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RESUMEN

Desde que, en 1913, el Dr. Juan Segovia descubrid el primer caso de tripanosomiasis humana en
El Salvador, el diagnostico de esta enfermedad se vuelve relevante como un tema a investigar,
siendo un problema en salud publica, aunque también se le considera como una enfermedad
desatendida en el pais, que actualmente afecta a las personas de escasos recursos econémicos.
Razon por la cual, como profesionales en el 4rea de la salud, es importante mostrar interés en el
correcto diagndstico de la enfermedad de chagas y otras mas del entorno. El Salvador presenta
algunas limitaciones para el preciso diagnostico para dicha enfermedad, debido a la baja
sensibilidad de las técnicas parasitoldgicas y baja especificidad de las técnicas inmunoldgicas. Por
ende, con la implementacion de la biologia molecular se tendrd una notable mejora en el
diagnostico. Se han descrito varias formas de diagnoéstico, siendo las mas utilizadas, por su alta
sensibilidad y especificidad, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifican el dcido
desoxirribonucleico de Trypanosoma cruzi. Aunque la técnica de PCR también tiene algunas
limitaciones en cuanto a costo, infraestructura necesaria y sensibilidad en fase crdonica de la
enfermedad, tiene muchas ventajas especialmente en casos agudos, y resultan adecuadas en la
evaluacion y seguimiento del tratamiento. Se han desarrollado algunas variantes mas avanzadas
como PCR en tiempo real. Lo mas adecuado seria combinar el uso de las técnicas parasitoldgicas,
inmunologicas y moleculares de acuerdo con la fase de la enfermedad que se sospecha y las
caracteristicas del paciente. En El Salvador, las técnicas moleculares para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas, solo se utilizan en laboratorios de investigacion, seria recomendable su

incorporacion al grupo de pruebas diagndsticas de la enfermedad de Chagas en el pais.

Palabras clave: Biologia molecular, chagas, técnicas, El Salvador, ADN
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ABSTRACT:

Since, in 1913, Dr. Juan Segovia discovered the first case of human trypanosomiasis in El Salvador,
the diagnosis of this disease has become relevant as a topic to be investigated, being a public health
problem, although it is also considered as a neglected disease in the country, which currently affects
people with limited economic resources. Which is why, as professionals in the health area, it is
important to show interest in the correct diagnosis of Chagas disease and other diseases in the
environment. El Salvador presents some limitations for the precise diagnosis of said disease, due
to the low sensitivity of parasitological techniques and low specificity of immunological
techniques. Therefore, with the implementation of molecular biology there will be a notable
improvement in diagnosis. Several forms of diagnosis have been described, the most used being,
due to its high sensitivity and specificity, the polymerase chain reaction (PCR) that amplifies the
deoxyribonucleic acid of Trypanosoma cruzi. Although the PCR technique also has some
limitations in terms of cost, necessary infrastructure and sensitivity in the chronic phase of the
disease, it has many advantages, especially in acute cases, and is suitable for the evaluation and
monitoring of treatment. Some more advanced variants have been developed such as real-time
PCR. The most appropriate thing would be to combine the use of parasitological, immunological
and molecular techniques according to the phase of the disease suspected and the characteristics
of the patient. In El Salvador, molecular techniques for the diagnosis of Chagas disease are only
used in research laboratories; it would be advisable to incorporate them into the group of diagnostic

tests for Chagas disease in the country.

Keywords: Molecular biology, chagas disease, techniques, El Salvador, DNA
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I. INTRODUCCION

Las técnicas de biologia molecular han desempefiado un papel fundamental en la investigacion y
el diagndstico de enfermedades infecciosas, incluida la enfermedad de Chagas, en todo el mundo,
y El Salvador no es una excepcion. La enfermedad de Chagas, causada por el parasito
Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos vectores, representa un importante problema de
salud en América Latina, incluido El Salvador. Aqui se presentan las técnicas de biologia molecular
utilizadas en la investigacion y el diagndstico de la enfermedad de Chagas en El Salvador. El
principal mecanismo de transmisién es vectorial, por hemipteros (chinches), de la subfamilia
Triatominae (que se alimentan de sangre). Infectan personas expuestas a su picadura, al depositar
sus heces infectadas en heridas de la piel o sobre mucosas. Otras modalidades de transmision son
por medio de una transfusion sanguinea, congénita, trasplantes de organos u oral. Aunque la
mortalidad ha disminuido significativamente, la enfermedad puede causar consecuencias
irreversibles y cronicas en el corazon, el sistema digestivo y el sistema nervioso. De la situacion
de Chagas se sabe que es casi 100% curable si se trata en sus etapas iniciales. La enfermedad de
Chagas es endémica en 21 paises de las Américas y afecta a un estimado de 6 millones de personas.
En las Américas, se registran 30.000 nuevos casos cada afno, 12.000 muertes en promedio y
aproximadamente 9.000 recién nacidos se infectan durante la gestacion. Actualmente, unos 70
millones de personas en las Américas viven en areas expuestas al Chagas y estan en riesgo de
contraer la enfermedad. (Organizacién Panamericana para la Salud, 2020)! En El Salvador, la
enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias més graves. Con un total estimado
de 232,000 personas infectadas y 2,500 personas fueron infectadas en 2005. La seroprevalencia de
la enfermedad de Chagas en los bancos de sangre fue desde 2.1 a 3.3% entre el afio 2004 y 2007.

Estos datos indican que el indice de la enfermedad de Chagas en El Salvador es el méas alto en
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Centro Américas y sobrepasa a la de VIH, Hepatitis B y Cy Sifilis. Alrededor de 100 casos agudos
de la enfermedad de Chagas se detectaron anualmente entre 2005 y 2007. (Japan International

Cooperation Agency, sin fecha de publicacién)?

He aqui la importancia de aumentar los esfuerzos en la mejora de los métodos diagnosticos,
especificamente para la enfermedad de chagas. El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rapidas y
precisas, ha transformado al diagndstico molecular en una herramienta clave para el directo
beneficio del paciente. Se quiere mostrar las principales técnicas de biologia molecular para el
diagnostico de chagas en El Salvador utilizadas en el area de investigacion que pueden ser utiles

en la posteridad para diagnosticar chagas en todo el pais y no solo investigacion.
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II. DESARROLLO

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por Trypanosoma cruzi, el cual es
transmitido principalmente por un vector hematofago. La enfermedad de Chagas comprende una
fase aguda, que puede presentar sintomas o no. Se caracteriza por una gran cantidad de parasitos
en la sangre, seguida de una recuperacion y del establecimiento la fase cronica de la enfermedad,
con una cantidad de parasitos sanguineos escasa y ausencia de sintomas hasta una enfermedad
severa con compromiso cardiovascular y/o gastrointestinal que puede ocasionar la muerte. El
diagnostico de la enfermedad se basa en los signos y sintomas clinicos, asi como con los resultados de
laboratorio, incluyendo pruebas parasitologicas, inmunologicas, y moleculares. (Instituto de
Investigaciones Biomédicas Dr. Francisco J. Triana Alonso BIOMED, 2015)* Como se sabe, la biologia
molecular ha ido evolucionando, y mejorado convirtiéndose en una herramienta util en el diagnostico de
todo tipo de enfermedades que se desarrollan en el pais. Utilizada grandemente en la parte de investigacion,
pues hasta el momento los métodos diagndsticos de Chagas en El Salvador contintan siendo la serologia,
gota gruesa, examen directo de las heces de las chinches entre otros. En el area de investigacion se toman
dos puntos de partida para el diagndstico: Se estudia detenidamente al triatomino y al humano. Segln el
orden de las pruebas realizadas en investigacion para el diagnostico de chagas, las técnicas son las

siguientes: El examen parasitologico de las heces de triatomino se basa en la observacion
microscopica de las heces del triatomino para detectar la presencia de parasitos. Se realiza
mediante la preparacion de extensiones del contenido intestinal del insecto, que se tifien y
examinan bajo un microscopio para identificar los parasitos. PCR de punto final, utilizando los
primers 121 y 122. Los primers 121 y 122 son secuencias de ADN disefiadas para unir y amplificar
el ADN de Trypanosoma cruzi. La PCR de punto final se realiza para detectar la presencia de ADN
de T. cruzi en las muestras de heces de triatomino. Esta técnica por lo general consiste en una serie

de 20 a 35 cambios repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3
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pasos a diferentes temperaturas. La PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de
temperatura. Estos incluyen la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracion de iones
divalentes y de los dNTP en la reaccién, y la temperatura de union de los cebadores, asi como la
longitud del ADN que se desea amplificar. Lo anterior descrito es la forma en la que se hace el
diagnostico directamente de la chinche. El diagnostico que se realiza en humanos es similar pues
incluye serologia, parasitologia agregando también técnicas de biologia molecular. El método
concentrado de Strout consiste en concentrar los parasitos a partir de 3 mL de sangre recogida sin
anticoagulante y dejando el tubo a 37 °C durante dos horas para que se retraiga el coagulo. Si hay
parésitos migraran hacia fuera del codgulo. Se transfiere el suero a otro tubo y tras varios ciclos de
centrifugacion se realiza una observacion del sedimento en fresco o bien después de realizar un
frotis y tefirlo con Giemsa. Al igual que para el microhematocrito la sangre debe ser reciente y
observada dentro de las 4 - 8 horas posteriores a su obtencion. Puede ser conservada en nevera a 4
°C o bien a temperatura ambiente hasta ser procesada. Los ensayos como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) es una técnica inmunoldgica que se utiliza para detectar anticuerpos
especificos contra T. cruzi en muestras de suero sanguineo. Puede ser tutil para identificar
infecciones pasadas o actuales por T. cruzi en humanos o animales que hayan estado en contacto
con triatominos. Estas técnicas combinan la sensibilidad de la PCR con la especificidad de las
pruebas seroldgicas, lo que permite detectar tanto el material genético del parésito como los
anticuerpos en una sola prueba. Las microplacas estan recubiertas con antigenos especificos unen
a los anticuerpos de la muestra. Después de lavar los pocillos para eliminar todo el material de
muestra no unido, el conjugado de peroxidasa de rabano (HRP) se afiade. Este conjugado se une a
los anticuerpos capturados. En una segunda etapa de lavado se retira el conjugado no unido. El

complejo inmune formado por el conjugado unido se visualizé anadiendo substrato
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tetrametilbencidina (TMB), que da un producto de reaccioén azul. La intensidad de este producto
es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos en la muestra. Se afade acido sulfurico
para detener la reaccion. Esto produce un cambio de color de azul a amarillo. La extincion a
450/620 nm se mide con un lector de microplacas ELISA. Las pruebas de diagndstico rapido (pdr)
se fundamentan en la deteccion inmunocromatografica de anticuerpos anti-T. cruzi presentes en

sangre total, suero o plasma. Generalmente consisten en:

1. Una combinacion de antigenos recombinantes adsorbidos a la membrana y una proteina
especifica conjugada con un fluorocromo. 2. La proteina se une a los anticuerpos presentes en la
muestra del paciente. 3. El complejo anticuerpo-proteina es capturado por los antigenos
recombinantes. 4. Se lee una reaccion de color, generalmente en 15 minutos. Es necesario
confirmar un resultado de PDR con una prueba confirmatoria, como ELISA. Aunque se ha visto
que el desempefio de las PDR es variable, hay estudios donde se reporta una concordancia de 98%
entre PDR y ELISA. La Hemaglutinacion Indirecta Cuantitativa (HAI) para Chagas se basa en la
propiedad que tienen los anticuerpos del tipo IgG especificos contra los antigenos citoplasmaticos
del Trypanosoma cruzi presentes en el suero del paciente, de producir una aglutinacion cuando se
ponen en presencia de globulos rojos sensibilizados con los antigenos de Trypanosoma cruzi de

cultivo.

La PCR en tiempo real es una técnica ampliamente utilizada en la deteccién de material genético
de Trypanosoma cruzi en muestras de sangre o tejidos. En El Salvador, esta técnica se ha empleado
para identificar la presencia del parasito en pacientes sospechosos y para caracterizar

genéticamente las cepas de Trypanosoma cruzi presentes en la poblacion.

La técnica se basa en la PCR punto final, o sea PCR convencional sélo que la forma en como se

detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. Tiempo real se refiere a que la
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deteccion de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion. El término
cuantitativo se refiere a que es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia
de la PCR punto final en donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia
blanco. Estas tltimas dos caracteristicas representan grandes ventajas de la PCR en tiempo real,
pues el producto de amplificacion es monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la
necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa como
sucede en la PCR punto final. Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para

detectar y cuantificar los 4cidos nucleicos. Es muy especifico y eficiente.
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III. CONCLUSION

Las técnicas de biologia molecular utilizadas como herramientas diagnosticas, son de beneficio
para el area de investigacion, ya que son versatiles, rapidas, y mucho mas sensibles. Han permitido
una deteccion mas precisa del parasito, la cuantificacion de la carga parasitaria y la caracterizacion
genética de las cepas presentes en la region. Estos avances son esenciales para el control y la
gestion de la enfermedad en la poblacion salvadorefia y para contribuir a la comprension global de
la enfermedad de Chagas. Cada método se caracteriza por la confiabilidad y rapidez en la obtencion
del resultado, robustez, especificidad, sensibilidad y flexibilidad, si se compara con métodos
fenotipicos, siendo este un aporte directo y accesible para el desarrollo de biologia molecular. Cabe
recalcar la importancia de cada uno de ellos. El examen parasitologico de las heces es util para
identificar parasitos vivos, mientras que las técnicas moleculares como la PCR ayudan a confirmar
la infeccion y evaluar su carga. Los ensayos serologicos, como ELISA y hemaglutinacion, detectan
la respuesta inmunitaria del paciente. El diagnostico definitivo de la enfermedad de Chagas a

menudo se basa en una combinacidn de estos métodos para obtener resultados mas precisos.

Falta mucho camino que recorrer para llevar las técnicas de biologia molecular mas alla de la
investigacion y puedan formar parte de hospitales dentro del sistema Nacional de salud y extender

el diagnostico de biologia molecular a otras enfermedades.



15

IV. FUENTES DE INFORMACION
'Organizacion Panamericana para la Salud (2020). Enfermedad de Chagas.

https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas

2Japan International Cooperation Agency (Sin fecha de publicacion). Proyecto de Control de la
Enfermedad de Chagas Fase 2.

https://www.jica.2o.jp/Resource/project/spanish/elsalvador/0700890/02/index.html#:~:text=La%

20enfermedad%20de%20Chagas%20es.el%%20a%C3%B10%202004%20y%20200

3Instituto de Investigaciones Biomédicas Dr. Francisco J. Triana Alonso (BIOMED). (2015).

Técnicas moleculares para el diagnostico de la enfermedad de chagas.

http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci arttext&pid=S1315-01622015000300002



https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas
https://www.jica.go.jp/Resource/project/spanish/elsalvador/0700890/02/index.html#:~:text=La%20enfermedad%20de%20Chagas%20es,el%20a%C3%B1o%202004%20y%20200
https://www.jica.go.jp/Resource/project/spanish/elsalvador/0700890/02/index.html#:~:text=La%20enfermedad%20de%20Chagas%20es,el%20a%C3%B1o%202004%20y%20200
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1315-01622015000300002

