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RESUMEN DEL TALLER SOBRE EL USO DE LA REACCION EN 
CADENADE LA POLIMERASA (PCR) PARA DISTINGUIR ENTRE 

TRYPANOSOMA CRUZ1 Y TRYPANOSOMA RANGELl 

David Campbell', Clara Isabel González2, Carlos Jaramillfl. Marleny Montilla" 

Winston Roja*, Luz Angela LabradaG, William Lopez, Diego Mejia6, 
Yaneth Osorio6, Cecilia Santrich". 

Este taller se realizó con el propósito de transferir la tecnología de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) para la detección de J. cruzi y J. rangeli a 
laboratorios en Colombia involucrados en el diagnóstico y estudios epidemioló- 
gicos de la enfermedad de Chagas. Para demostración de la técnica se utilizaron 
muestras clínicas y epidemiológicas de áreas endémicas colombianas. 

En los ensayos se emplearon muestras de tripanosomas provenientes de diferen- 
tes medios de cultivo para evaluar el posible efecto de los componentes de estos 
medios sobre la sensibilidad del PCR. Se hizo extracción de ADN utilizando los 
métodos de ebullición, lisis hipotónica y geneclean. El ADN se amplificó utilizan- 
do oligonucleótidos sintéticos, correspondientes a una secuencia conservada de 
22 nucleótidos dentro de un gen mini-exón. Los dos organismos fueron distin- 
guidos por las movilidades electroforéticas de sus respectivos productos de 
amplificación, confirmando su identidad con sondas intergénicas específicas de 
especie, marcadas con digoxigenina dUTP. La hibridación se visualizó con la 
reacción de color del NBT. 

De un total de 28 muestras analizadas, se lograron 17 identificaciones que 
coincidieron con la clasificación original. De cinco muestras desconocidas, tres 
fueron identificadas como J. rangeli y dos como infecciones mixtas. Se presen- 
taron resultados ambiguos en dos muestras, ocasionados por contaminación en 
el PCR. 

Solamente dos muestras no se pudieron identificar mediante PCR por problemas 
en la extracción del ADN de la muestra. 

Teniendo en cuenta estos resultados preliminaresse abre la posibilidad de utilizar 
esta técnica como una herramienta útil o método adicional a las técnicas de rutina 
para detectar y diagnósticar la enfermedad de Chagas en Colombia. 

Departamento de Mlciobiolagia e Inrnunalogia. Universidad de Caifornia. Los Angeles, Caifornia 90024. U S A  
2 Unversidad Industrial de Santander. Buoaiamanga. Santander 

Unlversidad de los Andes. Laboratorio de Mcrobiologia y Parasitologia Santafe de Bogotá. 
4 Instituto Nacional de Salud Grupo de Parasitologia Santafe de Bogotá. 
5 Unlversdad de Anttoquia, Departamento de Boiogía. Medellin, Antioqvia 
6 Fundación Centro Internacional de Entrenamiento e lnveslgaciones Meditas - CIDEM, Cal,, 



RESUMEN TALLER SOBRE EL USO DE LA REACION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

En Colombia, Panamá, Bolivia y Venezuela 
la detección y el diagnóstico de Trypanosoma 
cruz;, el agente causal de laenfermedad de Chagas, 
puede ser complicado por los falsos positivos debido 
a la estrecha relación que existe con el protozoario 
Trypanosoma rangeli, T. cruzi y T. rangeli compar- 
ten el mismo hospedero y vector (Rhodnius y 
Triatoma) y poseen antígenos de reacción cruzada. 

Debido a que T. cruzi es patogénico para 
humanos y T. rangeli no lo es, resulta importante 
distinguir los dos organismos en infecciones 
humanas y en estudios epidemiológicos de los 
insectos vectores y reservorios naturales 
(zarigüeyas, perros, ratones, etc.) 

Los dos organismos no siempre pueden ser 
diferenciados morfológicamente utilizando colo- 
ración de Giemsa. Ambos pueden ser distingui- 
dos portécnicas inmunológicas (1); sin embargo, 
a menudo se observa una reacción antigénica 
cruzada en el inmunodiagnóstico (2). Murthy et 
al., (3) han propuesto amplificación de regiones 
genómicas y miniexónicas usando la reacción en 

cadenade lapolimerasa (PCR) como otrocriterio 
para distinguir entre los dos organismos. Con 
este motivo se realizó un taller en la Fundación 
ClDElM con los siguientes objetivos: 

1. Transferir la tecnologia de detección es- 
pecífica a laboratorios en Colombia 
involucrados en la detección y diagnóstico 
de la enfermedad de Chagas . 

2. Probar la técnica con muestras clínicas y 
epidemiológicas de áreas endémicas. 

Participantes de cinco instituciones en Co- 
lombiasuministraron cepasde T. cruziy T. rangeli 
junto con cepas de tripanosomas no identificadas 
parasu caracterización mediante latécnicade PCR. 

MATERIALES Y METODOS 

La tabla 1 describe las cepas de tripanosomas 
suministradas por cada participantedurante el taller. 
Para cada cepa se incluye: el origen geográfico y 
biológico, la presunta identificación de la cepa me- 
diante isoenzimas y10 comportamiento biológico y el 
medio en que se cultivaron cada una de ellas. 

C a l e r a ' ,  sucie 
san  L a i l a i .  i n t i o q " i a  
rmiernr. surir 
onieram.  sucie  
cayainn. T O l L n i i i  
Caleras. s,icre 1 

cíPa/coorio 

'R,IOIC0/6*1 Cuurequa 

n,io"lco/sI F .  rr,aparro 

n*oT/Co/e2IC2I 

naar/cojs,,siB 

nniD/m/88/iia 3 

noro,co/si/ni2 

D l i G E I I  GlDGWLF,CO 

SuricquE, may.ci 

6 ,  4 .  de Sa i i l a i ider  

S-" SYCIC 

D i i ran i . ,  8,. de Santrnder 

nnr iqu i in ,  Tolimn 

R i c a i i r t e ,  Cundin..rrc. 

Li iB[>IIZ.OIIO 
PRovEenOx 

/ 1 / ,  

)<E010 DE CULTIYD 

"nrkrll'a m d a  RET 
nodilicndo ZI EFB 
I l r E L C l l l s  ..S REr 
","diircado 2 %  SI8 
Toliie "di N 1 1  .oi i i írcada 
2 %  SFB 
lilill mil rchneider 2 0 1  SFB 

l i i iN  mdi Ichneider  201 570 

>iN11 man sclincidmr 20% SFB 

I ~ E , 4 T . F , C ~ C I O , ,  

. 7 .  -- E r l l z j  

2 .  a N d  

T .  

Deaconocids 

Desconocida 

Besconocida 

F"s,<T= DE AIsLa",E,>?o 

Rl>odn'us prollx"r 

,,","S"O 

notu= tr$",rgat"s 

Rarrue rarru. 

D i d . l p i i i s  i a ; s u p i a l i s  

Oldelphis n i a r s i i p i a i i i  



O. CAMPBELL,C. GONZALEZC JARAMILLO, M. MONTILLA, W. ROJAS. L. LABRADA, W. LOPEZ, D MEJIA,Y. OSORIO. C SANTRICH 

Extraccion de ADN 

Se probaron tres métodos de extracción: 

Ebullición : 20 ul de parásitos de cultivo se 
mezclaron con 180 ul de agua destilada. Las 
muestras se hirvieron durante 10 minutos y se 
centrifugaron 1 O min (1 4.000g; Beckman microfuge 
11). Se utilizó 1 ul del sobrenadante para PCR. 

Geneclean: se hizo extracción de ADN apartir 
de 200 ul de parásitos de cultivo por absorción 
sobre perlas de vidrio, como se describe por la 
casa comercial Bio 101 (San Diego, CA, E.U). El 
ADN se liberó en 200 ul de agua bidestilada y se 
utilizó 1 ul para PCR. 

Lisis hipotónica: 20 ul de parásitos de cultivo 
se centrifugaron 10 segundos a máxima veloci- 
dad. El botón de parásitos se mezcló con 200 ul 
de agua destilada y se utilizó 1 ul para PCR. 

Además se utilizaron células enteras adicio- 
nando 1 ul del cultivo directamente a la reacción 
de PCR. 

PCR 

Se amplificaron las muestras en un volumen 
de 25 ul. Las soluciones tampones y los ciclos de 
temperaturase usaron como lo describen Murthy 
et a1.(3). 

Electroforesis en gel de agarosa 

Se realizó la electroforesis (70 voltios, 1 hora) 
de 10 ul del producto amplificado en un gel de 
1,5% agarosa en buffer TAE IX :  4mM tris-base, 
2mM acido acético, 0 , l  mM EDTA pH 8.0. El ADN 
se visualizó coloreando el gel en 0,5 uglml de 
brornuro de etidio durante5 minutos y 15 minutos 
de lavado en agua destilada. El registro fotográ- 
fico se hizo con película Polaroid 665. 

Southern bloiting o transferencia 

radioactivas (Genius, Boehringer Mannheim; kit 
dedetecciónde ADN marcado no radioactivamente, 
cat No.1093657). 

Hibridación 

Sondas intergénicas específicas para pro- 
ductos de PCR de T. cruziy T. rangel; (3) fueron 
marcadas con digoxigenina dUTP en una reac- 
ción hexamero-priming. La hibridación se llevó a 
cabo como la describen Murihy et al., (3); sin 
embargo, los lavados finales se hicieron en 0,l 
X SSC a45"C. Los resultados se visualizaron con 
la reacción de color del NBT. 

RESULTADOS 

Murthy etal., (3) han propuestoqueel produc- 
to de amplificación de los genes mini-exón de 
Trypanosoma cruz; y Trypanosoma rangeli po- 
drían utilizarse paradistinguir estosdos protozoa- 
rios. 

Como los experimentos de Murihy et a1.,(3) se 
realizaron con muestras de ADN purificado, no- 
sotros llevamos a cabo experimentos prelimina- 
res para determinar el método óptimo para la 
preparación de muestras. Cuatro métodos de 
extracción de ADN fueron comparados (tabla 2), 
utilizando parásitos provenientes de cultivo: 

TABLA 2. Reacción de PCR con los diferentes medios 

Método de NNN NNN más LIT 

extracción 

Ebullición Negativo Negativo Positivo 

Geneclean Negativo Negativo Positivo 

Lisis hipótonica Nd Nd Negativo 

Células enteras Negativo Negativo Neqativo 

Positivo= Se obtuvo producto de amplificación con cada 
Se hicieron réplicas dobles del gel sobre una de las cepas probadas. 

membranasdeNylon (Nytran, Schleicher&Schuell 
y Hybond, Amersham International) utilizando la Negativo = No se obtuvo producto de amplificación con 

técnica de transferencia bidireccional (4). ninguna de las cepas probadas. 

La confirmación de la identidad de los produc- Nd= NO determinado 

tos de PCR se realizó con sondas de ADN no 
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Se adoptó como procedimiento estándar el 
método de lisis por ebullición debido a la 
reproducibilidad de los resultados, sencillez y 
bajos costos de la técnica. Este método funcionó 
bien para los parásitos cultivados en medios que 
no contenian sangre total (Lit, Schneider); aqué- 
llos que contenían sangre inhibieron la reacción 
de PCR. Sin embargo, los inhibidores fueron 
fácilmente eliminados lavando las células tres 
veces con medio LIT. Como la reacción de PCR 
fue negativa al utilizar lisis hipotónica de parási- 
tos cultivados en LIT (es el medio convencional 
utilizado por nosotros para cultivartripanosomas), 
se decidió no evaluar esta metodología de ex- 
tracción con los otros medios de cultivo. Noso- 
tros creemos que la lisis hipotónica no es un 
procedimiento de lisis lo suficientemente riguro- 
so para liberar el ADN de la célula. 

Los resultados de los ensayos se muestran 
en la fioura 1. Los ~roductos  de am~lif icación u 

por PCR de T. cruzi (línea 2) y T. rangeli (línea 
1) son de 0,6 y 0,8 Kb respectivamente, cuando 
son separados en un gel de agarosa 1,5% 
visualizadocon bromuro de etidio. Laconfirma- 
ción de la identidad del producto de amplifica- 
ción se obtuvo hibridizándolo con una sonda 
especif ica de especie (3) marcada con 
digoxigenina (figura 2). 

En algunos casos, el producto de amplifica- 
ción fue muy tenue o no se observó en el gel 
(figura 2A línea 8). La identificación positiva de 
estos productos se logró mediante la hibridiza- 
ción con la sonda marcada (figura 2B líneas 
5,6; 2C linea 8). 

La tabla 3 presenta un resumen de los resul- 
tados de las cepas analizadas. De 28 muestras 
provistas por los participantes, 17 muestras ca- 
racterizadasfueron identificadas correctamente. 
En una muestra, No. 13, el ensayo de PCR no 
estuvo de acuerdo con la identificación oriainal 

tenía titulo de anticuerpos contra Leishman~a). 
Como el control negativo en este experimento 
fue negativo, nosotros creemos que este resulta- 
do representa unaverdadera infección mixta. No 
se pudo obtener producto de amplificación posi- 
tivo de dos muestras. En el caso de la No. 25 se 
debió a sobredilución de la muestra de glándula 
salivar y en el de la No. 18 que no se observaron 
parásitos viables en el cultivo. 

Finalmente, dos muestras (No. 26 y No. 27) 
fueron positivas paraambos T. cruziy T. rangeh, 
esto pudo ser debido a contaminación en la 
reacción de PCR, dado que el control negativo 
también mostró un producto de amplifica- 
ción de T. cruzi para este experimento en 
particular. 

- 
de la muestra. De cinco muestras no caracteriza- Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos 

das previamente, 3 fueron identificadas como T. de amplificación de PCR de T. rangeli 0.8 Kb (linea 1) y 
Tcruzi 0.6 Kb (linea 2). E marcador de peso rnolecular 

cruziy y mixtas (incluyen- [linea 31 es e f a ~ o  lambda cortado con a enzima de 
do una muestra proveniente de un perro que restriccion Pst i  
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Figura 2. Análisis de transferencia de productos de PCR del mni-exón de T. cruzi y T. rangeii. A. Coloración con bromuro 
de etidio de o s  productos de PCR corridos en un gel de agarosa 1.5%. Cepas de T. rangeii J 1  J2, LDG (líneas 5. 6. 9) 
Cepas de T. cruz, (líneas 3, 4. 7 .  8. 10) Control de reacción (línea 2) B. Hibridación con la sonda especifica de T. rangeii. 
C. Hibridación con la sonda específica de T. crun. 

DlSCUSlON Ciertos resultados justifican más discusión 

De un grupo de 28 muestras de T. cruzio T. 
rangeli no probadas anteriormente por PCR, 
logramos identificaciones positivas en 26 de 
las muestras. El ensayo de amplificación por 
PCR pruebaser una adición útil a latécnicas de 
rutina para detectar y diagnosticar la enferrne- 
dad de Chagas en laboratorios colombia- 
nos. 

En el caso de la falta de detección de T. 
rangeli en un extracto de glándulas salivares del 
vector, nosotros sugerimos que la muestra esta- 
ba muy diluida y no contenía parásitos. Teórica- 
mente, se deben detectar los tripanosomas por 
PCR si estos han sido observados bajo el micros- 
copio. Este experimento se repetirá con un volu- 
men más pequeño de medio LIT en la suspen- 
sión de las glándulas salivares aisladas. 
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TABLA 3. Cepas analizadas 

IDENTIFICACION ENSAYO DE PCR 

Muestra Cepa Cruzi/Rangeli Bromuro de etidio Transferencia 

San ~ g u s t i n l  

Sylviol 

CPI 

FX17 

SCI 

J1 

32 

s v 5  

Mery Suarez 

LDG 

STP31 

Nohemi 

P19 

Perija (cultivo) 

Atanasio 

Mguel 

Gonzaio 

Marina 

MRATl530 

MDlD No 3 

C23 

Fredy Chaparro 

Guateque 

MDlD RI12 

Pito-g.salival(Perija) 

Choachi 

San Agustin 

T328 (Didelphis ) 

RSUB 

334 (perro) 

C+R3 

C+R3 

CtR 

R 

C 

C= T. cruz!; R= T. rangeli; U= no caracterizado; L?= Suero positivo para Leishrnania. 
- NO detectado 
? Producto de PCR de 0,45 Kb de origen desconocido. posiblemente derivado de L. chagasio Endotrypanurn schaudinni 

(observaciones no publicadas de O. Fernández y D.A.C]. 
1 Muestras controles de UCLA. 
2 El lavado de la hbridizacion con la sonda fue muy restringente. 
3 Contaminación del stock0 reacción de PCR. 
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Tres muestras (No.6, No. 7, No.14) no pre- 
sentaron productos de amplificación en la colo- 
ración con bromuro de etidio, aunque fueron 
positivas por hibridización. Estas tres muestras 
fueron de T. rangeli, lo cual sugiere que bajo 
condiciones no óptimas el gen de T. rangeli no 
puede amplificarse eficientemente. Cambios en 
el perfil de temperaturas del ciclador pueden 
incrementar la eficiencia de la amplificación. 

Dos muestras (No. 26, No. 27) presentaron 
productos de amplificación caracteristicos tanto 
de T. cruz; como de T. rangeli. El control negativo 
muestra que este resultado se debió a contami- 
nación con un producto de PCR para T. cruzi, 
evento que ocurre con gran facilidad. Esta ex- 
periencia también resalta la necesidad de incluir 
controles negativos en cadaexperimento y tomar 
precauciones para eliminar fuentes de contami- 
nación. 

La muestra No. 13 identificada originalmente 
como T. rangeli mostró un producto de amplifi- 
cación característico de T. cruzi. Este resultado 
resalta problemas adicionales asociados con la 
identificación de parásitos: cultivos mezclados, 
confusión en la marcada de muestras y10 conta- 
minación de stocks. 

En la muestra No. 15 se obtuvo un producto 
de PCR (0.45 Kb) menor que el producto de 
amplificación para T. cruz; o T. rangeli que no 
hibridizó con las respectivas sondas. En la mis- 
ma muestra un producto de PCR de 0,6 Kb 
hibridizó con la sonda de T. cruzisugiriendo que 
el cultivo tenia una mezcla de poblaciones, una 
de las cuales es T. cruzi. 

El producto de 0,45 Kb no se ha caracteriza- 
do; sin embargo, los protozoarios cinetoplástidos 
del nuevo mundo L. chagasi y Endotrypanurn 
schaudinni poseen genes mini-exon de este ta- 
mano (observaciones no publicadas de O. 
Fernandez y D.A.C) y son por consiguiente can- 
didatos para contaminantes a nivel celular. La 
hibridación con una sonda específica será nece- 
saria para confirmar la identidad de otro tipo de 
célula en esta muestra. 

En futuras evaluaciones, se propone aumen- 
tar el número de cepas para analizar por esta 

técnica y aumentar el rendimiento del producto 
de PCR de muestras crudas. Esta será una 
manera segura de incrementar el nivel de con- 
fianza en la identificación. Además, esperamos 
implementar PCR en laboratorios colombianos, 
para la identificación de tripanosomas como una 
técnica primaria o como medio para resolver 
ambigüedades que surjan de las técnicas de 
diagnóstico de rutina. 

SUMMARY 

This workshop on the use of the polymerase 
chain reaction (PCR) to detect and differentiate 
T. cruziand T. rangeli had as its main purpose 
the transfer of this technology to laboratories in 
Colombia. To demonstrate this technique, we 
used clinical samples or isolates obtained from 
endemic areas of Colombia. 

In order to evaluate the possible effect of 
differentculturemediacomponentsonthesensitivity 
of PCR, analyseswere performed ontrypanosomes 
that were grown in different culture media. The 
DNA was extracted from these cells by boiling, 
Geneclean, and hypotonic Iysis. The DNA was 
amplified using a conserved 22 synthetic 
oligonucleotide sequence within the tandemly 
repeated mini-exon gene from T. cruzi and T. 
rangel;. The two organisms were distinguished 
by the electrophoretic mobilities of their respec- 
tive amplification products. The confirmation of 
the identity of the PCR products was obtained 
using species-specific probes from intergenic 
regions. Hybridisation wasvisualised by the NBT 
colour reaction. 

From a total of 28 samples analysed, 17 
identifications were in agreement with their prior 
identification. From 5 unknown samples, three 
were identified as T. rangeli and two as mixed 
infections. We obtained only two ambiguous 
identificationscaused by contamination insamples 
or PCR reaction. Only two samples could not be 
identified by PCR because of DNA extraction 
problems. 

The results from this workshop support the 
potentialofthe PCRtechniqueasausefuIadditional 
tool for the detection and diagnosis of Chagas' 
disease in Colombia. 
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