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Resumen

Para la utilizacién de una técnica de diagnostico, ésta debe haber sido
estandarizada y validada con anterioridad. La RICET (Red de Investiga-
cion de Centros de Enfermedades Tropicales) ha procedido a través de
algunos grupos que la componen, a consensuar y a estandarizar las
técnicas que deban utilizarse en el diagnostico de la enfermedad de Chagas.
La utilizacion de las mismas técnicas, permitira en un préximo futuro la
realizacion de estudios epidemiolégicos y que los clinicos del Sistema
Nacional de Salud, tengan una herramienta valida y homogénea para el
diagndstico.
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Summary

The use of a diagnosis method requires its previous standardization and
validation. The RICET (Red de Investigacién de Centros de Enfermedades
Tropicales) has proceed to standardize the methods for diagnosing Chagas
disease. The use of the same techniques will allow in a future the esta-
blishment of epidemiological studies. Therefore, the clinicians of the
National Health System would have a valid and homogenous diagnostic
tool.
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Es una obviedad, que para la utilizacién de una técnica de diagndstico,
ésta debe haber sido estandarizada y validada con anterioridad. En el
caso particular de la enfermedad de Chagas en nuestro pais, la situacién
se hace compleja debido a que no es endémica en nuestra zona, a la
variedad de técnicas existentes, a los diferentes tipos de patologias que
presenta y sobre todo, a las caracteristicas del parasito que nos ocupa.

Existen en Espafia diversos grupos de trabajo con capacidad para diag-
nosticar distintos tipos de enfermedades tropicales, entre las que se en-
cuentra la enfermedad de Chagas. Cada uno de ellos, a lo largo del
tiempo, ha desarrollado técnicas con diferente sensibilidad y especifici-
dad, y sobre todo, con diferente interpretacion de los datos obtenidos en
el laboratorio.

El parasito. La enfermedad de Chagas se puede manifestar de formas
muy diferentes dependiendo de las regiones geograficas y de factores
genéticos tanto del parasito como del hospedador!.

El genoma nuclear de T. cruzi, varia de forma extensiva entre cepas e
incluso entre clones de la misma cepa?. Los analisis genéticos del cariotipo
sugieren que el de T. cruzi es diploide y su genoma esta distribuido en
pares de cromosomas homologos que se diferencian generalmente en su
tamafio. La hibridacién de bandas cromosémicas con sondas de DNA
especificas han revelado una amplia diversidad en el cariotipo de diferen-
tes cepas de T. cruzi. Sin embargo, se ha encontrado una cierta correla-
cién entre estos patrones de hibridacién y el encuadramiento de la cepa
en un grupo principal u otro. Datos procedentes de estudios de
polimorfismos en el tamafo de los cromosomas han servido para obtener
informacion evolutiva sobre los grupos de T. cruzi®4.

Se ha propuesto que los genotipos de T. cruzi se pueden distribuir en dos
grupos principales, denominados T. cruzi |'y T. cruzi 11°. El grupo | es
relativamente homogéneo, mientras que el Il se ha dividido en 5 sub-
grupos (lla-1le)é. Estudios epidemiolégicos sugieren que las cepas de T.
cruzi | se encuentran circulando en el ciclo selvético de la transmision
parasitaria mientras que, las cepas del grupo Il estan relacionadas con el
ciclo doméstico y la enfermedad cursa de forma mas severa’.

Se ha podido comprobar que T. cruzi es capaz de realizar intercambio de
material genético, sobre todo en la fase del ciclo evolutivo en la que se
encuentra parasitando al mamifero. Este tipo de fenémenos permite reco-
rrer mayores distancias génicas que las que cabria esperar por la heren-
cia mendeliana y potencialmente facilita un rapida especiacion y evolu-
cién posibilitando la adaptacion a nuevos hospedadores®.

El clon CL Brener (7. cruzi sub-group lle) ha sido elegido como organismo
de referencia para el proyecto genoma® y diversos analisis indican que es
un organismo hibrido, derivado de intercambios génicos entre cepas de T.
cruzi |y de subgrupos de T. cruzi 11'°. Aunque la secuenciacién del genoma
de CL Brener esta casi terminada, esta claro que la informacién obtenida
no sera suficiente para entender la alta diversidad génica de este parasito.
Actualmente se estan iniciando las secuenciaciones de los genomas de la
cepa Esmeraldo, incluida en el subgrupo Il b® y otra de un genotipo no
hibrido, que podran ser comparados con los datos obtenidos en CL Brener.
Estos datos también serviran para un mejor conocimiento de la organiza-
cion y plasticidad en el genoma de T. cruzi.
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Estudios de cariotipo basados en el tamafo de los cromosomas indican
que los cromosomas en si son una herramienta muy valiosa para la iden-
tificacion de grupos evolutivos, en particular de cepas hibridas de T. cruzi®.

Vargas N. et al'! en un reciente estudio, han caracterizado y comparado
de forma extensiva los cariotipos moleculares de varias cepas del grupo |
y del grupo Il 'y de la CL Brener, y han establecido el nimero y tamarfio de
los cromosomas. Han localizado también 48 marcadores génicos de
RNA y diversas secuencias codificantes de proteinas en los cromosomas.
Se ha analizado el tamafo de regiones teloméricas y establecido la distri-
bucién cromosémica y la abundancia relativa de las repeticiones en el
genoma.

Todo lo anteriormente expuesto, demuestra la tremenda variabilidad del
paréasito Trypanosoma cruzi, que en algunos casos ha llevado a algunos
investigadores a plantear la posibilidad de la existencia de mas de una
especie.

Seleccion de la técnica adecuada. Existen diversas técnicas de diagnds-
tico utilizadas en los paises de zonas endémicas, pero no existe una
técnica universal, estandarizada, validada y admitida por todos, que
sirva como diagndstico de laboratorio de la enfermedad.

Existen técnicas de diagnéstico parasitolégico, y serolégico que se co-
mentan en el articulo de Cafavate C. et al de este mismo nimero. En este
apartado se hace especial énfasis en técnicas moleculares.

Se han desarrollado diferentes métodos para el diagnéstico molecular de
la enfermedad de Chagas la mayor parte de ellos basados en la técnica de
PCR. Se pueden identificar tres fases importantes en la metodologia:

— La obtencién de fragmentos de ADN y de sondas especificas para el
ADN blanco de interés,

— el desarrollo de sistemas de ensayo que abarquen todas las etapas
del proceso y

— la aplicacién extensiva del ensayo en el campo para su validacion.

La aplicacién de estos métodos de amplificaciéon por PCR ha permitido la
deteccion de un gen de copia Unica por genoma haploide de una célula,
por lo que la sensibilidad y la especificidad, se encuentran muy aumenta-
das. Existen publicados y/o patentados diversas parejas de cebadores
capaces de amplificar y diagnosticar T. cruzi.

A la vista de lo anteriormente expuesto, algunos grupos que componen la
RICET vy alglin grupo externo a la misma, han iniciado la estandarizacion
de diversas técnicas de diagnostico.

Para el diagnostico inmunolégico se realizara una técnica de alta sensibi-
lidad aunque sea de baja especificidad, (IFl o ELISA utilizando como
antigeno proteinas totales), y un test con alta especificidad teniendo como
antigeno proteinas recombinantes.

Para la eleccion de la cepa a utilizar en la técnica de IFl, se realizaron en
el Instituto de Biomedicina y Parasitologia Lopez-Neyra de Granada (CSIC)
unas sesiones de trabajo evaluando por una parte, el sistema de fijacion
de los parasitos a los portaobjetos y por otra, la sensibilidad y especifici-
dad de tres cepas distintas de T. cruzi (Tulahuen del tipo 1, la CL Brener y
la Y del tipo 1l). Como sueros de referencia positivos, se utilizaron sueros
de pacientes con enfermedad de Chagas confirmada procedentes de dis-
tintas zonas de América Latina. Para la evaluacién de las reacciones
cruzadas se emplearon sueros de enfermos con leishmaniasis visceral,
cutdnea y mucocuténea, y como muestras negativas, sueros procedentes
de personas sanas residentes en Tenerife, que no habian estado en zonas
endémicas de las patologias anteriores.

Los resultados pusieron de manifiesto que para la técnica de IFl, no hay
diferencias por la utilizacién de distintas cepas del parasito.

Las técnicas moleculares, mucho mas sensibles y especificas, deben per-
mitir distinguir cepas, pues eso es muy Util, para estudios epidemiolégicos,
conocimiento y prediccion de la patologia y, por Ultimo, adecuada deci-
sién en el tratamiento. Para este tipo de diagndstico, diversos grupos
espafoles estan trabajando en la seleccién y validacion de los cebadores
mas adecuados para el diagnostico. La primera parte del trabajo se
desarrollé en el Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales de
Canarias y participaron dos grupos de trabajo del CBM de Madrid, dos
del Instituto Lopez-Neyra de Granada, el Instituto de Salud Carlos Il y los
propios de Instituto de Canarias. Se trabajé con muestras de DNA de
diversas cepas de T. cruzi, T. rangeli, DNA humano y DNA procedente de
distintas especies del género Leishmania. Se han seleccionado los
cebadores de mayor sensibilidad y especificidad y a partir de ahi se
seleccionardn en unas segundas jornadas de trabajo, a realizar en el
Instituto de Salud Carlos lll, las condiciones 6ptimas de amplificacion
con el fin de tener el méximo de sensibilidad.

En una segunda fase, se intentara la caracterizacion de la cepa produc-
tora de la patologia. Para ello, se actuarad utilizando la técnica de RAPD
para el disefo de cebadores!?. Ya se han demostrado diferencias
moleculares aplicando RAPD en cepas de T. cruzi®, por lo que el disefo de
estas cebadores “cepa-especificos” nos permitird resolver de forma mu-
cho mas sencilla y sin necesidad de tener cultivados los parasitos, la
caracterizacion de la cepa correspondiente.
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