipificacion de T. cruzi

Se disefiaron y desarrollaron estrategias moleculares de genotipificaciéon que
permiten discriminar poblaciones de T. cruzi pertenecientes a distintas UTD, asi
como también caracterizar polimorfismo entre poblaciones pertenecientes a una
misma UTD. Entre ellas, cabe destacar la puesta a punto de 1) la tecnologia basada
en sondas Tagman en ensayos de PCR en tiempo real, y 2) el sistema Luminex, que
permiti6é iniciar la construcciéon de una plataforma de tipificacion de T. cruzi
utilizando tecnologia de tltima generacién, estrategia aplicada por primera vez a

parasitosis endémicas.

Dichas estrategias fueron evaluadas para polimorfismo intra-UTD en aislamientos
en cultivo de poblaciones naturales de T. cruzi y directamente en muestras
biolégicas y clinicas infectadas. En conjunto, estas técnicas han aportado a la
caracterizacién de la variabilidad genética de poblaciones parasitarias presentes en
triatominos silvestres de regiones endémicas de Argentina y el sur de los Estados
Unidos de América, y en pacientes con reactivacion chagasica por
inmunosupresiéon, donde demostramos histotropismo diferencial de ciertos clones

parasitarios pertenecientes a distintas UTD.

Desarrollo y aplicacién de métodos de cuantificacion de T. cruzi

Se disefi6 un método preciso de Q-PCR que permite detectar las fluctuaciones de la
carga parasitaria previamente a la detecciéon de los eventos de reactivacién clinica
por inmunosupresiéon, como asi también monitorear la respuesta parasitologica a
drogas tripanocidas poniendo en evidencia casos de falla terapéutica. Esta
metodologia fue perfeccionada mediante el desarrollo de un sistema QPCR-

Multiplex TagMan y transferida para su validacién clinica.

- 149 -



BIBLIOGRAFIA




Bibliografia

Alarcon de Noya, B., Diaz-Bello, Z., Colmenares, C., Ruiz-Guevara, R., Mauriello, L., Zavala-
Jaspe, R., Suarez, J.A., Abate, T., Naranjo, L., Paiva, M., Rivas, L., Castro, ]J., Marques, ].,
Mendoza, 1., Acquatella, H., Torres, J., Noya, O., 2010. Large urban outbreak of orally acquired
acute Chagas disease at a school in Caracas, Venezuela. ] Infect Dis 201, 1308-1315.

Amato Neto, V., 1999. Etiological treatment for infection by Trypanosoma cruzi. Mem Inst
Oswaldo Cruz 94 Suppl 1, 337-339.

Andrade, L.O., Machado, C.R., Chiari, E., Pena, S.D., Macedo, A.M., 1999. Differential tissue
distribution of diverse clones of Trypanosoma cruzi in infected mice. Mol Biochem Parasitol 100,
163-172.

Anez, N., Crisante, G., Rojas, A., Carrasco, H., Parada, H., Yepez, Y., Borges, R., Guevara, P.,
Ramirez, J.L., 2001. Detection and significance of inapparent infection in Chagas disease in
western Venezuela. Am ] Trop Med Hyg 65, 227-232.

Anénimo, 1999. Recommendations from a satellite meeting. Mem Inst Oswaldo Cruz 94 Suppl
1, 429-432.

Anonymous, 1999. Recommendations from a satellite meeting. Mem Inst Oswaldo Cruz 94
Suppl 1, 429-432.

Antas, P.R.,, Medrano-Mercado, N., Torrico, F., Ugarte-Fernandez, R., Gomez, F., Correa
Oliveira, R., Chaves, A.C., Romanha, A.]., Araujo-Jorge, T.C., 1999. Early, intermediate, and late
acute stages in Chagas' disease: a study combining anti-galactose IgG, specific serodiagnosis,
and polymerase chain reaction analysis. Am ] Trop Med Hyg 61, 308-314.

Araujo, F.M., Bahia, M.T., Magalhaes, N.M., Martins-Filho, O.A., Veloso, V.M., Carneiro, C.M.,
Tafuri, W.L., Lana, M., 2002. Follow-up of experimental chronic Chagas' disease in dogs: use of
polymerase chain reaction (PCR) compared with parasitological and serological methods. Acta
Trop 81, 21-31.

Atias, A., Aguirre Mackay, L., Campero, E., Parrochia, E., Jarpa, S., Pizarro, D., Silva, M., 1962.
[Megaesophagus and Chagas' disease: first cases described in Chile.]. Bol Chil Parasitol 17, 20-
23.

Atias, A., Morales, M., Munoz, P., Barria, M., 1985. [Ocular involvement in congenital Chagas'
disease]. Rev Chil Pediatr 56, 137-141.

Avila, H.A., Sigman, D.S., Cohen, L.M., Millikan, R.C., Simpson, L., 1991. Polymerase chain
reaction amplification of Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA isolated from whole
blood lysates: diagnosis of chronic Chagas' disease. Mol Biochem Parasitol 48, 211-221.

Barcan, L., Luna, C,, Clara, L., Sinagra, A., Valledor, A., De Rissio, A.M., Gadano, A., Garcia,
M.M., de Santibanes, E., Riarte, A., 2005. Transmission of T. cruzi infection via liver
transplantation to a nonreactive recipient for Chagas' disease. Liver Transpl 11, 1112-1116.

Benchimol Barbosa, P.R., 2006. The oral transmission of Chagas' disease: an acute form of
infection responsible for regional outbreaks. Int ] Cardiol 112, 132-133.

Bittencourt, A.L., Sadigursky, M., Da Silva, A.A., Menezes, C.A., Marianetti, M.M., Guerra, S.C.,
Sherlock, 1., 1988. Evaluation of Chagas' disease transmission through breast-feeding. Mem Inst
Oswaldo Cruz 83, 37-39.

Blanco, S.B., Segura, E.L., Cura, E.N., Chuit, R., Tulian, L., Flores, I., Garbarino, G., Villalonga,
J.F., Gurtler, R.E., 2000. Congenital transmission of Trypanosoma cruzi: an operational outline for
detecting and treating infected infants in north-western Argentina. Trop Med Int Health 5, 293-
301.

- 151 -



Bibliografia

Blanco, S.B., Segura, E.L., Gurtler, R.E., 1999. [Control of congenital transmission of
Trypanosoma cruzi in Argentina]. Medicina (B Aires) 59 Suppl 2, 138-142.

Bogliolo, A.R., Lauria-Pires, L., Gibson, W.C., 1996. Polymorphisms in Trypanosoma cruzi:
evidence of genetic recombination. Acta Trop 61, 31-40.

Breniere, S.F., Bosseno, M.F., Telleria, J., Carrasco, R., Vargas, F., Yaksic, N., Noireau, F., 1995.
Field application of polymerase chain reaction diagnosis and strain typing of Trypanosoma cruzi
in Bolivian triatomines. Am J Trop Med Hyg 53, 179-184.

Briones, M.R., Souto, R.P., Stolf, B.S., Zingales, B., 1999. The evolution of two Trypanosoma cruzi
subgroups inferred from rRNA genes can be correlated with the interchange of American
mammalian faunas in the Cenozoic and has implications to pathogenicity and host specificity.
Mol Biochem Parasitol 104, 219-232.

Brisse, S., Barnabe, C., Tibayrenc, M., 2000. Identification of six Trypanosoma cruzi phylogenetic
lineages by random amplified polymorphic DNA and multilocus enzyme electrophoresis. Int |
Parasitol 30, 35-44.

Brisse, S., Henriksson, ]., Barnabe, C., Douzery, E.J., Berkvens, D., Serrano, M., De Carvalho,
M.R., Buck, G.A., Dujardin, J.C., Tibayrenc, M., 2003. Evidence for genetic exchange and
hybridization in Trypanosoma cruzi based on nucleotide sequences and molecular karyotype.
Infect Genet Evol 2, 173-183.

Brisse, S., Verhoef, ]., Tibayrenc, M., 2001. Characterisation of large and small subunit rRNA
and mini-exon genes further supports the distinction of six Trypanosoma cruzi lineages. Int J
Parasitol 31, 1218-1226.

Britto, C., Cardoso, M.A., Vanni, C.M., Hasslocher-Moreno, A., Xavier, S.S., Oelemann, W.,
Santoro, A., Pirmez, C., Morel, C.M., Wincker, P., 1995. Polymerase chain reaction detection of
Trypanosoma cruzi in human blood samples as a tool for diagnosis and treatment evaluation.
Parasitology 110 ( Pt 3), 241-247.

Britto, C., Silveira, C., Cardoso, M.A., Marques, P., Luquetti, A., Macedo, V., Fernandes, O.,
2001. Parasite persistence in treated chagasic patients revealed by xenodiagnosis and
polymerase chain reaction. Mem Inst Oswaldo Cruz 96, 823-826.

Burgos, J.M., Altcheh, J., Bisio, M., Duffy, T., Valadares, H.M., Seidenstein, M.E., Piccinali, R.,
Freitas, ].M., Levin, M.J., Macchi, L., Macedo, A.M., Freilij, H., Schijman, A.G., 2007. Direct
molecular profiling of minicircle signatures and lineages of Trypanosoma cruzi bloodstream
populations causing congenital Chagas disease. Int ] Parasitol 37, 1319-1327.

Burgos, ].M., Begher, S., Silva, H.M., Bisio, M., Duffy, T., Levin, M.]J., Macedo, A.M., Schijman,
A.G., 2008. Molecular identification of Trypanosoma cruzi I tropism for central nervous system in
Chagas reactivation due to AIDS. Am ] Trop Med Hyg 78, 294-297.

Burgos, ].M., Begher, S.B., Freitas, ].M., Bisio, M., Duffy, T., Altcheh, J., Teijeiro, R., Lopez
Alcoba, H., Deccarlini, F., Freilij, H., Levin, M.]., Levalle, J., Macedo, A.M., Schijman, A.G., 2005.
Molecular diagnosis and typing of Trypanosoma cruzi populations and lineages in cerebral
Chagas disease in a patient with AIDS. Am ] Trop Med Hyg 73, 1016-1018.

Burgos, J.M., Diez, M., Vigliano, C., Bisio, M., Risso, M., Duffy, T., Cura, C., Brusses, B,
Favaloro, L., Leguizamon, M.S., Lucero, R.H., Laguens, R., Levin, M.]., Favaloro, R., Schijman,
A.G., 2010. Molecular identification of Trypanosoma cruzi discrete typing units in end-stage
chronic Chagas heart disease and reactivation after heart transplantation. Clin Infect Dis 51,
485-495.

- 152 -



Bibliografia

Camargo, M.E.,, 1966. Fluorescent antibody test for the serodiagnosis of American
trypanosomiasis. Technical modification employing preserved culture forms of Trypanosoma
cruzi in a slide test. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 8, 227-235.

Cardinal, M.V, Lauricella, M.A., Ceballos, L.A., Lanati, L., Marcet, P.L., Levin, M.]., Kitron, U.,
Gurtler, R.E., Schijman, A.G., 2008. Molecular epidemiology of domestic and sylvatic
Trypanosoma cruzi infection in rural northwestern Argentina. Int ] Parasitol.

Carrasco, H.J., Frame, I.A., Valente, S.A., Miles, M.A., 1996. Genetic exchange as a possible
source of genomic diversity in sylvatic populations of Trypanosoma cruzi. Am ] Trop Med Hyg
54, 418-424.

Castanera, M.B., Lauricella, M. A., Chuit, R., Gurtler, R.E., 1998. Evaluation of dogs as sentinels
of the transmission of Trypanosoma cruzi in a rural area of north-western Argentina. Ann Trop
Med Parasitol 92, 671-683.

Castella, V., Dimo-Simonin, N., Brandt-Casadevall, C., Mangin, P., 2006. Forensic evaluation of
the QIAshredder/QIAamp DNA extraction procedure. Forensic Sci Int 156, 70-73.

Cecere, M.C., Castanera, M.B., Canale, D.M., Chuit, R., Gurtler, R.E., 1999. Trypanosoma cruzi
infection in Triatoma infestans and other triatomines: long-term effects of a control program in
rural northwestern Argentina. Rev Panam Salud Publica 5, 392-399.

Cerisola, J.A., Rohwedder, R., Bozzini, J.P., Del Prado, C.E., 1971. Blastocrithidia triatomae n.
sp. found in Triatoma infestans from Argentina. ] Protozool 18, 503-506.

Clements, D.N., Wood, S., Carter, S.D., Ollier, W.E., 2008. Assessment of the quality and
quantity of genomic DNA recovered from canine blood samples by three different extraction
methods. Res Vet Sci 85, 74-79.

Corrales, M., Cardozo, R., Segura, M.A., Urbina, J.A., Basombrio, M.A., 2005. Comparative
efficacies of TAK-187, a long-lasting ergosterol biosynthesis inhibitor, and benznidazole in
preventing cardiac damage in a murine model of Chagas' disease. Antimicrob Agents
Chemother 49, 1556-1560.

Corti, M., 2000. AIDS and Chagas' disease. AIDS Patient Care STDS 14, 581-588.

Coura, J.R., Junqueira, A.C., Fernandes, O., Valente, S.A., Miles, M.A., 2002. Emerging Chagas
disease in Amazonian Brazil. Trends Parasitol 18, 171-176.

Cummings, K.L., Tarleton, R.L., 2003. Rapid quantitation of Trypanosoma cruzi in host tissue by
real-time PCR. Mol Biochem Parasitol 129, 53-59.

Chiari, E., 1999. Chagas disease diagnosis using polymerase chain reaction, hemoculture and
serologic methods. Mem Inst Oswaldo Cruz 94 Suppl 1, 299-300.

Chiurillo, M.A., Crisante, G., Rojas, A., Peralta, A., Dias, M., Guevara, P., Anez, N., Ramirez,
J.L., 2003. Detection of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli infection by duplex PCR
assay based on telomeric sequences. Clin Diagn Lab Immunol 10, 775-779.

Crooks, G.E., Hon, G., Chandonia, ].M., Brenner, S.E., 2004. WebLogo: a sequence logo
generator. Genome Res 14, 1188-1190.

de Freitas, J.M., Augusto-Pinto, L., Pimenta, J.R., Bastos-Rodrigues, L., Goncalves, V.F,
Teixeira, S.M., Chiari, E., Junqueira, A.C., Fernandes, O., Macedo, A.M., Machado, C.R,, Pena,
S.D., 2006. Ancestral genomes, sex, and the population structure of Trypanosoma cruzi. PLoS
Pathog 2, e24.

- 153 -



Bibliografia

de Luca D'oro G, M., Gardenal, C.N., Perret, B., Crisci, ]J.V., Montamat, E.E., 1993. Genetic
structure of Trypanosoma cruzi populations from Argentina estimated from enzyme
polymorphism. Parasitology 107 ( Pt 4), 405-410.

del Puerto, R., Nishizawa, J.E., Kikuchi, M., Iihoshi, N., Roca, Y., Avilas, C., Gianella, A., Lora,
J., Velarde, F.U., Renjel, L.A., Miura, S., Higo, H., Komiya, N., Maemura, K., Hirayama, K.,
2010. Lineage analysis of circulating Trypanosoma cruzi parasites and their association with
clinical forms of Chagas disease in Bolivia. PLoS Negl Trop Dis 4, e687.

Dias, J.C,, Silveira, A.C., Schofield, C.J., 2002. The impact of Chagas disease control in Latin
America: a review. Mem Inst Oswaldo Cruz 97, 603-612.

Diez, M., Favaloro, L., Bertolotti, A., Burgos, J.M., Vigliano, C., Lastra, M.P., Levin, M.],,
Arnedo, A., Nagel, C., Schijman, A.G., Favaloro, R.R., 2007. Usefulness of PCR strategies for
early diagnosis of Chagas' disease reactivation and treatment follow-up in heart
transplantation. Am ] Transplant 7, 1633-1640.

Diosque, P., Barnabe, C., Padilla, A.M., Marco, ].D., Cardozo, R.M., Cimino, R.O., Nasser, J.R,,
Tibayrenc, M., Basombrio, M.A., 2003. Multilocus enzyme electrophoresis analysis of
Trypanosoma cruzi isolates from a geographically restricted endemic area for Chagas' disease in
Argentina. Int ] Parasitol 33, 997-1003.

Diotaiuti, L., Pereira, A.S., Loiola, C.F., Fernandes, A.]., Schofield, J.C., Dujardin, ].P., Dias, J.C,,
Chiari, E., 1995. Inter-relation of sylvatic and domestic transmission of Trypanosoma cruzi in
areas with and without domestic vectorial transmission in Minas Gerais, Brazil. Mem Inst
Oswaldo Cruz 90, 443-448.

Dunbar, S.A., 2006. Applications of Luminex xMAP technology for rapid, high-throughput
multiplexed nucleic acid detection. Clin Chim Acta 363, 71-82.

Dunbar, S.A., Jacobson, J.W., 2007. Quantitative, multiplexed detection of Salmonella and other
pathogens by Luminex xMAP suspension array. Methods Mol Biol 394, 1-19.

El-Sayed, N.M., Myler, P.J., Bartholomeu, D.C., Nilsson, D., Aggarwal, G., Tran, A.N., Ghedin,
E., Worthey, E.A., Delcher, A.L., Blandin, G., Westenberger, S.J., Caler, E., Cerqueira, G.C,,
Branche, C., Haas, B., Anupama, A., Arner, E., Aslund, L., Attipoe, P., Bontempi, E., Bringaud,
E., Burton, P., Cadag, E., Campbell, D.A., Carrington, M., Crabtree, J., Darban, H., da Silveira,
J.F., de Jong, P., Edwards, K., Englund, P.T., Fazelina, G., Feldblyum, T., Ferella, M., Frasch,
A.C,, Gull, K,, Horn, D., Hou, L., Huang, Y., Kindlund, E., Klingbeil, M., Kluge, S., Koo, H.,
Lacerda, D., Levin, M.],, Lorenzi, H., Louie, T., Machado, C.R., McCulloch, R., McKenna, A.,
Mizuno, Y., Mottram, J.C., Nelson, S., Ochaya, S., Osoegawa, K., Pai, G., Parsons, M., Pentony,
M., Pettersson, U., Pop, M., Ramirez, ].L., Rinta, J., Robertson, L., Salzberg, S.L., Sanchez, D.O.,
Seyler, A., Sharma, R., Shetty, J., Simpson, A.J., Sisk, E., Tammi, M.T., Tarleton, R., Teixeira, S.,
Van Aken, S., Vogt, C., Ward, P.N., Wickstead, B., Wortman, J., White, O., Fraser, C.M., Stuart,
K.D., Andersson, B., 2005. The genome sequence of Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas
disease. Science 309, 409-415.

Elias, M.C., Vargas, N., Tomazi, L., Pedroso, A., Zingales, B., Schenkman, S., Briones, M.R,,
2005. Comparative analysis of genomic sequences suggests that Trypanosoma cruzi CL Brener
contains two sets of non-intercalated repeats of satellite DNA that correspond to T. cruzi I and
T. cruzi Il types. Mol Biochem Parasitol 140, 221-227.

Elias, M.C,, Vargas, N.S., Zingales, B., Schenkman, S., 2003. Organization of satellite DNA in the
genome of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol 129, 1-9.

Fernandes, O., Souto, R.P., Castro, J.A., Pereira, J.B., Fernandes, N.C., Junqueira, A.C., Naiff,
R.D., Barrett, T.V., Degrave, W., Zingales, B.,, Campbell, D.A., Coura, J.R., 1998a. Brazilian

- 154 -



Bibliografia

isolates of Trypanosoma cruzi from humans and triatomines classified into two lineages using
mini-exon and ribosomal RNA sequences. Am ] Trop Med Hyg 58, 807-811.

Fernandes, O., Sturm, N.R., Derre, R., Campbell, D.A., 1998b. The mini-exon gene: a genetic
marker for zymodeme III of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol 95, 129-133.

Freilij, H., Altcheh, J., 1995. Congenital Chagas' disease: diagnostic and clinical aspects. Clin
Infect Dis 21, 551-555.

Freitas, ].M., Andrade, L.O., Pires, S.F., Lima, R., Chiari, E., Santos, R.R., Soares, M., Machado,
C.R,, Franco, G.R,, Pena, S.D., Macedo, A.M., 2009. The MHC gene region of murine hosts
influences the differential tissue tropism of infecting Trypanosoma cruzi strains. PLoS One 4,
e5113.

Freitas, ].M., Lages-Silva, E., Crema, E., Pena, S.D., Macedo, A.M., 2005. Real time PCR strategy
for the identification of major lineages of Trypanosoma cruzi directly in chronically infected
human tissues. Int ] Parasitol 35, 411-417.

Gajate, P.P., Bottazzi, M.V., Pietrokovsky, S.M., Wisnivesky-Colli, C., 1996. Potential
colonization of the peridomicile by Triatoma guasayana (Hemiptera:Reduviidae) in Santiago
del Estero, Argentina. ] Med Entomol 33, 635-639.

Gaunt, M.\W.,, Yeo, M., Frame, L. A., Stothard, J.R., Carrasco, H.J., Taylor, M.C., Mena, S.S.,
Veazey, P., Miles, G.A., Acosta, N., de Arias, A.R., Miles, M.A., 2003. Mechanism of genetic
exchange in American trypanosomes. Nature 421, 936-939.

Giraffa, G., Rossetti, L., Neviani, E., 2000. An evaluation of chelex-based DNA purification
protocols for the typing of lactic acid bacteria. ] Microbiol Methods 42, 175-184.

Gomes, Y.M., Lorena, V.M., Luquetti, A.O., 2009. Diagnosis of Chagas disease: what has been
achieved? What remains to be done with regard to diagnosis and follow up studies? Mem Inst
Oswaldo Cruz 104 Suppl 1, 115-121.

Guedes, P.M., Urbina, J.A., de Lana, M., Afonso, L.C., Veloso, V.M., Tafuri, W.L., Machado-
Coelho, G.L., Chiari, E., Bahia, M.T., 2004. Activity of the new triazole derivative albaconazole
against Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi in dog hosts. Antimicrob Agents Chemother 48,
4286-4292.

Gurtler, R.E., Segura, E.L., Cohen, J.E.,, 2003. Congenital transmission of Trypanosoma cruzi
infection in Argentina. Emerg Infect Dis 9, 29-32.

Hartl, D.L., Lohe, A.R., Lozovskaya, E.R., 1997. Modern thoughts on an ancyent marinere:
function, evolution, regulation. Annu Rev Genet 31, 337-358.

Heid, C.A,, Stevens, J., Livak, K.J., Williams, P.M., 1996. Real time quantitative PCR. Genome
Res 6, 986-994.

Hernandez, P., Heimann, M., Riera, C., Solano, M., Santalla, J., Luquetti, A.O., Beck, E., 2010.
Highly effective serodiagnosis for Chagas disease. Clin Vaccine Immunol.

Hide, G, Tilley, A., 2001. Use of mobile genetic elements as tools for molecular epidemiology.
Int J Parasitol 31, 599-602.

Hoorfar, J., Cook, N., Malorny, B., Wagner, M., De Medici, D., Abdulmawjood, A., Fach, P,
2003. Making internal amplification control mandatory for diagnostic PCR. ] Clin Microbiol 41,
5835.

Junqueira, A.C., Chiari, E., Wincker, P., 1996. Comparison of the polymerase chain reaction
with two classical parasitological methods for the diagnosis of Chagas disease in an endemic
region of north-eastern Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 90, 129-132.

- 155 -



Bibliografia

Kawashita, S.Y., Sanson, G.F., Fernandes, O., Zingales, B., Briones, M.R., 2001. Maximum-
likelihood divergence date estimates based on rRNA gene sequences suggest two scenarios of
Trypanosoma cruzi intraspecific evolution. Mol Biol Evol 18, 2250-2259.

Knierim, F., Sandoval, J.,, Munoz, E., 1973. [Indirect hemagglutination test in chronic chagas
disease (author's transl)]. Bol Chil Parasitol 28, 54-57.

Lages-Silva, E., Ramirez, L.E., Pedrosa, A.L., Crema, E., da Cunha Galvao, L.M., Junho Pena,
S.D., Macedo, A.M., Chiari, E.,, 2006. Variability of kinetoplast DNA gene signatures of
Trypanosoma cruzi Il strains from patients with different clinical forms of Chagas' disease in
Brazil. ] Clin Microbiol 44, 2167-2171.

Lauricella, M.A., Stariolo, R.L., Riarte, A.R., Segura, E.L., Gurtler, R.E., 2005. Distribution and
pathogenicity of Trypanosoma cruzi isolated from peridomestic populations of Triatoma
infestans and Triatoma guasayana from rural Western Argentina. Mem Inst Oswaldo Cruz 100,
123-129.

Lewis, M.D., Ma, J., Yeo, M., Carrasco, H.J., Llewellyn, M.S., Miles, M.A., 2009. Genotyping of
Trypanosoma cruzi: systematic selection of assays allowing rapid and accurate discrimination of
all known lineages. Am ] Trop Med Hyg 81, 1041-1049.

Lorca, M., Veloso, C.,, Munoz, P.,, Bahamonde, M.I.,, Garcia, A., 1995. Diagnostic value of
detecting specific IgA and IgM with recombinant Trypanosoma cruzi antigens in congenital
Chagas' disease. Am ] Trop Med Hyg 52, 512-515.

Luquetti, A.O., Rassi, A., 1998. Tratamiento especifico de la enfermedad de Chagas en la fase
crénica: criterios de cura convencionales: xenodiagnoéstico, hemocultivo y serologia. . Rev Patol
Trop 27, 37-51.

Llewellyn, M.S., Miles, M.A., Carrasco, H.J., Lewis, M.D., Yeo, M., Vargas, ]., Torrico, F.,
Diosque, P., Valente, V., Valente, S.A., Gaunt, M.W., 2009. Genome-scale multilocus
microsatellite typing of Trypanosoma cruzi discrete typing unit I reveals phylogeographic
structure and specific genotypes linked to human infection. PLoS Pathog 5, €1000410.

Mackay, .M., 2004. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin Microbiol Infect 10, 190-
212.

Machado, C.A., Ayala, F.J., 2001. Nucleotide sequences provide evidence of genetic exchange
among distantly related lineages of Trypanosoma cruzi. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 7396-7401.

Machado, E.M., Fernandes, A.J., Murta, S.M., Vitor, RW., Camilo, D.J., Jr., Pinheiro, S.W.,
Lopes, ER., Adad, SJ., Romanha, A.J., Pinto Dias, J.C.,, 2001. A study of experimental
reinfection by Trypanosoma cruzi in dogs. Am ] Trop Med Hyg 65, 958-965.

Maguire, ].H., Hoff, R, Sleigh, A.C., Mott, K.E., Ramos, N.B., Sherlock, I.A., 1986. An outbreak
of Chagas' disease in southwestern Bahia, Brazil. Am ] Trop Med Hyg 35, 931-936.

Malchiodi, E.L., Chiaramonte, M.G., Taranto, N.J., Zwirner, N.W., Margni, R.A., 1994. Cross-
reactivity studies and differential serodiagnosis of human infections caused by Trypanosoma
cruzi and Leishmania spp; use of immunoblotting and ELISA with a purified antigen
(Agl63B6). Clin Exp Immunol 97, 417-423.

Marcet, P.L., Dufty, T., Cardinal, M.V., Burgos, ].M., Lauricella, M.A., Levin, M.]., Kitron, U,,
Gurtler, R.E.,, Schijman, A.G., 2006. PCR-based screening and lineage identification of
Trypanosoma cruzi directly from faecal samples of triatomine bugs from northwestern
Argentina. Parasitology 132, 57-65.

- 156 -



Bibliografia

Marcili, A., Lima, L., Valente, V.C., Valente, S.A., Batista, ].S., Junqueira, A.C., Souza, A.l, da
Rosa, J.A., Campaner, M., Lewis, M.D., Llewellyn, M.S., Miles, M.A., Teixeira, M.M., 2009.
Comparative phylogeography of Trypanosoma cruzi TCllc: new hosts, association with
terrestrial ecotopes, and spatial clustering. Infect Genet Evol 9, 1265-1274.

Martin, F., Maranon, C., Olivares, M., Alonso, C., Lopez, M.C., 1995. Characterization of a non-
long terminal repeat retrotransposon cDNA (L1Tc) from Trypanosoma cruzi: homology of the
first ORF with the ape family of DNA repair enzymes. ] Mol Biol 247, 49-59.

Maslov, D.A., Lukes, J., Jirku, M., Simpson, L., 1996. Phylogeny of trypanosomes as inferred
from the small and large subunit rRNAs: implications for the evolution of parasitism in the
trypanosomatid protozoa. Mol Biochem Parasitol 75, 197-205.

Mendes, R.P., Hoshino-Shimizu, S., Moura da Silva, A.M., Mota, 1., Heredia, R.A., Luquetti,
A.O,, Leser, P.G., 1997. Serological diagnosis of Chagas' disease: a potential confirmatory assay
using preserved protein antigens of Trypanosoma cruzi. ] Clin Microbiol 35, 1829-1834.

Mendonca, M.B., Nehme, N.S., Santos, S.S., Cupolillo, E., Vargas, N., Junqueira, A., Naiff, R.D.,
Barrett, T.V., Coura, J.R., Zingales, B., Fernandes, O., 2002. Two main clusters within
Trypanosoma cruzi zymodeme 3 are defined by distinct regions of the ribosomal RNA cistron.
Parasitology 124, 177-184.

Mendoza Ticona, C.A., Cordova Benzaquen, E., Ancca Juarez, J., Saldana Diaz, ]J., Torres
Choque, A., Velasquez Talavera, R., de los Rios Alvarez, ]., Vega Chirinos, S., Sanchez Perez, R.,
2005. [The prevalence of Chagas' disease in puerperal women and congenital transmission in
an endemic area of Peru]. Rev Panam Salud Publica 17, 147-153.

Mikamo, H., Yin, X.H., Hayasaki, Y., Shimamura, Y., Uesugi, K., Fukayama, N., Satoh, M.,
Tamaya, T., 2002. Penetration of ravuconazole, a new triazole antifungal, into rat tissues.
Chemotherapy 48, 7-9.

Miles, M.A., Yeo, M., Gaunt. M.W. , 2003. Genetic diversity of Trypanosoma cruzi and the
epidemiology of Chagas disease.

Molina, J., Martins-Filho, O., Brener, Z., Romanha, A.J.,, Loebenberg, D., Urbina, J.A., 2000.
Activities of the triazole derivative SCH 56592 (posaconazole) against drug-resistant strains of
the protozoan parasite Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi in immunocompetent and
immunosuppressed murine hosts. Antimicrob Agents Chemother 44, 150-155.

Moncayo, A., Luquetti, A.O. 1990. Multicentre double blind study for evaluation of
Trypanosoma cruzi defined antigens as diagnostic reagents. Mem Inst Oswaldo Cruz 85, 489-495.

Montamat, E.E., Arauzo, S.S. Blanco, A. 1987. Subcellular localization of leucine
aminotransferase and alpha-hydroxyacid dehydrogenase in Trypanosoma cruzi. Mol Biochem
Parasitol 22, 185-193.

Montamat, E.E., De Luca d'Oro, G., Perret, B., Rivas, C., 1991. Characterization of Trypanosoma
cruzi from Argentina by electrophoretic zymograms. Acta Trop 50, 125-133.

Mora, M.C., Sanchez Negrette, O., Marco, D., Barrio, A., Ciaccio, M., Segura, M.A., Basombrio,
M.A., 2005. Early diagnosis of congenital Trypanosoma cruzi infection using PCR, hemoculture,
and capillary concentration, as compared with delayed serology. ] Parasitol 91, 1468-1473.

Moretti, S., Wilm, A., Higgins, D.G., Xenarios, 1., Notredame, C., 2008. R-Coffee: a web server
for accurately aligning noncoding RNA sequences. Nucleic Acids Res 36, W10-13.

- 157 -



Bibliografia

Nery-Guimaraes F, S.N., Calusell DT, Mello AL, Rapone T, Snell T, Rodrigues N. , 1968. Um
surto epidémico de doenca de Chagas de provével transmissao digestiva, ocorrido em Teutonia
(Estrela, Rio Grande do Sul). Hospital 73: 1767-1804, 1968; 21. .

Neto, V.A,, Doles, J., Rassi, A., Borges Ade, P., de Rezende, ].M., de Oliveira Gomes, M.C., 1968.
[New case reports of Chagas' disease transmitted by blood transfusion]. Rev Inst Med Trop Sao
Paulo 10, 46-51.

Noireau, F., Bosseno, M.F., Carrasco, R., Telleria, ]J., Vargas, F., Camacho, C., Yaksic, N.,
Breniere, S.F., 1995. Sylvatic triatomines (Hemiptera: Reduviidae) in Bolivia: trends toward
domesticity and possible infection with Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae).
J Med Entomol 32, 594-598.

Noireau, F., Gutierrez, T., Flores, R., Breniere, F., Bosseno, M.F., Wisnivesky-Colli, C., 1999.
Ecogenetics of Triatoma sordida and Triatoma guasayana (Hemiptera: reduviidae) in the
Bolivian chaco. Mem Inst Oswaldo Cruz 94, 451-457.

Notredame, C., Higgins, D.G., Heringa, J., 2000. T-Coffee: A novel method for fast and accurate
multiple sequence alignment. ] Mol Biol 302, 205-217.

Oliveira, R.P., Broude, N.E., Macedo, A.M., Cantor, C.R., Smith, C.L., Pena, S.D., 1998. Probing
the genetic population structure of Trypanosoma cruzi with polymorphic microsatellites. Proc
Natl Acad Sci U S A 95, 3776-3780.

OMS, 2002. Reporte del grupo de trabajo cientifico sobre la enfermedad de Chagas.
Organizacion Mundial de la Salud.

OMS, 2007. Reporte del grupo de trabajo cientifico sobre la enfermedad de Chagas.
Organizacion Mundial de la Salud.

OPS, O.P.d.1.S., 1998. Tratamiento Etiologico de la Enfermedad de Chagas. Conclusiones de una
consulta técnica. Rio de Janeiro, Brasil.

Pinto, A.Y., Valente, S.A., Valente Vda, C., 2004. Emerging acute Chagas disease in Amazonian
Brazil: case reports with serious cardiac involvement. Braz ] Infect Dis 8, 454-460.

Piron, M., Fisa, R., Casamitjana, N., Lopez-Chejade, P., Puig, L., Verges, M., Gascon, J., Gomez i
Prat, J., Portus, M., Sauleda, S., 2007. Development of a real-time PCR assay for Trypanosoma
cruzi detection in blood samples. Acta Trop 103, 195-200.

Pizzi, T., de Croizet, V., Smok, G., Diaz, M., 1982. [Chagas' disease in a patient with renal
transplantation and immunosuppressive treatment]. Rev Med Chil 110, 1207-1211.

Portela-Lindoso, A.A., 2004. [Chronic Chagas' disease: from xenodiagnosis and hemoculture to
polymerase chain reaction]. Rev Saude Publica 38, 606.

Rabello, A., Luquetti, A.O., Moreira, E.F., Gadelha Mde, F., dos Santos, J.A., de Melo, L.,
Schwind, P., 1999. Serodiagnosis of Trypanosoma cruzi infection using the new particle gel
immunoassay--ID-PaGIA Chagas. Mem Inst Oswaldo Cruz 94, 77-82.

Rassi, A., Luquetti, A.O., 2004. Current chemotherapy of american trypanosomiasis, Chapter
22. In: The Trypanosomiasis. Ed. Maudlin P.H., Holmes P.H. & Miles M.A. London: CAB
International., 421-429.

Rassi, A., Luquetti, A.O. , 2003. Specific treatment for Trypanosoma cruzi infection (Chagas
disease). In: Tyler KM, Miles MA (Eds.) American trypanosomiasis. Boston: Kluwer Academic
Publishers, 117-125.

- 158 -



Bibliografia

Riarte, A., Luna, C., Sabatiello, R., Sinagra, A., Schiavelli, R., De Rissio, A., Maiolo, E., Garcia,
M.M., Jacob, N., Pattin, M., Lauricella, M., Segura, E.L., Vazquez, M., 1999. Chagas' disease in
patients with kidney transplants: 7 years of experience 1989-1996. Clin Infect Dis 29, 561-567.

Rivero, I., Moravenik, M., Morales, J., Gomez, M., de Rosas, ].M., 1974. Letter: Chagas's disease-
-another hazard in acute leukemia. N Engl ] Med 290, 285.

Roellig, D.M., Brown, E.L., Barnabe, C., Tibayrenc, M., Steurer, F.J., Yabsley, M.]J., 2008.
Molecular typing of Trypanosoma cruzi isolates, United States. Emerg Infect Dis 14, 1123-1125.

Rottenberg, MLE., de Titto, E.H., Cardoni, R.L., Segura, E.L., 1991. [Immune response in
Trypanosoma cruzi infection]. Rev Argent Microbiol 23, 101-121.

Russomando, G., de Tomassone, M.M., de Guillen, 1., Acosta, N., Vera, N., Almiron, M.,
Candia, N., Calcena, M.F., Figueredo, A., 1998. Treatment of congenital Chagas' disease
diagnosed and followed up by the polymerase chain reaction. Am J Trop Med Hyg 59, 487-491.

Russomando, G., Rojas de Arias, A., Almiron, M., Figueredo, A., Ferreira, M.E., Morita, K,
1996. Trypanosoma cruzi: polymerase chain reaction-based detection in dried feces of Triatoma
infestans. Exp Parasitol 83, 62-66.

Saitou, N., Nei, M., 1987. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Mol Biol Evol 4, 406-425.

Schechter, M., Stevens, A.F., Luquetti, A.O., Snary, D., Allen, AK. Miles, M.A., 1986.
Prevalence of antibodies to 72-kilodalton glycoprotein (GP72) in patients with Chagas' disease
and further evidence of zymodeme-associated expression of GP72 carbohydrate epitopes. Infect
Immun 53, 547-552.

Schenone, H., Contreras, M., Solari, A., Garcia, A., Rojas, A., Lorca, M., 2003. [Nifurtimox
treatment of chronic Chagasic infection in children]. Rev Med Chil 131, 1089-1090.

Schenone, H., Contreras, M.C., Borgono, ].M., Rojas, A., Villarroel, F., 1985. [Congenital Chagas'
disease in Chile. Longitudinal study of the reproductivity of women with or without Chagas'
disease and of some parasitological and clinical parameters of them and their corresponding

children]. Bol Chil Parasitol 40, 24-29.

Schijman, A.G., Altcheh, J., Burgos, ].M., Biancardi, M., Bisio, M., Levin, M.]., Freilij, H., 2003.
Aetiological treatment of congenital Chagas' disease diagnosed and monitored by the
polymerase chain reaction. ] Antimicrob Chemother 52, 441-449.

Schmunis, G.A., 1999. [Risk of Chagas disease through transfusions in the Americans].
Medicina (B Aires) 59 Suppl 2, 125-134.

Schneider, T.D., Stephens, R.M., 1990. Sequence logos: a new way to display consensus
sequences. Nucleic Acids Res 18, 6097-6100.

Schofield, C.J., Diotaiuti, L., Dujardin, J.P., 1999. The process of domestication in Triatominae.
Mem Inst Oswaldo Cruz 94 Suppl 1, 375-378.

Shikanai-Yasuda, M.A., Marcondes, C.B., Guedes, L.A,, Siqueira, G.S., Barone, A.A., Dias, J.C,,
Amato Neto, V., Tolezano, J.E., Peres, B.A., Arruda Junior, E.R., y col., 1991. Possible oral
transmission of acute Chagas' disease in Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 33, 351-357.

Solari, A., Ortiz, S., Soto, A., Arancibia, C., Campillay, R., Contreras, M., Salinas, P., Rojas, A.,
Schenone, H., 2001. Treatment of Trypanosoma cruzi-infected children with nifurtimox: a 3 year
follow-up by PCR. ] Antimicrob Chemother 48, 515-519.

- 159 -



Bibliografia

Sosa Estani, S., Segura, E.L., Ruiz, A.M., Velazquez, E., Porcel, B.M., Yampotis, C., 1998.
Efficacy of chemotherapy with benznidazole in children in the indeterminate phase of Chagas'
disease. Am ] Trop Med Hyg 59, 526-529.

Soto, G., Alleva, K., Mazzella, M.A., Amodeo, G., Muschietti, J.P., 2008. AtTIP1;3 and AtTIP5;1,
the only highly expressed Arabidopsis pollen-specific aquaporins, transport water and urea.
FEBS Lett 582, 4077-4082.

Souto, R.P., Fernandes, O., Macedo, A.M., Campbell, D.A., Zingales, B., 1996. DNA markers
define two major phylogenetic lineages of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol 83, 141-
152.

Souto, R.P.,, Vargas, N., Zingales, B., 1999. Trypanosoma rangeli: discrimination from
Trypanosoma cruzi based on a variable domain from the large subunit ribosomal RNA gene. Exp
Parasitol 91, 306-314.

Strout, R.G., 1962. A method for concentrating hemoflagellates. ] Parasitol 48, 100.

Sturm, N.R., Campbell, D.A. 2010. Alternative lifestyles: the population structure of
Trypanosoma cruzi. Acta Trop 115, 35-43.

Sturm, N.R., Degrave, W., Morel, C., Simpson, L., 1989. Sensitive detection and schizodeme
classification of Trypanosoma cruzi cells by amplification of kinetoplast minicircle DNA
sequences: use in diagnosis of Chagas' disease. Mol Biochem Parasitol 33, 205-214.

Sturm, N.R., Vargas, N.S., Westenberger, S.J., Zingales, B., Campbell, D.A., 2003. Evidence for
multiple hybrid groups in Trypanosoma cruzi. Int ] Parasitol 33, 269-279.

Tamura, K., Dudley, J., Nei, M., Kumar, S., 2007. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) software version 4.0. Mol Biol Evol 24, 1596-1599.

Telleria, J., Lafay, B., Virreira, M., Barnabe, C., Tibayrenc, M., Svoboda, M., 2006. Trypanosoma
cruzi: sequence analysis of the variable region of kinetoplast minicircles. Exp Parasitol 114, 279-
288.

Terry, R.S., Smith, J.E., Duncanson, P., Hide, G., 2001. MGE-PCR: a novel approach to the
analysis of Toxoplasma gondii strain differentiation using mobile genetic elements. Int ]
Parasitol 31, 155-161.

Tibayrenc, M., 1998. Genetic epidemiology of parasitic protozoa and other infectious agents: the
need for an integrated approach. Int ] Parasitol 28, 85-104.

Tibayrenc, M., 2003. Genetic subdivisions within Trypanosoma cruzi (Discrete Typing Units) and
their relevance for molecular epidemiology and experimental evolution. Kinetoplastid Biol Dis
2,12.

Tibayrenc, M., Ayala, F.J., 2002. The clonal theory of parasitic protozoa: 12 years on. Trends
Parasitol 18, 405-410.

Tibayrenc, M., Ayala, F. , 1988. Isozyme variability of Trypanosoma cruzi , the agent of Chagas’
disease: genetical, taxonomical and epidemiological significance. Evolution 42, 277-292.

Tibayrenc, M., Ward, P., Moya, A., Ayala, F.J., 1986. Natural populations of Trypanosoma cruzi,
the agent of Chagas disease, have a complex multiclonal structure. Proc Natl Acad Sci U S A 83,
115-119.

Torrico, F., Alonso-Vega, C., Suarez, E., Rodriguez, P., Torrico, M.C., Dramaix, M., Truyens, C.,,
Carlier, Y., 2004. Maternal Trypanosoma cruzi infection, pregnancy outcome, morbidity, and
mortality of congenitally infected and non-infected newborns in Bolivia. Am ] Trop Med Hyg
70, 201-2009.

- 160 -



Bibliografia

Umezawa, E.S., Bastos, S.F., Coura, J.R., Levin, M.]., Gonzalez, A., Rangel-Aldao, R., Zingales,
B., Luquetti, A.O., da Silveira, J.F., 2003. An improved serodiagnostic test for Chagas' disease
employing a mixture of Trypanosoma cruzi recombinant antigens. Transfusion 43, 91-97.

Urbina, J.A., 2002. Chemotherapy of Chagas disease. Curr Pharm Des 8, 287-295.

Urbina, J.A., 2009. Ergosterol biosynthesis and drug development for Chagas disease. Mem Inst
Oswaldo Cruz 104 Suppl 1, 311-318.

Urbina, J.A., Docampo, R., 2003. Specific chemotherapy of Chagas disease: controversies and
advances. Trends Parasitol 19, 495-501.

Urbina, J.A., Lira, R., Visbal, G., Bartroli, J., 2000. In vitro antiproliferative effects and
mechanism of action of the new triazole derivative UR-9825 against the protozoan parasite
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. Antimicrob Agents Chemother 44, 2498-2502.

Urbina, J.A., Payares, G., Molina, J., Sanoja, C., Liendo, A., Lazardi, K., Piras, M.M,, Piras, R,,
Perez, N., Wincker, P., Ryley, J.F., 1996. Cure of short- and long-term experimental Chagas'
disease using D0870. Science 273, 969-971.

Urbina, J.A., Payares, G., Sanoja, C., Lira, R.,, Romanha, A.]J., 2003a. In vitro and in vivo
activities of ravuconazole on Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease. Int ]
Antimicrob Agents 21, 27-38.

Urbina, J.A., Payares, G., Sanoja, C., Molina, J., Lira, R., Brener, Z., Romanha, A.J., 2003b.
Parasitological cure of acute and chronic experimental Chagas disease using the long-acting
experimental triazole TAK-187. Activity against drug-resistant Trypanosoma cruzi strains. Int J
Antimicrob Agents 21, 39-48.

Vago, A.R., Andrade, L.O., Leite, A.A., d'Avila Reis, D., Macedo, A.M., Adad, SJ., Tostes, S., Jr.,
Moreira, M.C., Filho, G.B., Pena, S.D., 2000. Genetic characterization of Trypanosoma cruzi
directly from tissues of patients with chronic Chagas disease: differential distribution of genetic
types into diverse organs. Am ] Pathol 156, 1805-1809.

Vago, A.R., Macedo, A.M., Adad, SJ., Reis, D.D., Correa-Oliveira, R., 1996. PCR detection of
Trypanosoma cruzi DNA in oesophageal tissues of patients with chronic digestive Chagas'
disease. Lancet 348, 891-892.

Vaidian, A.K., Weiss, L.M., Tanowitz, H.B., 2004. Chagas' disease and AIDS. Kinetoplastid Biol
Dis 3, 2.

Valadares, H.M., Pimenta, ].R., de Freitas, ].M., Duffy, T., Bartholomeu, D.C., Oliveira Rde, P.,
Chiari, E., Moreira Mda, C., Filho, G.B., Schijman, A.G., Franco, G.R., Machado, C.R., Pena,
S.D., Macedo, A.M., 2008. Genetic profiling of Trypanosoma cruzi directly in infected tissues
using nested PCR of polymorphic microsatellites. Int ] Parasitol 38, 839-850.

Vargas, N., Pedroso, A., Zingales, B., 2004. Chromosomal polymorphism, gene synteny and
genome size in T. cruzi I and T. cruzi Il groups. Mol Biochem Parasitol 138, 131-141.

Vauterin, L., Vauterin, P., 1992. Computer-aided objective comparison of electrophoresis
patterns for grouping and identification of microorganisms. Eur Microbiol 1, 37-41.

Vazquez, M., Lorenzi, H., Schijman, A.G., Ben-Dov, C., Levin, M.J., 1999. Analysis of the
distribution of SIRE in the nuclear genome of Trypanosoma cruzi. Gene 239, 207-216.

Viotti, R., Vigliano, C., 2007. Etiological treatment of chronic Chagas disease: neglected
'evidence' by evidence-based medicine. Expert Rev Anti Infect Ther 5, 717-726.

- 161 -



Bibliografia

Viotti, R., Vigliano, C., Armenti, H., Segura, E., 1994. Treatment of chronic Chagas' disease with
benznidazole: clinical and serologic evolution of patients with long-term follow-up. Am Heart ]
127, 151-162.

Virreira, M., Martinez, S., Alonso-Vega, C., Torrico, F., Solano, M., Torrico, M.C., Parrado, R,
Truyens, C., Carlier, Y., Svoboda, M., 2006. Amniotic fluid is not useful for diagnosis of
congenital Trypanosoma cruzi infection. Am ] Trop Med Hyg 75, 1082-1084.

Voller, A., Draper, C., Bidwell, D.E., Bartlett, A., 1975. Microplate enzyme-linked
immunosorbent assay for chagas' disease. Lancet 1, 426-428.

Westenberger, S.J., Barnabe, C., Campbell, D.A., Sturm, N.R., 2005. Two hybridization events
define the population structure of Trypanosoma cruzi. Genetics 171, 527-543.

Wilm, A., Higgins, D.G., Notredame, C., 2008. R-Coffee: a method for multiple alignment of
non-coding RNA. Nucleic Acids Res 36, e52.

Wincker, P., Telleria, J., Bosseno, M.F., Cardoso, M.A., Marques, P., Yaksic, N., Aznar, C,
Liegeard, P., Hontebeyrie, M., Noireau, F., Morel, C.M., Breniere, S.F., 1997. PCR-based
diagnosis for Chagas' disease in Bolivian children living in an active transmission area:

comparison with conventional serological and parasitological diagnosis. Parasitology 114 ( Pt
4), 367-373.

Wisnivesky-Colli, C., Gurtler, R.E., Solarz, N.D., Schweigmann, N.J., Pietrokovsky, S.M.,
Alberti, A., Flo, J., 1993. Dispersive flight and house invasion by Triatoma guasayana and
Triatoma sordida in Argentina. Mem Inst Oswaldo Cruz 88, 27-32.

Wood, W.I., Gitschier, J.,, Lasky, L.A., Lawn, RM., 1985. Base composition-independent
hybridization in tetramethylammonium chloride: a method for oligonucleotide screening of
highly complex gene libraries. Proc Natl Acad Sci U S A 82, 1585-1588.

Yeo, M., Acosta, N., Llewellyn, M., Sanchez, H., Adamson, S., Miles, G.A., Lopez, E., Gonzalez,
N., Patterson, J.S., Gaunt, M.W., de Arias, A.R., Miles, M.A., 2005. Origins of Chagas disease:

Didelphis species are natural hosts of Trypanosoma cruzi 1 and armadillos hosts of Trypanosoma
cruzi II, including hybrids. Int ] Parasitol 35, 225-233.

Zaidenberg, M., Segovia, A., 1993. [Congenital Chagas disease in the city of Salta, Argentina].
Rev Inst Med Trop Sao Paulo 35, 35-43.

Zeledon, R., 1974. Epidemiology, modes of transmission and reservoir hosts of Chagas” disease.
Ciba Foundation Symposium, 20: 51-77.

Zingales, B., Andrade, S.G., Briones, M.R., Campbell, D.A., Chiari, E., Fernandes, O., Guhl, F.,
Lages-Silva, E., Macedo, A.M., Machado, C.R., Miles, M.A., Romanha, A.J.,, Sturm, N.R,,
Tibayrenc, M., Schijman, A.G., 2009. A new consensus for Trypanosoma cruzi intraspecific

nomenclature: second revision meeting recommends Tcl to TcVI. Mem Inst Oswaldo Cruz 104,
1051-1054.

Zipper, H., Brunner, H., Bernhagen, J., Vitzthum, F., 2004. Investigations on DNA intercalation
and surface binding by SYBR Green I, its structure determination and methodological
implications. Nucleic Acids Res 32, e103.

- 162 -



PUBLICACIONES
ORIGINALES CON
RESULTADOS DE ESTA
TESIS



	Portada
	Resumen
	Summary
	Agradecimientos
	Contenido
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Publicaciones originales...

