CARTAS AL COMITE DE REDACCION

Reaccidn de polimerasa en cadena:
deteccidn y caracterizacion de cepas de
Trypanosoma cruzi en niflos chagasicos

A través de un estudio de nifios hospitalizados
por diversas patologias en el hospital Materno
Infantil German Urquidi de la ciudad de Cocha-
bamba, zona altamente endémica para la enfer-
medad de Chagas®, se efectué una deteccion sis-
tematica de la infeccién por Trypanosoma cruzi,
comparando los tests de diagnodstico clasicos
(parasitologicos y serolégicos) con la técnica de
polimerizacion en cadena (PCR).

Asi, con sondas de DNA, se detecté la presen-
cia de cepas de T. cruzi, correspondientes a dos
clones mayores circulando en Bolivia en el ciclo
doméstico y se evalud el nimero de infecciones
dobles.

Al mismo tiempo, se obtuvieron los datos cli-
nicos de cada uno de los pacientes en estudio
para correlacionarlos con la infeccion por T. cruzi.

El estudio incluyé 31 nifios, los que segun los
examenes clasicos de deteccién fueron divididos
en 3 grupos. El primero estuvo constituido por 12
nifos que presentaban una parasitemia positiva,
puesta en evidencia mediante la busqueda de
parasitos moéviles observados en la interfase de
al menos uno de cuatro tubos capilares hepari-
nizados y centrifugados a 9000 rpm durante 5
minutos; en 8 de estos casos la parasitemia apa-
recia asociada a una serologia especifica anti-T.
cruzi positiva (inmunofluorescencia y hemaglu-
tinacién indirecta). El segundo grupo estuvo cons-
tituido por 9 niflos que presentaban una para-
sitemia negativa asociada a una serologia anti-
T. cruzi positiva y el tercero por 10 niflos con
parasitemia y serologia negativas.

La técnica de PCR fue realizada en muestras
de sangre (interfases correspondientes a 5 ml de
sangre total) segin una metodologia previamen-
te descripta?, introduciéndose en cada protocolo
los controles adecuados. Se utilizaron iniciadores
que circundaban las partes hipervariables de los
minicirculos del kDNA (HVRm) para amplificar
estas secuencias de tamafo especifico de T.
cruzi (270 pb)®. Tras «southern blot» se procedié
a la hibridizacién de los productos de amplifica-
cién con dos sondas de kDNA. Estas sondas fue-
ron elaboradas a partir de la HVRm de dos ce-
pas de referencia correspondientes a dos clones
mayores circulantes en Bolivia, numerados 20 y
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39% 5, estas sondas son ademas especificas de
cada clon y no generan ninguna reaccion cruza-
da entre ellas. Se realiz6 la hibridizacién con
marcado no radioactivo, utilizandose el ECL como
sistema de deteccién de genes'. El conjunto de
los resultados aparece en la tabla 1.

Segun se resume en la tabla 1, el grupo 1,
constituido por 12 pacientes en la fase aguda de
la enfermedad, presentaba 83% de positividad en
PCR; en el grupo 2, para el cual los tests
parasitolgicos de los 9 pacientes eran negativos,
se detecté 63% de positividad en PCR; dos ca-
sos del tercer grupo presentaron un test PCR
positivo, pudiendo corresponder a pacientes en
fase inicial de la infeccién, en la que la para-
sitemia es todavia escasa y la respuesta inmune
(lgG) todavia no se ha desarrollado.

Estos resultados demuestran una mayor sen-
sibilidad de la PCR como examen parasitoldgico
de la enfermedad de Chagas. Aproximadamente
60% de los pacientes estudiados fueron positivos
por PCR mientras que el examen directo de la
interfase de los tubos capilares revelé solamen-
te 32% de positividad. En cambio, la busqueda
de parasitos circulantes por medio de observa-
cién microscépica directa resulté poco sensible,
ya que los casos positivos evidenciaron general-
mente muy pocos pardsitos, ademas de requerir
un observador muy experimentado.

Al analizar las causas clinicas de admisién de
los pacientes no se observé ninguna diferencia
significativa entre el nimero de pacientes hospi-
talizados por diarrea, deshidratacién y desnutri-
cién entre los tres grupos. El andlisis clinico de-
tecté un sindrome digestivo en 64,5% de los pa-
cientes, un sindrome pulmonar en 22,6%, 2 ca-
sos de tuberculosis, 2 casos de meningitis y 4
casos diversos. Ninguno de estos sindromes fue
mas frecuente en un grupo particular. Por otro
lado, ninglin diagnéstico clinico de internacién
permitié sospechar una infeccion chagasica en
estos pacientes.

La metodologia de PCR presentada en este
trabajo permite, gracias a la especificidad de las
HVRm para cada clon o grupo de clones gené-
ticamente relacionados, caracterizar directamen-
te en la sangre las cepas circulantes. Este méto-
do evita las etapas de aistamiento y cultivo ma-
sivo de cepas que dan lugar a seleccidon de ce-
pas en caso de infecciones mixtas®. Los resulta-
dos confirman la alta frecuencia de los clones 20
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TABLA 1.— Presencia de los clones 20 y 39* de Trypanosoma cruzi en nifios chagasicos

Grupos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
N¢ de nifios 12 9 10 31
Edad media (meses) 143+7,8 28,2+ 21,0 15+17,0 18,2 + 16,7
Parasitemia (%) 100 0 0
Anticuerpos (%) 66,6 100 o]
PCR positiva (%) 83,3 66,6 20,0 58,0
clones de T. cruzi
clon 20 3 0 0 3
clon 39 3 2 2 7
clones 20 + 39 1 3 0 4
otro clon** 1 o] 0 1

* ver clasificacidon segun Tibayrenc y Ayala

** |a ausencia de reconocimiento de los productos de amplificacion por las sondas especificas de los clones 20 y 39

marca la presencia de un otro clon de T. cruzi.

y 39 en Bolivia. Para un solo paciente, los pro-
ductos de amplificacién (270 pb) no fueron
hibridados por una de las dos sondas 20 y 39;
este paciente podria ser infectado por una cepa
de T. cruzi no perteneciente al clon 20 ni al clon
39. Observamos casos de infecciones mixtas por
el reconocimiento de los productos de amplifica-
cion por las dos sondas. El porcentaje de infec-
ciones mixtas parece significativamente mas im-
portante en el grupo 2 (3/5 casos) que en los
pacientes en fase inicial de la enfermedad que
incluye todos los pacientes del grupo 1 y los dos
pacientes del grupo 3 con PCR positiva (1/10
casos), (chi2 = 4,24 p < 0.05). Esta diferencia de
tasas de infecciones mixtas podria ser explicada
por reinfecciones; si asi fuera, se admitiria una
ausencia de premunicion a la reinfeccién.
Resultados de estudios anteriores realizados
en 9 localidades del departamento de Cochabam-
ba nos permitieron observar un promedio de
52,3% de infecciones dobles con los clones 20 y
39 en el vector doméstico (Triatoma infestans);
en ninguna localidad fue encontrado un porcen-
taje inferior a 28,6% (comunicacién personal por
S.F. Breniere y M.F. Bosseno). El 10% de infec-
ciones dobles encontrados en este trabajo en los
pacientes en fase inicial (grupo 1 y los dos ca-
sos del grupo 3), seria mas bajo de lo esperado
en caso de transmision de los parasitos en au-
sencia de seleccién. Este resultado dejar supo-
ner que (i) solamente un numero sumamente re-

ducido de pardsitos podria iniciar una infeccion
o (ii) que tendria lugar una seleccién de clones
de T. cruzi.

La metodologia presentada en este trabajo
para la caracterizacion directa de cepas de T.
cruzi en los huéspedes abre hipétesis de trabajo
en cuanto a la transmisién de este parasito y
merece una ampliacién con mayor muestreo. Por
otro lado, la introduccién del nuevo método de
PCR, muy sensible para la deteccién de los pa-
rasitos en nifios, podria en consecuencia ayudar
a estudios pre y post tratamiento.
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