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Trypanosoma cruzi es un protozoo causante de la enfermedad de Chagas; esta prevalece
en zonas rurales, afectando a casi un 2% de la poblacién en el pais. El parasito puede ser
transmitido por infeccion congénita desde una madre chagasica al hijo o hija antes de su
nacimiento. Debido a la migracién de la poblacién hacia zonas urbanas; esta via de infeccién
ha permitido el desplazamiento de la patologia a zonas no endémicas, transformandose asi,
en un problema para la salud publica.

Actualmente, la enfermedad se detecta por medio de pruebas serolégicas y moleculares; pro-
ceso de larga duracion. En base a lo planteado y con el fin de facilitar el procedimiento,
en busqueda de métodos simples y de menor costo, el presente estudio tiene como objetivo
estandarizar y validar la técnica de amplificacion isotérmica de ADN mediada por asa, para
el diagnostico precoz de la enfermedad adquirida por transmisién congénita. Para esto se
disena un sistema de deteccién con un grupo de partidores que amplifican una region del gen
rARN 18S; y como base metodolégica se comparan con partidores publicados en la literatura.
Estos se implementan en pruebas preliminares que evidencien el funcionamiento de la técnica
con muestras control. Se realiza una comparacion teérica y practica con la reaccion de PCR,
método de diagnostico estandar en Chile.

La amplificacién mediada por asa (LAMP), es un método sencillo y rapido; utiliza 4 a 6
partidores para amplificar una regién restringida de una secuencia blanco; se incuba a tem-
peratura constante y el resultado puede ser observado inmediatamente después de finalizada
la reaccién por simple visualizacién. No necesita de equipamiento sofisticado para su fun-
cionamiento, por lo que, se puede implementar en centros de salud primarios y laboratorios
con infraestructura basica. Ha sido probada en la deteccién de patoégenos con importancia
médica y veterinaria, presentando un gran potencial como prueba de diagnéstico.

A partir de los ensayos realizados, se obtienen resultados discordantes, concluyendo asi que la
técnica no es reproducible con los partidores seleccionados para el estudio. Por consiguiente,
no se logra estandarizar ni validar la técnica. Sin embargo, se evidencia el potencial y los
beneficios de su posible aplicacion, cuando se complete el estudio.
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Capitulo 1

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una infeccién parasitaria endémica en América Latina, cau-
sada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi, de la clase Kinetoplastea, familia
Trypanosomatidae [1]. La afeccién recibe su nombre en honor al cientifico brasilero Carlos
Chagas, quien identificd el agente etioldgico y describi6 la patologia. Se estima que 6 a 7
millones de personas alrededor del mundo se encuentran infectadas con el pardsito [2]. En
Chile especificamente, se distribuye entre las regiones de Arica y Parinacota hasta la region
de Libertador Bernardo O’Higgins, incluyendo la regiéon Metropolitana [3].

El mal de Chagas es considerado una de las enfermedades tropicales mas desatendidas [4],
debido a su prevalencia en zonas rurales de bajos ingresos y al escaso financiamiento para
la investigacion y desarrollo de terapias eficientes y seguras. La enfermedad se desarrolla en
dos fases: una aguda que se inicia con la inoculacion del parasito y presenta una parasitemia
elevada con sintomatologia inespecifica, que se mantiene hasta 4 meses luego de la infeccion;
y otra cronica, generalmente asintomatica, en la que disminuye la concentracion de parasitos
en sangre. En la fase cronica sintomatica se presenta una cardiopatia que puede llegar a ser
severa. La gravedad de la enfermedad varia en cada paciente, siendo mortal a largo plazo.
Los principales sintomas son: anemia, pérdida de fuerza y tono muscular, desorden nervioso
e insuficiencia cardiaca [5].

El parasito posee diversas formas de transmisién, la principal es mediante un insecto vector
hematofago, conocido popularmente en Chile como vinchuca; éste se caracteriza por vivir en
zonas montanosas y lugares oscuros como grietas en paredes de casas de adobe. El parasito
estd presente en las deyecciones del triatomino, las que son depositadas en la piel del verte-
brado durante la ingesta de sangre. Al entrar en contacto con la mucosa o zonas lesionadas del
tejido, invade las células subyacentes y se reproduce activamente en su interior. Los parasitos
intracelulares destruyen la célula infectada y se liberan al torrente sanguineo propagando la
infeccion. Otras formas de transmision son: transfusiéon sanguinea o trasplante de 6rganos de
pacientes infectados; consumo de alimentos contaminados, accidentes de laboratorios y por
infeccién congénita.

La transmision congénita de la enfermedad de Chagas se confirma cuando, en neonatos hijos
de una madre infectada, se identifican pardsitos circulantes y/o se detectan anticuerpos con-
tra el microorganismo que no son de origen materno, descartando otras vias de transmision.
Usualmente los nifios y ninas infectados que nacen de madres chagasicas no presentan sin-



tomas, por lo que se debe realizar un seguimiento durante sus primeros meses de vida. Esta
via de transmision se presenta en areas endémicas o bien en aquellas en donde la transmi-
sion vectorial ha sido interrumpida, asi como en zonas no endémicas, traspasando desde una
generacién a otra [6].

En menores de 5 anos la enfermedad puede ser letal, no obstante, si se trata durante el primer
ano de vida se llega a la cura, por lo que es fundamental contar con un diagnéstico certero
y rapido. Actualmente se utilizan técnicas parasitoldgicas, las que poseen una sensibilidad
limitada debido a la baja circulaciéon de paréasitos en sangre. Es por esto que se emplean
pruebas serologicas desde los 8 a 10 meses de vida, en donde los anticuerpos del neonato son
detectables [7].

Las técnicas moleculares son una alternativa prometedora, debido a su elevada sensibilidad
y especificidad. Actualmente en Chile, la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) [8], esta
incluida dentro del protocolo de diagndstico, no obstante, requiere de un equipamiento sofis-
ticado y de alto costo; los que generalmente no estan disponibles en zonas rurales endémicas.
Por otra parte, en el pais la enfermedad es diagnosticada y/o confirmada por el Instituto de
Salud Publica de Chile (ISP), en el Laboratorio de Parasitologia, a través de pruebas sero-
logicas y moleculares, lo que aumenta el tiempo de respuesta para la emisién de resultados,
debido al traslado de las muestras de una regién a otra.

Frente al establecimiento de la enfermedad a zonas no endémicas, a la prevalencia en zonas
rurales con recursos limitados y a la urgencia en el diagnéstico de la enfermedad en ninos y
ninas recién nacidos con riesgo de contagio por infeccién congénita; se requiere un método
accesible, que sea de menor costo, facil implementacién y resolucion.

La técnica de amplificacién isotérmica de ADN mediada por asa (LAMP), es un método
molecular que se basa en la sintesis de ADN de ciclo automatico utilizando la ADN polime-
rasa de Bacillus stearothermophilus (Bst), enzima que se caracteriza por una actividad de
desplazamiento de cadena. Para su implementacion se necesitan 4 a 6 partidores que permi-
ten la amplificacién de secuencias dianas en menos de una hora, mediante la formacién de
asas, a una temperatura constante; por lo que, no requiere de un equipo sofisticado para su
implementacion. El resultado de la reaccién, se puede observar a simple vista, es especifico y
sensible en la deteccién de microorganismos [9].

La técnica de LAMP es una herramienta robusta para la deteccion de diferentes patoge-
nos, existiendo multiples ejemplos de su aplicacion en infecciones producidas por bacterias,
hongos, pardsitos y virus de importancia médica y veterinaria [10]. En la actualidad, se co-
mercializan kits de diagnostico para SARS-CoV-2, Trypanosoma brucei, entre otros.

La presente investigacion es patrocinada por el Instituto de Salud Publica, ISP, y busca cum-
plir los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Estandarizar y validar la técnica de LAMP para el diagnéstico precoz de la infeccion congé-
nita por Trypanosoma cruzi.



Objetivos especificos:

1. Disenar un sistema de deteccién de Trypanosoma cruzi utilizando la técnica de LAMP.

2. Evaluar el funcionamiento de la técnica a través de pruebas basicas con muestras de
control, como parte del proceso de estandarizacion.

3. Realizar pruebas clinicas preliminares para analizar parametros de sensibilidad y espe-
cificidad analiticas y clinicas en comparacién a la prueba de referencia, PCR.

4. Comparar la técnica con el método de diagnodstico estandar, reaccion de PCR conven-
cional, desde el punto de vista tedrico y econémico.



Capitulo 2

Cuerpo

2.1. Marco Teorico

La simbiosis es aquella relacion que se establece entre dos organismos que viven en con-
junto. Dentro de estas relaciones se encuentran: la Foresis, en la que dos individuos viajan en
conjunto; el Mutualismo donde ambos se benefician; el Comensalismo en la que uno obtiene
utilidades; y el Parasitismo, en la que uno de los participantes se ve perjudicado. En esta tulti-
ma, el parasito vive a expensas de otro ser vivo, generando un dafio mecanico, por induccion
de una respuesta inmune nociva y/o viviendo a expensas de la nutricién de su hospedero [1].

Los parasitos se clasifican en: ectoparasitos, los que viven en la superficie de otro ser vivo; y
endoparasitos, que habitan dentro del hospedero. La mayoria de estos organismos no pueden
completar su ciclo de vida sin establecer una relaciéon parasitaria, al menos de forma tem-
poral. De hecho, algunos poseen estados libres, fuera de cualquier hospedero y otros pueden
convertirse en parasitos al entrar accidentalmente en otro ser vivo, los que se conocen como
parésitos facultativos, por ejemplo, la ameba Naegleria fowleri[l].

Los parasitos poseen hospederos de especie restringida, exhibiendo diversos grados de especi-
ficidad, infectando a familias de especies o solo a una especie determinada. Este es susceptible
a un parasito si es que no puede eliminarlo antes de que se vuelva estable, independiente de
su estado infeccioso. No obstante, el hospedero puede ser resistente al microorganismo si su
estado fisiolégico impide el establecimiento y la supervivencia del parasito. Por lo que, si se
encuentra en un huésped equivocado puede morir o volverse extremadamente patogeno, al
ser incapaz de adaptarse a estas condiciones adversas.

Los hospederos se clasifican segtin el rol que cumplen en el ciclo de vida del parasito; pueden
ser: definitivos, en el que se alcanza la madurez sexual; intermedio, donde el microorganismo
se desarrolla, pero no se reproduce; y de transporte, el cual se utiliza como puente entre los
hospederos intermedios y los definitivos. Por lo que, dependiendo de la estancia en cada uno
de estos, los parasitos pueden ser permanentes o temporales.

Los parasitos que infectan al ser humano pertenecen al dominio Eukaryota, de los reinos Pro-
tozoa y Metozoa [11]. Dentro del reino de los protozoos se encuentra la clase Kinetoplastea;
caracterizada por microorganismos que poseen un organelo denominado cinetoplasto, el cual
contiene ADN circular, organizado en anillos concatenados (ADNKk), localizados al interior de



la mitocondria. Dentro de esta clase se encuentra la familia Trypanosomatidae, conformada
por protozoos flagelados, los que pueden ser monoxenos, es decir, parasitan a un solo hospe-
dero artropodo, o heteroxeno, que utilizan méas de un hospedero para completar su ciclo de
vida, uno de ellos generalmente, corresponde a un invertebrado hematofago y el otro a un
vertebrado. El estadio méas reconocido es el tripomastigote, caracteristico de las especies de
tripanosomas sanguineos [1].

Los tripomastigotes poseen el cinetoplasto en el extremo posterior del cuerpo, junto con un
flagelo que recorre la totalidad del parédsito. En la base del flagelo se encuentra el bolsillo
flagelar, region encargada del intercambio activo con el medio. En la figura 2.1, se observan
las principales estructuras del tripomastigote sanguineo.
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Figura 2.1: Diagrama de las principales estructuras de un tripomastigote
sanguineo, reveladas por microscopia electronica de transmision [1].

Otros estadios de tripanosomatidos difieren en la posicion del cinetoplasto, del cinetosoma, el
desarrollo de su flagelo y el tamano de su bolsillo flagelar. Dentro de estos se encuentran: los
amastigotes, forma esferoide con un flagelo corto; los promastigotes poseen un cuerpo mas
alargado y un flagelo extendido frente al organelo funcional; los epimastigotes, el cinetoplasto
se ubica entre el nicleo y el extremo anterior; y por tltimo los paramastigote que tienen el
cinetoplasto junto al nucleo. En la figura 2.2 se muestra el diagrama de las estructuras
caracterizadas anteriormente.



Figura 2.2: Estadios morfolégicos de tripanosoméatidos. (a) Amastigote; (b)
Choanomastigote; (¢) Promastigote; (d) Opisthomastigote; (e) Epimasti-
gote; (f) Tripomastigote. 1. nicleo; 2. cinetoplasto; 3. cinetosoma; 4. y 5.
axonema y flagelo; 6. membrana ondulante; 7. bolsillo flagelar; 8. vacuola
contractil [1].

El género Trypanosoma se divide en dos secciones dependiendo de las caracteristicas del in-
secto vector: La Salivaria y la Stecoraria. La primera se extiende principalmente por Africa y
predomina la especie Trypanosoma brucei. La segunda comprende América del Sur y Central,
en donde se encuentran las especies Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli.

La infeccion por las especies T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense, causan la tripa-
nosomiasis africana humana conocida como enfermedad del sueno; transmitida por la mosca
tsetsé, perteneciente al género Glossina [4].

T. rangeli se desarrolla como epimastigote en el intestino grueso del insecto vector, donde
puede llegar a medir entre 32 a mas de 100 um de largo, su forma tripomastigote en cambio,
posee una longitud entre 26 a 36 um de largo. Se diferencia de T. cruzi por el tamano de
su cinetoplasto, el que generalmente es diminuto y se ubica en la seccion subterminal del
microorganismo. Se multiplica por fisiéon binaria en la sangre de su hospedero vertebrado, no
obstante, no se conoce su estado intracelular y no presenta patogenicidad en humanos, pero
su presencia genera dificultades en el proceso de deteccién, debido a reacciones cruzadas en
las pruebas de deteccion de T. cruzi [1].

Otro género dentro de la familia Trypanosomatidae es Leishmania. Estos parasitos son hete-
roxenos, es decir, se desarrollan como promastigotes en el intestino de la mosca de arena y
completan su ciclo de vida en el tejido de un mamifero vertebrado, como amastigotes [1].



La enfermedad leishmaniasis es provocada por la infeccién de mas de 20 especies de parasitos
pertenecientes a este género; es considerada endémica en 98 paises, afectando a 12 millones
de personas en el mundo [12], y puede afectar a animales, por lo que se considera una zoonosis.

Tras su inoculacion en la piel del hospedero, Leishmania infecta a las células fagociticas. La
evolucién de la enfermedad depende de las condiciones ambientales, la distribucion y biologia
del vector, aspectos sociales y econdémicos de las personas afectadas [4]. La enfermedad se
puede desarrollar de tres formas clinicas: cutdnea (LC), mucocutanea (MCL) y sistematica
visceral (LV), siendo esta tltima la més destructiva, llegando a ser fatal si no es tratada [13].

2.1.1. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo perteneciente al género Trypanosoma, es heteroxeno,
utiliza dos hospederos para completar su ciclo de vida, un invertebrado hematoéfago y un ver-
tebrado. La forma tripomastigote puede llegar a medir entre 16 a 20 pum de largo. Presenta
un metabolismo fermentativo anaerdbico parcial, es decir, degrada la glucosa parcialmente
a anhidrido carboénico, excretando succinato y acetato. En el torrente sanguineo consume
oxigeno, mediante un ciclo de Krebs clasico y posee un sistema citocromo comun.

En el intestino del insecto vector, T. cruzi se multiplica como epimastigote, los que al llegar
al intestino posterior se diferencian a su forma infectiva, tripomastigote metaciclico; estos
finalmente son eliminados en las deyecciones del invertebrado durante la ingesta de sangre.
El parésito entra al hospedero a través de la mucosa o por heridas en la piel contaminada.
En la infeccién temprana, los tripomastigotes, son abundantes en sangre y se reproducen
en el citoplasma de las células nucleadas a las que penetran mediante invasion activa o por
fagocitosis. En el interior de la célula infectada, pierden el flagelo y la membrana ondulada,
y comienzan a multiplicarse por fisién binaria, produciendo amastigotes, los que se acumu-
lan hasta provocar la lisis y muerte celular. Al salir al torrente sanguineo se transforman en
tripomastigotes, para esto, en el espacio intersticial pasan por formas intermedias como pro-
mastigotes y epimastigotes, las que se desarrollan y vuelven a la sangre como tripomastigotes,
encargados de infectar otra célula. En la figura 2.3 se esquematiza el ciclo de vida del parasito.

El tripomastigote sanguineo ingerido por el insecto hematoéfago, alcanzan el intestino medio
y se transforma en epimastigote para multiplicarse activamente. Tripomastigotes metacicli-
cos aparecen en el recto luego de 10 dias de la infeccion, estos son los que finalmente son
expulsados en las heces. Al entrar al tejido subcutdaneo se produce una inflamacion local,
luego de una o dos semanas se diseminan por los ganglios linfaticos. Frente a la acumula-
cion de amastigotes se producen seudoquistes en los tejidos, los que al estallar producen una
parasitemia generalizada, en donde se invaden otros tejidos, tales como: muscular cardiaco,
liso y esquelético; asi como también pueden invadir el bazo, el higado y el sistema linfatico.
Esta ruptura es acompanada por una respuesta inflamatoria con degradaciéon y necrosis de
tejidos.
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Figura 2.3: Esquema ciclo de vida de Trypanosoma cruzi[l].

2.1.2. Insecto vector: Triatomino

El insecto vector de T. cruzi es un triatomino perteneciente a la subfamilia Triatominae.
Son invertebrados hematoéfagos, que se alimentan de la sangre de vertebrados. Suelen ser
nocturnos y atacar zonas expuestas de la piel. Poseen una longitud de 34 mm aproximada-
mente, antenas segmentadas, una cabeza estrecha, sus ojos se ubican a los costados de esta;
y poseen un tubo labial de tres segmentos los que se pliegan en reposo. Sus alas estan en la
parte superior del abdomen. Generalmente viven en grietas y entretechos, zonas oscuras y
himedas [1].

Existen mas de 130 especies de triatominos en América, muchos de los cuales son potenciales
vectores de T. cruzi. Las especies que juegan un rol importante desde el punto de vista epi-
demioloégico son: Triatoma infestans, Rhodnius prolizus, Triatoma dimidiata, Panstrongylus
megistus y Triatoma brasiliensis [14].

En Chile se describen tres especies de triatominos: Triatoma infestans, especie doméstica y
las especies silvestres Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi, ubicadas en el Norte Grande del
pais [15].



2.1.3. Genoma de Trypanosoma cruzi

Todos los miembros de la especie T. cruzi provienen de un ancestro comun y son gené-
ticamente heterogéneos [16]. Diversos conceptos han sido definidos para describir los linajes
filogenéticos de este microorganismo. La produccion de hibridos experimentales demostro
que el parasito tiene la capacidad de realizar intercambio genético, pero no se logré explicar
el mecanismo de recombinaciéon. Sin embargo, la especie posee caracteristicas clonales, ta-
les como: falta de reproduccion sexual, asociacién aleatoria y divisién en grupos discretos [17].

El término Unidades Discretas de Tipificacién (DTUs), describe un conjunto de cepas que
estan genéticamente ligadas entre si, mas que con cualquier otra, y pueden ser identificadas
mediante marcadores moleculares o inmunolégicos comunes. Esto no quiere decir que sean
idénticos, sino que comparten un perfil determinado con un cierto grupo, por lo que, las
cepas que conforman cada DTU se consideran familias de clones estrechamente relacionadas.
Actualmente se han designado seis DTUs, Tcl a TcVI [18]. En el Anexo A.1, tabla A.1, se
presenta la distribucién de algunas cepas de T. cruzi con su respectivo DTU.

El parasito es predominantemente diploide, se reproduce de forma asexual, por lo que no
presenta eventos de recombinacion al duplicarse. Bajo el modelo clonal, T. cruzi evoluciona
a partir de la acumulacién de mutaciones discretas [16]. La mayorfa de los DTUs, son homo-
cigotos, sin embargo, TcV y TcVI son heterocigotos, hibridos derivados de Tecll y Telll.

Existen dos modelos que explican la estructura poblacional: el primero de Westernberger,
2005 [19], postula el modelo de los dos hibridos, el cual explica la ocurrencia de un evento an-
tiguo de hibridacion entre Tel y Tell, produciendo los DTUs Tclll y TcIV, los que perdieron
luego su heterocigocidad; y un segundo evento de hibridacion mas reciente entre Tcll y TeclIl
del cual se obtienen TcV y TcVI. El segundo modelo propuesto por De Freitas, 2006 [20], se
denomina de tres ancestros; este sugiere que TclIl y TclV provienen de diferentes ancestros,
los que poseen secuencias mitocondriales similares entre si, distintas a las de Tcl y Tell.
Ademas, postula dos acontecimientos de intercambio genético entre Tcll y Telll produciendo
TcV y TeVI que retienen el genoma mitocondrial de Tclll en ambos casos. Los modelos se
distinguen por la procedencia de TcV y TcVI, es decir, o provienen de un evento tnico de
hibridacion, incorporando alelos de Tcl adquiridos a través de TcIll o son progenie de dos
eventos con exclusion del genoma de Tcl.

Entre los marcadores moleculares mas estudiados se destacan: analisis electroforéticos de
isoenzimas o zimodemas; esquizodemas obtenidas a partir de perfiles de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién del kDNA (RFLP); polimorfismos detectados por téc-
nicas de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD); Low Stringency Single Primer PCR
(LSSP-PCR); perfiles de microsatélites, genes de ARN ribosomal (rRNA) y mini exén [16].

2.1.4. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una infeccion parasitaria crénica potencialmente mortal pro-
ducida por T. cruzi. Se estima que posee una incidencia mundial de 180 mil casos al ano y
7.100 muertes reportadas en el ano 2016, con una tendencia estable desde el 2006. La enfer-
medad es considerada endémica en 21 paises de América Latina, incluido Chile y debido a



los movimientos migratorios, se han detectado casos en Canada y Estados Unidos [2]. Origi-
nalmente estaba confinada en zonas rurales, pero actualmente se ha desplazado a las grandes
ciudades. En la figura 2.4 se muestra la distribucion de la enfermedad alrededor del mundo,
publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el ano 2018 [2].
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Figura 2.4: Distribucién de la Enfermedad de Chagas alrededor del mundo,
2018 [2].

La enfermedad fue descrita por el cientifico brasilefio Carlos Chagas (1879-1934), quien en el
ano 1909, identifico tripanosomas en forma de epimastigotes en un insecto vector pertenecien-
te a la subfamilia Triatominae. Luego, en el ano 1916, demostrd que ninos con fiebre aguda
presentaban tripanosomas en sangre, asi continué su investigacion describiendo las formas
de vida del parasito y los insectos que los transmiten. Sin embargo, en Chile se evidencia la
presencia de la enfermedad hace aproximadamente 9.000 anos en el norte del pais, en momias
con una antigiiedad entre 470 anos A.C y 600 afios D.C.; las primeras investigaciones que
permitieron detectar la presencia de T. cruzi en las deyecciones de T. infestans en Chile,
datan de 1921 [3].

En el ano 2010 el ISP confirmé 1.200 casos de infeccion por T. cruzi, donde 1.168, es decir,
un 98,5 % fueron notificadas desde la regién de Arica y Parinacota hasta la region Libertador
Bernardo O’Higgins, incluida la regién Metropolitana, zonas endémicas dentro del pais [6].

El parésito afecta a un 0,7 % de la poblacién mayor de 15 anos, con prevalencia de 1,5% en
zonas rurales y un 0,6 % en zonas urbanas. La regién de Atacama se destaca por presentar
una prevalencia del 4,7 % en comparacién con las otras regiones nortenas que registran entre
un 1,3% a un 1,8 %. Desde la regién de Valparaiso hacia el sur se tiene entre un 0,7 % a
un 0,9 %, datos recopilados por la Encuesta Nacional de la Salud (ENS) 2009-2010 [6]. En
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cuanto a la mortalidad, esta ha disminuido en los ltimos afos, representando el 0,05 % de
las muertes anuales, donde todas las personas afectadas son mayores de 40 anos y de estos
el 61,5 % son hombres [6].

La enfermedad se desarrolla en dos etapas, una aguda que se inicia con la inoculacién del
parasito y posee una duracién de 2 a 4 meses. En la zona de entrada del parésito se produce
una respuesta inflamatoria local que provoca un nédulo conocido como chagoma. En esta
etapa, seudoquistes pueden desarrollarse en los diferentes érganos del cuerpo, lo que varia
la gravedad del paciente, no obstante, en nifios menores de 5 anos puede llegar a ser letal.
Los factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad son: la edad, carga genética, el
sexo y la presencia de infecciones previas; aun asi se desconoce cémo se relacionan entre si.
Los principales sintomas de la fase aguda son: anemia, pérdida de fuerza muscular, desorden
nervioso e insuficiencia cardiaca. En Sudamérica es comun la destruccién del eséfago o del
colon, generando pérdida del tono muscular del 6rgano, lo cual aumenta su diametro y difi-
culta el paso de nutrientes; esto se conoce como megaeséfago o megacolon [1].

En la etapa cronica, la concentracion de parasitos disminuye, y esta se puede presentar con
una total ausencia de sintomas o manifestar una sintomatologia que incluye una cardiopatia
severa, desarrollando complicaciones cardiacas y/o neurologicas [8].

En zonas rurales, con presencia del triatomino vector, el parasito puede ser trasmitido a
través del contacto con las deyecciones del insecto cargadas de tripomastigotes metaciclicos
[21]; los que penetran activamente por las mucosas o lesiones de la piel. Del mismo modo,
la infeccion se puede adquirir a través del consumo de alimentos contaminados con las de-
yecciones del insecto vector infectado. Adicionalmente, el parasito se puede transmitir por
transfusiéon sanguinea o trasplante de érganos derivados de individuos infectados, via que
comenzo6 debido a la migracion a las grandes ciudades [22].

T. cruzi posee la capacidad de atravesar la barrera placentaria, lo que puede provocar la in-
feccion del feto durante la gestacion de una madre infectada [23]. Esta transmision congénita
se considera cuando se identifica la presencia de T. cruzi en la sangre de un recién nacido; o
bien, si presenta anticuerpos especificos que no son de origen materno; descartandose otras
vias de transmisién [7]. Si bien, la mayoria de los recién nacidos infectados nacen asintométi-
cos, en ausencia de tratamiento oportuno la enfermedad puede progresar a una fase crénica
severa; no obstante, se logra la cura si es tratada en el primer ano de vida, por lo que, un
diagnostico certero es fundamental.

Al igual que en la fase crénica adquirida de forma vectorial, la infeccién congénita se puede
manifestar meses o anos después. Los sintomas en nifios o ninas son similares al sindrome
de TORCH [24], el que representa un grupo de enfermedades infecciosas que pueden origi-
nar lesiones fetales y neonatales por transmision vertical, tales como: toxoplasmosis, rubéola,
citomegalovirus, virus herpes y sifilis; enfermedades que deben considerarse dentro del diag-
noéstico diferencial.

Las manifestaciones clinicas pueden presentar diferentes grados de compromiso, tales como:

hipotonia muscular, fiebre y frecuentemente hepatoesplenomegalia asociada con un sindrome
febril. En casos aislados se evidencian cuadros de insuficiencia cardiaca o meningoencefalitis
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con crisis convulsivas. El tratamiento de la fase aguda congénita, puede evitar secuelas en el
paciente y la muerte [5].

La transmisién congénita de la enfermedad de Chagas constituye un importante problema
de salud publica, debido a que puede ocurrir en cada embarazo y traspasar generaciones, lo
que facilita la propagacién no controlada en areas urbanas, tanto en paises endémicos como
no endémicos. Se estima que mas de un millon de mujeres en edad fértil estan infectadas en
Latino América, con una incidencia de 8.000 casos al ano, aproximadamente; distribuida en
21 paises desde México a Argentina. No obstante, se han detectado casos en paises donde no
existe transmision vectorial, por lo que, la transmision congénita ha adquirido importancia
epidemioldgica. Actualmente, se estiman entre 60 a 315 casos en EE.UU y entre 20 a 184 en
Europa [25].

La infeccién congénita suele ocurrir entre el 1 al 12 % de los embarazos de mujeres infectadas
en Latino América, por ejemplo, en Argentina aproximadamente el 6% de los embarazos
presenta una transmisién materno fetal; en cambio, en Bolivia y en Paraguay puede alcanzar
el 4%; y en Brasil es cercano al 2 %. Las diferencias observadas son debidas al tipo de estudio
epidemiolégico y los métodos de diagnéstico utilizados en cada pais [26].

Esta via de transmision varia de acuerdo a la presencia del insecto vector; en aquellos lugares
considerados endémicos, la probabilidad de infeccién aumenta al doble, esto debido a la alta
exposicidon a una carga parasitaria elevada, sin embargo, mujeres que viven en zonas con
control vectorial presentan una mayor carga parasitaria, que aquellas que habitan lugares
infestados [26]. Se ha observado, que existe una correlacién directa entre la cantidad de para-
sitos en la sangre de la madre y el riesgo de infeccion transplacentaria; mientras mayor sea la
cantidad de tripomastigotes circulantes, mas probable es la transmision del parasito al feto.
Se estima que el 30 % de las mujeres con una concentracién de parésitos elevada infectan al
feto, en comparacién a un 15 % de madres con una concentraciéon moderada. Si la parasitemia
materna es menor a 1 equivalente parasitario por mL, no se produce la transmision congénita,
esto también se observa en neonatos nacidos de embarazadas en fase crénica [27].

Si a la alta parasitemia materna, se suma la presencia del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH), la probabilidad de infecciéon congénita por 7. cruzi aumenta drésticamente.
Estudios muestran que el 100 % de los casos de mujeres embarazadas infectadas con T. cruzi
y VIH transmitieron el parasito a sus hijos; estos resultados se repiten en mujeres con inmu-
nosupresion [27].

Si bien la transmision congénita no se puede prevenir, existe evidencia del nacimiento de
infantes sanos, hijos e hijas de mujeres infectadas que fueron tratadas con farmacos antes
del embarazo disminuyendo la parasitemia. Debido a que las mujeres durante el embarazo y
en el periodo de lactancia no pueden recibir el tratamiento, es fundamental un diagnostico
oportuno para reducir las probabilidades de infeccion. Ademas, se recomienda realizar un
seguimiento dentro del grupo familiar, tanto a menores como mujeres en edad fértil [25].

Adicionalmente, esta via de transmision se relaciona con las caracteristicas de la madre, en

cuanto a su estado genético, nutricional e inmunolégico. Ademas de la eficiencia de la res-
puesta inmune especifica efectuada por la placenta para evitar el paso del microorganismo;
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y el polimorfismo del parésito, aunque no se conoce con certeza como esto se relaciona con
una posible infeccién del neonato o el desarrollo de la enfermedad [28].

La implantacion del embrion, la formaciéon del corion y de la placenta depende de las células
del trofoblasto. Al inicio del embarazo, el trofoblasto forma dos capas: una interna denomi-
nada citotrofoblasto y una externa, sincitiotrofoblasto; su proliferacién ocasiona vellosidades
coriénicas y espacios intervellosos, lo que favorece el intercambio de nutrientes entre la madre
y el feto.

La transmision congénita ocurre cuando los tripomastigotes invaden las células presentes en
la placenta (células de Hofbauer); se reproducen como amastigotes y luego de la ruptura
celular se transforman nuevamente en tripomastigotes, los que atraviesan el trofoblasto pro-
duciéndose asi la infecciéon del feto. Este proceso es imprescindible para la infeccion, ya que
corresponde al pasaje a través de la barrera materno-fetal, un filtro selectivo que mpide el
paso de macromoléculas y microorganismos o agentes patogenos.

La respuesta inmune es mediada principalmente por interferén gamma (IFN-v), que activa
monocitos y macrofagos, y estimula en conjunto la produccion del factor de necrosis tumoral
(TNF) y a su vez, la generacion de 6xido nitrico, lo cual causa la muerte del parésito [27].
Se ha observado que madres de infantes infectados por transmisién congénita, presentan un
nivel decreciente de TNF-a en plasma, un fenémeno similar se observa en la cantidad de
linfocitos T, monocitos y células Natural Killer, NK [28].

Por otra parte, la placenta induce una respuesta proinflamatoria y secreta intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrogeno frente a la presencia de parasitos en el espacio intervelloso,
esto es inducido por la secrecion de mucinas, liberadas por 7. cruzi, lo que provoca la secrecion
desmedida de citocinas TNF-«a, comprometiendo la viabilidad del recién nacido.

2.1.5. Diagnostico de Enfermedad de Chagas

La OMS recomienda realizar dos pruebas para la detecciéon de T. cruzi, y si los resulta-
dos no son concordantes, se aplica un tercer test confirmatorio. Las técnicas mas utilizadas
son: Inmunofluorescencia indirecta (IFI), hemoaglutinacién indirecta (HAI) y enzimoinmu-
noanalisis (ELISA). Estas pruebas se basan en la deteccion de anticuerpos; son sensibles,
pero presentan una especificidad limitada, debido a la reactividad cruzada con anticuerpos
de pacientes frente a otros parasitos, como Leishmania 'y T. rangeli [18]. También se realizan
pruebas moleculares, empleando la técnica de PCR, la que se considera especifica para el
diagnéstico, aunque no es tan efectiva en la fase crénica, ya que la concentracién de parasi-
tos en sangre disminuye, por lo que se utiliza como complemento a las pruebas seroldgicas.
Finalmente, la prueba confirmatoria es el Western Blot, la que posee una alta sensibilidad
y especificidad. Se puede utilizar el inmuno ensayo quimioluminiscente altamente sensible
(CMIA), para la deteccién como prueba independiente, no obstante, ésta posee un alto costo
y una logistica compleja, lo que dificulta su uso; y al igual que con las otras pruebas, los
resultados se deben confirmar con pruebas serolégicas [25].

El diagnéstico en ninos y ninas con infeccion congénita se basa principalmente en la deteccién
del parasito por métodos microscopicos directos que requieren de una concentracion celular
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por centrifugacién; para este proceso se necesita de un entrenamiento microscopico previo, es
laborioso, posee una sensibilidad limitada, y es dificil establecer una calidad estandar [29]. Es
por esto, que se emplean técnicas seroldgicas mediante la deteccion de anticuerpos especificos
los que generalmente son detectables entre los 8 a 10 meses de vida, pero debido a la urgencia
en el diagnéstico y cuando se tienen resultados no confirmatorios, se requiere un seguimiento
en el tiempo. En el Anexo A.2, figura A.1 se presenta el protocolo de deteccion realizado
en Chile, por el Laboratorio de Parasitologia del ISP, entidad encargada del diagnéstico y/o
confirmacion de la enfermedad [30].

En Chile la vigilancia de enfermedad de Chagas se rige por el decreto 7 sobre notificacién
de enfermedades transmisibles de declaracién obligatoria, D.S. N° 7, MINSAL [31]. Los labo-
ratorios clinicos del Instituto de Salud Ptblica son los encargados de detectar y/o aislar los
agentes microbiologicos, realizando el estudio de susceptibilidad, caracterizacion del agente
u otros estudios complementarios, segin corresponda; los resultados son informados al Mi-
nisterio de Salud y la Autoridad Sanitaria Regional correspondiente, a través del medio de
comunicacion mas expedito posible. Desde el afio 2014 es obligacién el tamizaje en el primer
control pre-natal a embarazadas residentes en zonas endémicas, en las regiones restantes se
realiza anamnesis dirigida. Ademas, en el 2011 se incorporé la vigilancia de la enfermedad de
Chagas transplacentaria y de casos asintomaticos en donantes de sangre.

La amplificacion de los acidos nucleicos de T. cruzi mediante PCR se ha utilizado para el
diagnostico de la infeccion congénita, ofreciendo mayor sensibilidad y especificidad que los
métodos parasitolégicos. También se ha implementado el PCR cuantitativo (qPCR), para un
diagnéstico preciso y temprano. Si bien la técnica presenta una alta especificidad, una am-
plificacion positiva puede ser resultante de la amplificacion de restos de material genético del
parasito materno, y no estar relacionada a la presencia del microorganismo vivo. De hecho,
el PCR no esta incluido como herramienta de diagndstico en las guias latinoamericanas, con
excepcion de Chile.

Tanto el PCR como el qPCR, requieren de equipos sofisticados para su implementacion, los
que frecuentemente no se encuentran disponibles en maternidades o unidades de atencion
primaria de areas endémicas. Frente a esto, otros métodos moleculares que pueden ser utili-
zados se basan en la amplificacion isotérmica, método que flanquea las necesidades de equipos
de PCR especializados y han demostrado su utilidad amplificando el ADN del paréasito con
éxito. Sin embargo, todas las técnicas moleculares requieren de la extraccion y purificacion
de ADN de la muestra de sangre del paciente, buenas practicas de laboratorio, operadores
experimentados e infraestructura especializada [27].

2.1.6. Técnica de Amplificacion Isotérmica de ADN Mediada por
Asa (LAMP)

La técnica de LAMP es una reaccién de polimerizacion de acidos nucleicos; la cual fue
desarrollada por un equipo de cientificos liderados por Notomi en el afio 2000 [32]. Se crea
como método alternativo a la reacciéon de PCR, para ser utilizada en laboratorios y centros
de atencién primaria que requieran de herramientas de diagnostico rapidas, sensibles y pre-
cisas [9]. El método puede aplicarse para la deteccién de enfermedades y microorganismos
presentes en productos alimenticios y muestras ambientales.
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Es un método altamente eficiente, que puede producir con alta especificidad, entre 10? a 10'°
copias de la secuencia blanco a partir de unas pocas moléculas de ADN templado, en menos
de una hora y a temperatura constante [32]. La técnica utiliza la enzima Bst ADN polimerasa
y de 4 a 6 partidores que reconocen regiones especificas del templado.

La enzima Bst ADN polimerasa, es una proteina termoestable aislada del bacilo Bacillus stea-
rothermophilus. Posee actividad polimerasa 5-3’, con capacidad de separar la doble hebra de
ADN durante la sintesis de una nueva cadena, lo que se denomina activad de desplazamiento
(displacement) y carece de actividad correctora exonucleasa 3’-5’ Su temperatura de funcio-
namiento éptima esta entre los 60 a 65 °C, y se desnaturaliza por sobre los 70 °C. La enzima
es tolerante a la inhibiciéon por impurezas como hemoglobina, sangre, mioglobina y muestras
de ADN derivadas de tejidos [33].

La amplificaciéon puede ser detectada en tiempo real por el aumento de la turbidez mediante
el uso de un turbidimetro; o por electroforesis en gel de agarosa (punto final), el cual muestra
un patrén en escalera, debido a las estructuras de diferente peso molecular amplificadas [34].
De forma alternativa a estos métodos convencionales, se utilizan colorantes que detectan en
forma directa las reacciones positivas, tales como: el azul de hidroxinaftol y la calceina; reac-
tivos utilizados generalmente para la observacion a simple vista. El compuesto SYBR-Green
en cambio, provoca un color verde amarillento al ser observado bajo iluminaciéon ultravioleta
(UV), por lo que necesita un equipo para la resolucién [35].

Como producto de la elongacién del ADN blanco, la enzima Bst ADN polimerasa libera
hidrogenoides, cuya acumulacién produce un cambio en la acidez del medio, lo que permite
la visualizacién mediante el uso de indicadores de pH como el rojo fenol, rojo cresol, rojo
neutro, entre otros [34] [9]. Adicionalmente, las reacciones positivas se pueden detectar por
el aparecimiento de un precipitado blanco al centrifugar el tubo, debido a la formacién de
pirofosfato de magnesio, como subproducto de la amplificacién del material genético [34].
La simplicidad de los métodos para la detecciéon de las reacciones positivas posibilita la im-
plementacién en laboratorios o centros de salud con equipamiento basico, sin necesidad de
infraestructura especializada, resaltando su alto potencial de diagndstico [35].

El principio de funcionamiento de la técnica de LAMP se basa en la produccién de una gran
cantidad de productos de amplificacion, a partir del material genético original, cuya estruc-
tura alternada contiene una secuencia mutuamente complementaria. Esto se logra a partir
de dos partidores con una region reverso complementaria a la molécula blanco en su extremo
5’; ubicado rio abajo del sitio de unién del partidor de inicio.

La técnica candnica utiliza 4 partidores, dos externos que flanquean la region de interés,
denominado F3 en sentido 5’-3’, y B3 en sentido reverso, complementarios a F3c y B3c, en
la secuencia blanco. Los otros partidores FIP (forward inner primer) y BIP (backward inner
primer), estan formados por la regién reverso complementarias Flc/Blc; un espaciador de
timina y F2/B2 complementaria a F2c¢/B2c en el templado, respectivamente. La disposicién
de los partidores se puede observar en la Figura 2.5.
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Figura 2.5: Diagrama de nomenclatura y localizacién de partidores de la
técnica de LAMP.Partidor FIP: Flc/F2; partidor BIP: Blc/B2 [36].

Ademas se pueden incluir dos partidores extra, denominados LF (Loop primer F) y LB (Loop
primer B), que contienen secuencias complementarias entre F1 y F2; B1 y B2, donde se for-
ma la asa, aumentando asi el nimero de puntos donde se inicia la sintesis de ADN, lo cual
disminuye el tiempo necesario para la deteccion de los productos [9].

La amplificacién disenada por Notomi [32], se realiza a través de un ciclo automatico, re-
pitiendo la reaccion de elongacion de las nuevas hebras a partir de la estructura original.
La reaccion comienza con hibridacién de la secuencia F2 del partidor FIP con la secuencia
blanco, sintetizando de la primera cadena. La regiéon Flc no es complementaria al templado,
por lo que queda libre, como se muestra en la figura 2.6 [9].

s —{rsc Hrec Hric}——B1}-{B2{B3}— *

|
3 —|F30HF2::|—|F1:: 5’

g 3’

Figura 2.6: Diagrama de la amplificacién primera hebra de ADN, mediante
la técnica LAMP [9].

A continuacién, en el espacio que queda entre la secuencia blanco y la region Flc de FIP, el
partidor externo F3 se une y la enzima desplaza la cadena previamente sintetizada, iniciando
una nueva polimerizacion, como se muestra en la figura 2.7. La cadena sintetizada en la
primera reaccion posee las secuencias complementarias Flc y F1, las que se alinean formando
un asa, como se muestra en la figura 2.8, originando nuevos puntos de inicio para la reaccion
en sentido 5’-3". El partidor BIP repite el proceso, es decir, se alinea la secuencia B2, la regién
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Blc queda libre, lo que permite el alineamiento del partidor B3 y el desplazamiento de la
hebra sintetizada, figura 2.9.

3 —{F3c HF2c qFic BiHB2H4B3[— %
. F3
Desplazamiento 5’ F2 F1 B1c [{ B2c { B3c [—» 3’
Fic

3 —F3c [ F2c [ Fic B1 — B2 B3 LY

5 —F3—F2—F1 Bic {B2c HB3c |—» 3

Figura 2.7: Diagrama desplazamiento y amplificacién de ADN a partir del
partidor F3, técnica LAMP [37].

Puede formar asa

5' /F2—F1 BicHB2¢ HB3c —» 3
Fic

— F1 Bic [{ B2c [{ B3c [—» 3’

F2

Fic| &

Figura 2.8: Diagrama formacién de la asa, técnica LAMP [37].
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Figura 2.9: Diagrama alineamiento partidor BIP, formacién de la asa e inicio
de nuevos ciclos, técnica LAMP [37].
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Las nuevas hebras sintetizadas se utilizan como blanco en los siguientes ciclos, como se mues-
tra en la figura 2.9, en donde la secuencia sintetizada se amplifica mediante el partidor BIP
y se repite el ciclo.

Los pasos descritos anteriormente corresponden a la etapa inicial de la técnica, en la que
participan los partidores externos e internos, como se muestra en la figura 2.10. La técnica
contintia con la etapa de amplificacién ciclica, figura 2.11; en la que se amplifican nuevas
hebras a partir de las asas. Finalmente, la tercera etapa de elongacion y reciclo, las estructuras
sintetizadas en los pasos anteriores se alargan y se reciclan, para nuevas reacciones, como se
muestra en las figuras 2.12 y 2.13.

A. Etapa inicial

5 B3 B2 B1 Flc F2c F3c 3
Flc \
F2 N\ F3
FIP
5 B3 B2 B1 Fic F2c F3c 3
F1 ]
B3c B2c Bic F2 F3
Fic
5' B3 B2 B1 Fic F2c F3c 3
B3c B2¢c Bic l Fi F2 F3
B3 Bic BIP +
B2
o e—
B3c B2c Bic Fle N\’
l F2
5' B3 B2 B1 Fic F2c F1 3
B3c B2c Bic F1 F2 Fic

Bic ° F1 NS

B2 l F2c

Figura 2.10: Diagrama etapa inicial técnica LAMP [32].
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B. Amplificacion ciclica
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. FIP F2
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Figura 2.11: Diagrama etapa amplificacién ciclica técnica LAMP [32].



B1 B2c
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C. Elongacion y reciclo
Bic B2 B1 Fic
5
B1 B2c Bic F1 F2
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Figura 2.12: Diagrama etapa elongacién y reciclo técnica LAMP [32].
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Figura 2.13: Diagrama continuacién etapa, elongacion y reciclo técnica
LAMP [32].
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2.1.7. Aplicaciones de la técnica

En las ultimas décadas la técnica de LAMP se ha utilizado principalmente en la detec-
cién de patogenos de importancia médica y veterinaria causantes de diversas enfermedades.
Conjuntamente se ha estudiado su aplicacion en la identificacion del sexo de embriones y de
tumores malignos [9]; demostrando asi su gran potencial como prueba diagndstica.

Existen multiples ejemplos de aplicaciones para la deteccion de patégenos. Uno de los prime-
ros reportes describe la amplificacion del material genético de Escherichia coli. Posteriormente
se detalla su uso para el diagnostico de periodontis causada por Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans. Otro ejemplo de interés es el uso en la identificacion especifica de complejos
de Mycobacterium tuberculosis; ademas de otros patdogenos como Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis; Salmonella typhi, Campylobacter jejuni y Helico-
bacter pylori en muestras de alimentos contaminados. Asimismo ha presentado resultados
prometedores en la deteccién de patdgenos resistentes a drogas, como Pseudomonas aerugi-
nosa 'y Acinetobacter baumanni [34].

Otras enfermedades de interés son las causadas por Mycoplasma, que cominmente son diag-
nosticadas por medio de cultivo celulares o pruebas serologicas, las cuales requieren de un
tiempo prolongado y poseen un alto valor econémico. La deteccion de Mycoplasma pneu-
moniae mediante LAMP no present6 reactividad cruzada con otras bacterias causantes de
infecciones respiratorias. Asi mismo, se aplico para la detecciéon de especies de Chlamydia [38].

Generalmente los métodos utilizados para el diagnostico de micosis son complejos y de alto
costo; frente a esto se prueba la técnica para un amplio rango de hongos y levaduras, tales
como: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, infecciéon por Aspergillus, especies de Fon-
secaea, Trichosporon asahii y Pneumocystis jirovecii; mostrando alta eficiencia y sensibilidad
de deteccién con una minima cantidad de ADN [34].

La metodologia de LAMP con transcripcién reversa (RT-LAMP) es una reaccién a tempe-
ratura constante de un solo paso para la deteccion de ARN. Al método convencional se le
agrega una transcriptasa reversa para la sintesis de ¢cDNA, el cual posteriormente es am-
plificado [34]. Esta es una herramienta muy 1til para la deteccién de virus, como: virus del
Dengue, influenza, Hepatitis C, Ebola, Zika, virus respiratorio sincicial, VIH, entre otros
[34]. Ademas, se ha aplicado para la deteccién del virus del mosaico que infecta a diferentes
plantas [38].

En el afio 2016 la empresa de biotecnologia, New England Biolabs; incorporo el uso de indi-
cadores de pH para la deteccion de productos en reacciones de LAMP, patentando la prueba
colorimétrica RT-LAMP que cambia de color de rosa a amarillo para indicar la amplificacién
del material genético [39]. Frente a la aparicién de nuevos virus; en julio del ano pasado se
lanzo el kit de diagnodstico para SARS-Cov-2, causante del COVID-19, una infeccién respira-
toria potencialmente mortal que afecta a la poblacién mundial, siendo declarada pandemia
el 2020. La deteccién de SARS-CoV-2 se basa en el protocolo publicado por Zhang [40] en
febrero del 2020 y desde su publicacién la prueba se ha comenzado a aplicar en pacientes
contagiados con el virus. Por ejemplo, Huang [41] la utilizé para analizar 16 casos clinicos en
China y recientemente se probé en 768 muestras [42], con una sensibilidad del 98 %.
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Esta herramienta de transcripcion reversa no solo se ha utilizado en pruebas de diagnéstico
sino también en sistemas de biosensores, tecnologia que mediante un chip mide la carga viral
del VIH en una gota de sangre utilizando RT-LAMP [43].

Otras aplicaciones, han desarrollado nuevos enfoques para la deteccién de metéastasis de tu-
mores malignos, esto frente a la necesidad de disminuir los tiempos en obtener resultados en
el analisis de muestras de biopsia para la realizacién de cirugias o tratamientos correspon-
dientes. Un ejemplo es el uso de RT-LAMP para detectar el ARN mensajero de citoqueratina
19 (CK19) en pacientes con carcinoma; evidenciando una sensibilidad similar a la prueba de
PCR anidada. En estos casos, el uso de LAMP se realiza en conjunto a la PCR para asegurar
un diagnéstico temprano, evaluacién de células tumorales con mutaciones y estadificacion
de la enfermedad. Otros ejemplos de usos de la técnica de LAMP incluyen aplicaciones en
estudios de céncer de cuello uterino y cancer de estémago asociado a Helicobacter pylori [44].

En general la RT-LAMP incorpora una transcriptasa reversa, no obstante, se ha demostrado
la amplificacién del material genético solo con el uso de la enzima Bst ADN polimerasa [45].
Del mismo modo se han descrito otras enzimas como la OmniAmp ADN polimerasa, que ha
presentado un rendimiento robusto a menor temperatura y un aumento en la actividad de
transcripcién reversa en comparacién a la enzima convencional [34].

Actualmente, las infecciones parasitarias representan un problema de salud publica. Es de
gran importancia la busqueda de métodos més accesibles para la poblacion, que puedan ser
aplicados en centros de salud primarios. LAMP ha demostrado buenos resultados en la detec-
cién de protozoos como Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, asi como los metazoos:
Necator americanus y Strongyloides stercoralis, reafirmando su utilidad y aplicaciéon para el
diagnostico de enfermedades parasitarias.

La técnica de LAMP ha sido utilizada satisfactoriamente para la deteccion de protozoos
pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, tales como T. rangeli, T. brucei, T. cruzi y
Leishmania [33]. Actualmente, estas enfermedades se diagnostican por métodos serolégicos y
microscopicos en conjunto con técnicas moleculares, como PCR o qPCR. Sin embargo, exis-
ten diversos estudios publicados que han optimizado la técnica de LAMP para su aplicacion
en muestras clinicas [46].

Para la deteccion de T. cruzi se ha estandarizado la reaccion, utilizando, generalmente como
secuencia blanco, el marcador molecular rARN 18S empleando diferentes partidores. Ademas,
se han probado grupos de partidores disenados para la amplificaciéon de genes provenientes
de especies de Leishmania, comparando con 7. rangeli, debido a la alta identidad entre los
tres parasitos. En base a esta misma secuencia, se han disenado sistemas mas sensibles que

qPCR [46].

En el ano 2003 se publicé el primer ensayo de LAMP para la deteccién de ADN de tripano-
somas africanos humanos [10], demostrando su potencial como herramienta de diagndstico.
Desde ese entonces los estudios para T. brucei gambiense reportan el uso de diferentes par-
tidores, obteniendo una mayor sensibilidad al utilizar como gen el 5.85 rTARN-ITS como
templado. Actualmente, existe un kit comercial Loopamp de Eiken Chemical Co. Ltd. que
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muestra la mayor sensibilidad y especificidad [47].

Las pruebas de deteccion para Leishmania se deben mejorar para que el tratamiento sea
efectivo y evitar recaidas; por lo que, se necesita de un diagnéstico inmediato, veraz, exacto
y confirmatorio. Se han estudiado biomarcadores para la implementaciéon de LAMP que han
permitido detectar minimas cantidades del parasito a bajo costo, lo que facilita el seguimiento
de pacientes sintomaéticos y la identificacién de personas asintométicas [4].

Equinococosis es una zoonosis causada por la infecciéon de las especies de parasitos Echino-
coccus. El diagnéstico de la enfermedad incluye métodos microscopicos, serolégicos y mo-
leculares, principalmente PCR y qPCR, que requieren una infraestructura y equipamiento
sofisticado. Para sobrellevar estas dificultades se ha estandarizado la técnica utilizando di-
versos marcadores moleculares, con una alta sensibilidad [35]. Esto ha permitido identificar
areas contaminadas de alto riesgo de infeccion, aumentando asi el control de la enfermedad.

La exitosa aplicacion de la técnica en diversos microorganismos ha demostrado su simpleza,
rapidez, sensibilidad y especificidad, convirtiéndola en una reaccién altamente eficiente. Esto
ha llevado a la ciencia a estudiar su implementacién con mas de una molécula blanco, lo
cual se denomina multiplex LAMP (mLAMP)[34]. Esto se realizé para la deteccién del virus
dengue, para lo cual se utilizaron tres grupos de partidores, uno por cada serotipo, de esto
se obtuvo un sistema sensible para los 3 genes sin reactividad cruzada [38].

La técnica mLAMP ha sido acoplada a métodos de detecciéon que permitan diferenciar multi-
ples productos. Por ejemplo, la combinacién de mLAMP con el ensayo de ELISA; permiti6 la
identificaciéon diferencial de Taenia solidum, Taenia saginata y Taenia asiatica. De la misma
manera, el uso de la curva de fusién de los amplicones ha permitido la determinaciéon simul-
tanea de patdgenos transmitidos en alimentos, tales como: especies de Salmonella y Vibrio
parahaemolyticus, lo que evidenci6 su potencial para distinguir ambos microorganismos [34].

Adicionalmente se han desarrollado otras formas de la reaccién, como LAMP electrénica
(eLAMP), un sistema de simulacion electrénica que proporciona pruebas sobre la compatibi-
lidad de los partidores con la secuencia blanco, lo que ayuda a mejorar la eficiencia y estudiar
el uso de partidores existentes para detectar mutaciones en el templado. Otra herramienta
es iD-LAMP, el cual corresponde a un dispositivo integrado compuesto por micro-reactores
incrustados en discos compactos para la determinacién de ADN diana en tiempo real [34].

El método conocido como TB-LAMP, utilizado para el diagndstico de pacientes con tubercu-
losis (TB) e involucra el uso de dos kits comerciales: Loopamp MTBC vy el kit de extracciéon
de ADN de procedimiento ultra rapido (PURE). Este sistema es recomendado por la OMS
debido a su alta sensibilidad en comparacion con la técnica microscopica estandar [44]. LAMP
se utiliza también en el diagnéstico de enfermedades tropicales desatendidas como la malaria,
destacando para este fin el kit comercial Loopamp MALARIA Pan/Pf Detection, el cual ha
sido validado en pruebas clinicas de hospitales rurales en diversos paises. Este kit posee una
alta sensibilidad con respecto a las técnicas tradicionales y tiene la capacidad de diagnosticar
pacientes asintomaticos [44].
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Seleccion de la secuencia blanco

El diseno del sistema, se fundamento en la eleccién de una secuencia blanco a amplificar,
que cumpliera con los siguientes criterios:

= Corresponder a un marcador molecular conservado entre los diferentes DTUs de T. cruzi
= Presentar miultiples copias en el genoma

= Ser utilizada previamente en estudios para la aplicacion de la técnica

A partir de lo anterior, se seleccioné como blanco el gen que codifica el rARN 18S; GenBank
AF301912; sintetizando dos grupos de cuatro partidores cada uno que amplifican diferentes
regiones de la secuencia. Un conjunto se disené con el programa PrimerExplorer [36] y el otro
segin las secuencias reportadas por Thekisoe, 2010 [48], las que se presentan en la tabla 2.1.

Tabla 2.1: Partidores utilizados en estudio "Detection of Trypanosoma cruzi
and T. rangeli Infections from Rhodnius pallencens Bugs by Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP)” [48]

Tamafio Partidor Secuencia

blanco

187 pb FIP 5-CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGCAGACTTCGGT-3
BIP 5-GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTTCGTCTTGGTGCGGTCTA-3
F3 5-CCGTGTGGCACTGTTTGT-3
B3 5-TGAAGAATGCCTTCGCTGT-3’
LF 5-CATGTGAGATGCGAAGGG-3’
LB 5-CATGTGAGATGCGAAGGG-3’

Los partidores se alinearon de forma manual con la secuencia del gen, para corroborar la
identidad de las secuencias de los partidores.

2.2.2. Identificacion de la secuencia consenso

La secuencia del gen rARN 188 representante de cada DTU de T cruzi, fue obtenida desde
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y descargada
en formato FASTA. Posteriormente se alinearon en el servidor Clustal Omega <https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>, utilizando los pardmetros por defecto. El resultado
del alineamiento fue descargado en formato PDF.

2.2.3. Diseno de partidores LAMP

Los partidores de LAMP deben cumplir con ciertas consideraciones especiales, explicadas
posteriormente, lo que dificulta su diseno manual; por esta razon, se recomienda el uso de
herramientas computacionales disponibles. Uno de los programas mas difundidos es Prime-
rExplorer de Eiken Chemical Co. Ltd. El servidor web, versién 5, <http://primerexplorer.
jp/lampvbe/index.html>, tiene como limite maximo de andlisis 2.000 pb, por lo que se debe
asegurar que la secuencia de interés no exceda este tamano. La secuencia del gen rARN 18S
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tiene un tamano de 2.241 pb, por lo cual se realizé un corte de la secuencia, conservando la
mayor cantidad de informaciéon en comun entre los diferentes DTUs.

El diseno de partidores se realizé utilizando los parametros estandar que proporciona el
programa [36], dentro de las que se destacan:

» a) La regién amplificada por los partidores F2 y B2 varia entre 160 y 200 pb.

= b) La porcién que forma la asa; desde el extremo 5’ del partidor F2 al extremo 5’ del
partidor F1, varia entre 40 a 60 bases.

» ¢) La distancia entre los partidores F2 y F3, asi como entre B2 y B3, no debe exceder
de 60 bases.

La temperatura de melting (Tm) de los partidores se define de acuerdo al porcentaje de GC
de la secuencia blanco, si este es mayor a 60 %, la Tm de los partidores serda menor a 68 °C,
en cambio si la secuencia es rica en AT (GC<45 %), entonces, la Tm de los partidores serd
mayor a 60 °C [36].

PrimerExplorer entrega la secuencia de los cuatro partidores principales en sentido 5 a 3,
en conjunto a su Tm respectiva. Para visualizar la regiéon a amplificar se realizé un alinea-
miento manual, identificando las secuencias en sentido directo e inverso, como se muestra
en la figura 2.5 y luego se alinearon con las secuencias del mismo gen de diferente DTU,
con la herramienta Clustal Omega. El objetivo es encontrar aquellos partidores que amplifi-
quen una region altamente conservada, diferente a la de los partidores publicados. A partir de
esto, el grupo seleccionado se sintetizaron en una escala de 200 nmol, empresa Merck Milipore.

En funcién de la secuencia de los partidores seleccionados, se disenaron los partidores Loop,
LF y LB, respectivamente, con el programa PrimerExplorer en base a la configuracién por
defecto [36].

2.2.4. Extracciéon de material genético
2.2.4.1. Materiales

= Agua libre de ARNasas y ADNasas, Invitrogen

» Etanol 70 %, Merck

s Kit de extraccion QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN

= Tubo de microcentrifuga 1,5 y 2 mL

= Tubos de recoleccion, Axygen

= Muestra sanguinea

» Centrifuga Hettich, MIKRO 200

= Block térmico LabNet, AccuBlock D1200
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2.2.4.2. Metodologia

El material genético utilizado en el estudio se obtuvo mediante una extraccion en columnas
de silica, utilizando el Kit QIAamp DNA Mini de Qiagen [49]. En resumen, en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL se afniadieron 20 pL de proteinasa K, 200 pL. de muestra y 200 pl de
tampon AL del kit, la mezcla se homogeneizé en un vortex y se incub6 en un bloque térmico
a 56 °C por 15 minutos. A continuacion se realizdé una breve centrifugacién y posteriormente
se anadieron 200 ul. de etanol, traspasando el contenido a la columna, la cual se centrifugd
por un minuto a 8.000 rpm.

Se descarto el tubo colector, y el material retenido en la columna fue lavado afiadiendo 500
ul de tampon AW, repitiéndose la centrifugacién. Luego en un nuevo tubo colector, la
columna se lavé nuevamente con el mismo volumen de tampén AW2, centrifugando por 3
minutos a 14.000 rpm. Antes de realizar la elucién se descarto el tubo colector y se centrifugd
una vez mas para eliminar restos de etanol presente en las soluciones de lavado. Finalmente,
la elucién del material retenido en la matriz se realiz6 anadiendo 100 uL de tampén AE (10
mM Tris-HC1, 0,5 mM EDTA, pH 9,0), el cual fue incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. El eluato fue obtenido por centrifugaciéon a 8.000 rpm por 1 minuto. El material
extraido fue almacenado a -20 °C hasta su uso. Todo el proceso fue realizado al interior de
un gabinete de bioseguridad, cumpliendo con las buenas préacticas de laboratorio.

2.2.5. Reaccion de LAMP

2.2.5.1. Materiales

= Cloro

= Agua libre de ARNasas y ADNasas Invitrogen

= Desoxirribonucleétidos trifosfato: dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 25 mM, Invitrogen
= Templado

= Bst ADN polimerasa, New England Biolabs, incluye ampén de Amplificacion Isotérmica
10X v MgSO4 100 mM

= Tampoén de Amplificacién Isotérmica 10X, New England Biolabs
» Partidores Merck KGaA

= MgSO, 100 mM, Merck

= Centrifuga Eppendorf, 5430R

= Termociclador, Applied Biosystems 2720

= Microtubos para PCR de 0,2 mL, Axygen
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2.2.5.2. Metodologia

La amplificaciéon de secuencias de ADN utilizando la técnica de LAMP se realizo6 utilizando
la enzima Bst 2.0 WarmStart ADN polimerasa, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
New England Biolabs. La reaccion se realizé en un volumen final de 25 ul.. La metodologia
base se muestra en las tablas 2.2, 2.3, 2.4 [48] [50].

Tabla 2.2: Componentes de la reaccién de amplificacién isotérmica [48] [50]

Reactivo Volumen

Templado 2 pL

Primer MIX 1 pL

dNTPs 25 mM 1,4 pL

MgSO,4 100 mM 1,5 pL

10X Tampén de amplificacién isotérmica 2,5 pL
H,O libre de nucleasas 15,6 pL

Bst ADN polimerasa (8 U/uL) 1 pL

Volumen Final 25 plL

La solucion mezcla de partidores (Primer MIX) se compone de:

Tabla 2.3: Composicién primer MIX [48]

Reactivo Concentracion

F3 5 pmol
B3 5 pmol
FIP 40 pmol
BIP 40 pmol

La solucién de mezcla (Primer MIX), se preparé a través de una solucién madre y una solu-
cion de trabajo; en los anexos B.1 y B.2 se presentan los procedimientos de dilucién.

El tampén de amplificacion isotérmica 1X, esta ajustado a pH 8,8 y se compone de:

Tabla 2.4: Composicién del tampén de amplificacion isotérmica (1X) [50]

Reactivo Concentracién / Volumen
Tris-HCl 20 mM

KCl 50 mM
[NH4]QSO4 10 mM
Tween 20 0,1%
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2.2.6. Deteccion colorimétrica de amplificacion por LAMP

2.2.6.1. Materiales
= Cloro
= Agua libre de ARNasas y ADNasas
= Bst ADN polimerasa
= Desoxirribonucledtidos trifosfato: dATP, dTTP, dCTP, dGTP
= Partidores
= Templado
= Tween 20
= KCI1, Merck
= KOH, Merck
s (NH4)2S0,4, Merck
= MgSO, 100 mM
= Rojo fenol, Sigma
» Centrifuga
= Termociclador
= Microtubos para PCR de 0,2 mL, Axygen
= Balanza analitica, ScalTech SBA33

2.2.6.2. Metodologia

El rojo fenol es un compuesto halocrémico que permite verificar la amplificacion al de-
tectar el cambio de pH de la reaccién [51]. Debido a la alta actividad de la polimerasa el
medio se acidifica, tornandose amarillo, esto a pH menor o igual a 6,8; en cambio a pH 8,2
o superior se mantiene un color rojo oscuro [52]; dentro del rango (6,8 - 8,2), presenta una
coloracion rojo anaranjada.

Para que el cambio de pH sea visible, se utiliz6 un tampon de reaccién que no contenia
tri(hidroximetil) aminometano (Tris), tal que la concentracion final de este compuesto en la
reaccién fue la minima posible [53]. Para esto se pesaron los reactivos y se disolvieron en
1 mL de agua libre de nucleasas; la masa y la concentracién de cada uno de los reactivos
se muestran en el anexo B.3. Finalmente se agregd un volumen de cada solucién tal que su
concentracion final fuera idéntica a la del tampdén comercial, tabla 2.4; ademaéas se adiciond
Tween 20 (1 %), rojo fenol y se reguld el pH de la reaccién con hidréxido de potasio hasta que
la solucién se tornd de color rojo, lo que indica un pH entre 8,8 y 9,0. La tabla 2.5 muestra
los componentes de la reaccién con el compuesto halocréomico. El volumen utilizado de KOH
es despreciable comparado con los otros reactivos.
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Tabla 2.5: Componentes de la reaccién con rojo fenol

Reactivo Volumen
Templado 2 uL
Primer MIX 1 pL
dNTPs 25 mM 1,4 pL
MgSO,4 100 mM 1,5 pL

KC1 200 mM 6,25 pl
Tween 20 (1%) 2,5 uL
Rojo fenol 2,5 mM 1 pL

H50 libre de nucleasas 5,35 plL
Bst ADN polimerasa (8 U/uL) 1 pL
Volumen final 25 pL

El desarrollo de la técnica de LAMP consiste en: agregar los reactivos en el tubo de reaccion,
homogenizar, centrifugar el tubo por menos de un minuto y colocarlo en una placa térmica o
bafio termorregulado a 63 °C, para los partidores de bibliografia, y a 65 °C para los partidores
diseniados, por una hora. La reaccion se realizdé con el tampon comercial y con el tampon
preparado, se incubd en un termociclador a la temperatura indicada por una hora y se
observaron los productos de la reaccién mediante una electroforesis en gel de agarosa.

2.2.7. Preparacion de controles: positivo, negativo y de reactivos.

2.2.7.1. Materiales

= Materiales para la extraccion de ADN
= Sangre no infectada

s Muestra de cultivo

2.2.7.2. Metodologia

Los controles positivos se prepararon a partir de muestras de sangre contaminadas artifi-
cialmente con parasitos obtenidos de un cultivo de T. cruzi (DTU Tcl), proporcionados por
el Laboratorio de Parasitologia del ISP. La muestra base se ajusté a una concentraciéon de 10°
parasitos por mL de sangre. Luego, se realizd una dilucion seriada desde una concentracion
de 10? hasta 1073 pardsitos/mL de sangre. Las muestras fueron sometidas a una extraccién
manual de ADN utilizando los reactivos de QIAamp DNA Mini Kit de Qiagen, siguiendo el
protocolo explicado anteriormente. Todas las reacciones de LAMP contaron con un control
positivo, ADN extraido de la sangre infectada; un control negativo, correspondiente al mate-
rial genético extraido de sangre sin infectar y un control de reactivos que no contiene ADN.

30



2.2.8. Electroforesis en gel de agarosa
2.2.8.1. Materiales
» Tampon TAE 50X (Tris Acetato + EDTA), Bio-Rad
= Agarosa Sigma
» Marcador de tamano molecular 1 Kb Invitrogen
= Tampdn de carga 6X Invitrogen
= GelRed 10.000x, Biotium
= Agua libre de ARNasas y ADNasas Invitrogen
= Muestra a analizar
» Camara de electroforesis
» Horno microondas

» Transluminador Major Sciences

2.2.8.2. Metodologia

El andlisis de la reacciones de amplificacion isotérmica, se realizé mediante la visualizacion
de productos previa separacion electroforética en geles de agarosa. Los geles se prepararon
disolviendo 2 gr de agarosa en 100 mL de tampén TAE 1X de (Bio-Rad). La solucién se
llevo a ebullicién en un horno microondas hasta obtener una solucién translicida a la cual
se agregaron 10 puL de GelRed 10.000X (Biotium). Una vez homogeneizada, la solucién se
depositd en el soporte en conjunto con la peineta para la formaciéon de pocillos. Una vez
gelificado, se retird la peineta y se posiciono el gel a la camara de electroforesis sumergido
en buffer TAE 1X. Los productos a analizar se mezclaron en proporciéon 10 L de reaccién
y 2 pli de tampoén de carga 6X. Las mezclas se cargaron en los pocillos correspondientes
y se procedié a la separacion electroforética por 60 minutos a 100 V. Una vez finalizada la
reaccion, se visualizo el resultado bajo luz UV.

2.2.9. Estandarizacion de la amplificacién isotérmica mediada por
asa, LAMP

2.2.9.1. Materiales
» Betaina 5 M Sigma
= Dimetil Sulféxido, DMSO Sigma

» Reactivos reaccién de LAMP
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2.2.9.2. Metodologia

El proceso de estandarizacion consiste en definir las condiciones de mejor funcionamien-
to de la reaccion. Para esto se estudia la cantidad necesaria de cada reactivo; variando la
concentracion dentro del rango presentado en la tabla 2.6, manteniendo el volumen final de
reaccion. Los resultados de las variaciones de los parametros en la reaccion se detectan por
diferencias en la intensidad de las bandas en los geles de agarosa.

Tabla 2.6: Rangos de concentraciones a variar de cada reactivo [56]

Reactivo Concentracién
FIP / BIP 0,8-24 uM
dNTPs 1-2mM
Betaina 0-08M
DMSO 0-10% (v/v)

MgSOy 4-10 mM

Otros parametros a ser optimizados corresponden al tiempo y la temperatura, para lo cual la
reaccion se incuba a 60, 63, 65, 67 °C y diferentes tiempos de reaccion, por ejemplo a 30, 45,
60 y 90 minutos, los resultados de las reacciones se analizan segin lo descrito anteriormente.
Generalmente este proceso se realiza antes de estudiar la concentraciéon de reactivos, pero por
tiempo, solo se estudi6 la cantidad de betaina, en conjunto con dimetil sulféxido (DMSO);
hasta observar el funcionamiento esperado de la técnica, es decir, que el método sea especifico,
rapido, sensible y reproducible. En un inicio las pruebas preliminares se realizaron con los
partidores obtenidos por bibliografia y luego se probaron los partidores disenados.

2.2.10. Analisis de sensibilidad y especificidad analitica
2.2.11. Materiales

» Cloro

= Agua libre de ARNasas y ADNasas

= Desoxirribonucledtidos trifosfato: dATP, dTTP, dCTP, dGTP
= Templado

s Taq ADN polimerasa, ThermoFisher: incluye tampén de amplificacion 10X y MgCI2 50
mM

s Tampon de Amplificacién 10X, ThermoFisher
» Partidores

= MgCly; 50 mM, Merck

» Centrifuga

» Termociclador

= Microtubos para PCR de 0,2 mL, Axygen

» Reactivos reaccién de LAMP
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2.2.12. Metodologia

La sensibilidad analitica se define como la minima concentracion de ADN, en niimero de
copias o unidades en masa, que el método consigue detectar de manera confiable, para esto
se define el limite de deteccién, variando la concentracién del analito, ADN templado, hasta
un minimo en que el método es capaz de detectar. Para determinar este parametro se utilizan
concentraciones decrecientes de ADN del parasito preparadas a través diluciones seriadas del
control positivo, segin lo descrito en seccion 2.2.7 [53]. El resultado de amplificacién por
LAMP se compara con los obtenidos mediante la reacciéon de PCR, técnica estandar de diag-
noéstico para la enfermedad en Chile; este proceso no fue realizado por la contingencia actual.

La especificidad analitica de la técnica se refiere a la capacidad de deteccion solo del material
genético blanco y no de otras especies que pueden estar presentes en la muestra, principal-
mente ADN humano. La especificidad tedrica fue evaluada in silico, por medio de la herra-
mienta BLASTn disponible en: <https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi’PAGE TYPE=
BlastSearch> con la cual se realizd6 una bisqueda de similaridad entre los partidores y la
base de datos correspondientes a secuencias de nucledtidos derivadas de homo sapiens. La
validacion experimental de la especificidad se realizé utilizando sangre humana no infectada
como templado. Esto se evalu6 de forma teérica, mediante un BLAST y de forma practica,
utilizando como control negativo sangre no infectada.

La reaccién de PCR utilizada para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas se basa en el
estudio publicado por Burgos, 2007 [54]; la cual amplifica una secuencia de 330 pb de una
region variable del genoma del mini circulo cinetoplastido. La secuencia de los partidores
utilizados se muestran en la tabla 2.7. Se prepara la solucion mezcla de partidores (Primer-
MIX), a partir de una solucién de trabajo compuesto de 50 uM de cada partidor, preparada
siguiendo un procedimiento similar al presentado en los anexos B.1 y B.2. El proceso de
amplificacion se lleva a cabo en un termociclador por alrededor de dos horas y contempla los
siguientes ciclos: un ciclo de desnaturacion inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido por 5 ciclos
68 °C por 45 segundos; 72 °C por 45 segundos, 94 °C por 45 segundos; 35 ciclos a 64 °C por
45 segundos; 72 °C por 45 segundos, 94 °C por 45 segundos; y un ciclo final de extension a 72
°C por 10 minutos; los productos se analizan mediante una electroforesis en gel de agarosa.
El protocolo se describe en las tablas 2.8, 2.9 y 2.10.

Tabla 2.7: Partidores utilizados en estudio "Direct molecular polifing of
minicircle signatures and lineages of Trypanosoma cruzi bloodstream popu-
lations causing congenital Chagas disease” [54]

Partidor Secuencia
Forward 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3
Reverse 5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3
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Tabla 2.8: Componentes de la reaccién de amplificacién [54]

Reactivo Volumen
Templado 5 L
Primer MIX 1,6 pL
dNTPs 25 mM 0,3 pl
MgCly 50 mM 1,8 pL
Tampon de amplificacion 10X 3 pl
H50 libre de nucleasas 18,28 ulL
Taq ADN polimerasa (5 U) 0,12 pL
Volumen final 30 pL

El primer MIX se compone de:

Tabla 2.9: Composicién primer MIX, reaccién de PCR [54]

Reactivo Concentracion
Partidor Forward 50 uM
Partidor Reverse 20 uM

El tampén de amplificacion 10X, pH 8.4, para PCR se compone de:

Tabla 2.10: Composicién de tampén de amplificacién 10X para PCR [55]

Reactivo Concentracion
Tris-HCl 200 mM
KCl 500 mM

2.2.13. Validacidon estadistica

Una vez estandarizada la técnica, se procede a realizar el proceso de validacion, mediante
la obtencion de los parametros de sensibilidad, especificidad y concordancia estadistica. Es-
tos se obtienen a través del contraste de los resultados obtenidos por la técnica de LAMP y
mediante la reaccién de estandar. Para ello se implementan la reaccion isotérmica utilizando
como templado ADN extraido de muestras sanguineas de pacientes, menores de un ano, hijos
de madres chagasicas, previamente diagnosticados por el ISP. Este proceso no se realiz6é por
la contingencia actual.

Se analiza un total de muestras N; parametro calculado a partir de un nivel de confianza del
95 %, de acuerdo a la ecuacién 2.1. Los resultados del andlisis, se tabulan en una tabla de
Contingencia [57].

p-(1-p)

N:Z]2\76’ o2

(2.1)

Donde p es la porcién de la poblacion infectada, (1-p) poblacién sana, e el error maximo
garantizado por el tamafio de muestra y Z3 el valor de la desviacién normal estandarizada
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para el nivel de confianza.

Para una prueba diagnostica dicotomica, la especificidad es la capacidad de detectar a un
paciente sano, es decir, obtener un resultado negativo. En cambio, la sensibilidad es la pro-
babilidad de que una persona con la enfermedad obtenga un resultado positivo [58]. La tabla
2.11 muestra el analisis a realizar, donde el verdadero positivo, son los casos positivos tanto
para el estandar como para la técnica; el verdadero negativo, se detecta la muestra como
negativa con ambas reacciones; falso positivo, es cuando el método estandar senala que es
negativa, pero la técnica la detecta como positiva; el falso negativo es el caso contrario. El
parametro concordancia describe si los métodos empleados coinciden en sus resultados [58].

Tabla 2.11: Tabla de Contingencia 2x2 [57]

PCR
LAMP Positivo Negativo Total
Positivo | Verdadero Positivo (VP) Falsos Positivos (FP) VP + FP
Negativo Falso Negativo (FN) Verdadero Negativo (VN) | FN + VN
Total VP + FN FP + VN N

El valor de los parametros de sensibilidad y especificidad se calculan como:

VP
VP + FN

Es decir, la cantidad de muestras positivas coincidentes en ambas técnicas dividido por el
total de muestras positivas determinadas por el método estandar.

Sensibilidad % = 100 (2.2)

VN
FP + VN

Es decir, el cociente entre la cantidad de muestras negativas coincidentes en ambas técnicas
y el total de muestras negativas segin el patréon estandar.

Especi ficidad % = 100 (2.3)

Para el indice de concordancia se utiliza el coeficiente Kappa (k), que refleja la corresponden-
cia entre los dos métodos. Este puede variar entre -1 y 1, mientras més cercano a 1, mayor
es el grado de concordancia y por el contrario, cercano a -1, mayor el grado de discordancia,
si (k) es igual a 0 implique la que concordancia observada es exclusivamente a causa del azar
[59]. Este se calcula como:

Po — Pe

q— Po—Pe (2.4)

1 —Pe
Donde Po es la porcion de acuerdos observados, Pe los acuerdos esperados segtin indepen-
dencia, es decir, acuerdos al azar.

Po se calcula como:

_ VP+VN
- N

Para el calculo de Pe, se asume independencia, si A corresponde al suceso donde la muestra
es positiva por PCR y B es el evento donde la muestra es positiva por LAMP, entonces la

Po (2.5)
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probabilidad de que con ambos test se obtenga un resultado positivo, se calcula como la
multiplicacion de la probabilidad de ambos eventos por separado.

La probabilidad del evento A es:

VP + FN
P(A) = 2.
(A) = —— (2.6)
La probabilidad del evento B es:
VP + FP
PB)= —— 2.
(B) N (2.7)
Entonces la probabilidad de que ambos sean positivos es:
VP +FN) - (VP + FP
P(Ay B) = P(A) + P(B) = WP FN) - (VP4 FP) (2.8)

N2
Andlogo para los casos en que ambas muestras se consideren negativas, donde C corresponde

al evento cuando las muestras son negativas por PCR y D el suceso cuando son negativas
por LAMP:

FP + VN) - (FN + VN)

P(CyD)=P(C)xP(D) = ( e (2.9)
Por lo tanto Pe se calcula como:
Pe — (VP +FN)- (VP +FP)+ (FP + VN) - (FN 4+ VN) (2.10)

N2

Los valores de « se clasifican de acuerdo a la escala presentada en la tabla 2.12 [60].

Tabla 2.12: Escala de concordancia [60]

K Grado de concordancia
<0 Sin concordancia
0-0,2 Insignificante
0,21-04 Discreto
0,41 -0,6 Moderno
0,61 -0,8 Sustancial
0,8-1 Concordancia

2.2.14. Comparacion tedrica y econémica de la técnica de LAMP
y la reacciéon de PCR convencional, en laboratorios de baja
complejidad

La comparacién de la implementacién de la técnica de LAMP en laboratorios de baja

complejidad, contempld aspectos técnicos y costos econémicos, considerando la informacion
tedrica del funcionamiento de cada herramienta de diagndstico.

La estimacion econémica de cada reacciéon incluyoé el costo por reaccion considerando el precio
y el volumen de los reactivos utilizados; asi como el método de resolucion. Conjuntamente se
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buscé el valor actual de los equipos necesarios. Los siguientes criterios fueron incluidos en el
calculo:

= No se consideré el costo de equipos basicos de laboratorio como: pipetas, centrifuga,
entre otros.

= No se considero el precio de insumos de laboratorio basicos como puntas, tubos, gradillas,
ete.

= Se asumen condiciones de limpieza.
= No se consider6 el consumo eléctrico
= Se calcul6 el costo de una electroforesis, método de resolucién para més de una reaccion.

= El método de resolucion de LAMP fue basado en el indicador azul de hidroxinaftol,
recomendado para la estandarizacion y validacion de la técnica.

= Se consider6 el uso del tampdén comercial de cada enzima.

= No se considero el costo adicional de agua libre de ADNasa y ARNasa utilizada en la
preparacion de soluciones.

El precio de los componentes y de los equipos necesarios para cada reacciéon se obtuvo utili-
zando como base las licitaciones realizadas por el ISP para la compra de unidades e insumos
de laboratorio. Dependiendo de la presentacion del reactivo se calcul6 el costo de la cantidad
utilizada en una reaccion, de acuerdo a la siguiente ecuacién general:

Costo total

Costo por reaccion =
Unidades

(2.11)
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2.3. Resultados

2.3.1. Eleccion del marcador y diseno de partidores

Para implementar la técnica de LAMP, se selecciond el gen del marcador molecular rRNA
18S, GenBank AF301912, el cual posee un tamano de 2.241 pb, DTU Tcll, mismo gen
amplificado por lo partidores publicados, tabla 2.1, estos se alinearon de forma manual, como
se muestra en tabla 2.13.

Tabla 2.13: Alineamiento partidores publicados por Thekisoe, 2010 [48].

Secuencia blanco

1050- 5'-
F3 F2 LF
GCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCACTGTTTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCCTTCGCATCTCA
Flc Blc
CATGTGTCATGCCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACT
B2 B3

GGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACC

-3 -1260

Partidores:
FIP:5-CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGCAGACTTCGGT-3
BIP: 5-GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTTCGTCTTGGTGCGGTCTA-3’
F3: 5-CCGTGTGGCACTGTTTGT-3’

B3: 5-TGAAGAATGCCTTCGCTGT-3’

LF: 5-CATGTGAGATGCGAAGGG-3’

LB: 5-CATGTGAGATGCGAAGGG-3’

Para realizar el diseno in silico de los partidores, se compilaron las secuencias del gen rARN
18S provenientes de representantes de cada DTU, las que se presentan en el anexo C.1, Tabla
C.1, debido a las restricciones de tamano, se realizé un corte de las primeras 60 y las ultimas
200 bases, obteniendo una secuencia blanco de 1.981 pb, tamano adecuado para realizar el
disefio de partidores con el programa PrimerExplorer.

El programa entregd como resultado, 5 grupos de partidores, los que se presentan en el anexo
C.2; la regién amplificada por cada grupo de partidores, se alined con las secuencias de cada
DTU; los resultados se muestran en el anexo C.3. A partir de éste analisis se seleccionaron
los partidores del grupo 4, cuyas secuencias se presentan en la tabla C.5. Tomando como base
este grupo de partidores se disenan los partidores Loop, tabla 2.14. La secuencia reconocida
por los partidores Loop en el gen blanco se muestra en el anexo C.3, seccion C.3.3, tabla C.18.

Tabla 2.14: Secuencia de partidores, Grupo 4

Tamano Gen Secuencia
blanco

212 pb FIP  5-CCGGCTTTCGCACGGAATGAAATGCCTTCACCGGCAGTA -3
BIP  5-TACCCGGCGTCTTTTGACGAACCATGGCAGTCCACTACACG -3’
F3 5-GGACGTCCAGCGAATGAATG-3’
B3 5-TCGAACCCTAATCCCCCG-3’
LB 5-AACTGCCCTATCAGCCAGCG-3’
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2.3.2. Pruebas iniciales con muestras control

Como prueba inicial se implemento la técnica con los partidores publicados, utilizando el
tampon comercial de la enzima, de acuerdo a la tabla 2.2 y con el halocromo, tabla 2.5. El
resultado de la amplificacion de las muestras por LAMP utilizando el tampén preparado con
halocromo se comporta como lo esperado para una reaccion valida; es decir, se obtiene un
cambio de color para el control positivo, y los controles negativo y de reactivos mantienen su
coloracion inicial. El resultado de la deteccion colorimétrica se muestra en la figura 2.14.

Control " controlde |
Negativo | e Reactivo |

Figura 2.14: Tubos de reaccién LAMP, con rojo fenol.

Para verificar que la ausencia del viraje de color en el control negativo no es producto de
una amplificacion débil (positivo débil), los productos de las reacciones con y sin halocromo
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa, el resultado se muestra en la figura
2.15.

Figura 2.15: Electroforesis en gel de agarosa 2 %. Pocillos 1, 2 y 3: reaccién
con tampén comercial; Pocillos 4, 5 y 6: reaccién con rojo fenol (halocromo).
Orden de muestras: control negativo (1 y 4), control de reactivos (2 y 5),
control positivo (3 y 6).
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La separacion electroforética de los productos de amplificacién mediante LAMP, muestra
un perfil de migracién que aparece como una banda continua fluorescente, (pocillo 6, figura
2.15); destacando algunas regiones donde se observa un patrén en escalera, que corresponden
a secuencias de ADN amplificadas de diferente peso molecular [46].

En el control negativo correspondiente al material genético extraido de la muestra de sangre
no infectada, correspondiente a ADN humano, se observa una banda de alto peso molecular,
pocillos 1 y 4, figura 2.15. La ausencia de amplificacién en este control demuestra la falta de
interaccion de los partidores con el material genético presente en la muestra, corroborando
la especificidad de la reaccién. El pocillo 3 en cambio, corresponde a una muestra control
positivo que deberia presentar un patrén similar al pocillo 6; esto muestra un error en la
amplificacion de la reaccién con tampon comercial. Ante la ausencia de amplificacion en este
control se procedié a repetir la reaccion, el resultado se muestra en la figura 2.16. Los pocillos
2 y 5, correspondientes al control de reactivos no presentaron amplificacion indicando la
ausencia de contaminacién con material genético del parasito y/o productos de amplificaciéon
de reacciones anteriores.

Figura 2.16: Electroforesis en gel de agarosa 2%, repeticién reaccién con
tampoén comercial. Pocillo 1: control negativo, Pocillo 2: control de reactivos,
Pocillo 3: control positivo.

En la figura 2.16 se observo el funcionamiento adecuado del control positivo; no obstante, la
muestra negativa presenté el patrén de amplificacion.

Para evaluar una posible dimerizaciéon de partidores como causa del comportamiento des-
acertado del control positivo y del negativo; y como parte del proceso de estandarizacion de
la técnica; se realizé una curva de calibraciéon de betaina entre 0 a 0,8 M de concentracion,
estableciendo 5 puntos con un intervalo de 0,2 M entre cada uno, manteniendo la temperatura
de reaccion a 63 °C.
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En los tubos con 0, 0,2, 0,4 y 0,6 M de betaina se observé el correcto funcionamiento de
la reaccién, para la muestra con material genético del parasito. No obstante, el control de
reactivos y el negativo presentaron una amplificacién inespecifica, figura 2.17. La reaccién en
presencia de 0,8 M de betaina, pocillos 13 al 15, presenté una banda de alto peso molecular en
el control negativo (pocillo 13) y la total usencia de material genético en el control de reactivos
(pocillo 14). No obstante la reaccién mostré una completa inhibicion por el resultado obtenido
en la muestra positiva, pocillo 15. Se repitié la prueba a 65 °C, temperatura recomendada
por el fabricante de la enzima. Procurando reducir el ruido de la reaccion.

I y |

!
|

Figura 2.17: Electroforesis en gel de agarosa 2%, curva de calibracién con
betaina 0; 0,2; 0,4; 0,6 y 0,8 M, reaccién a 63 °C, partidores de Thekisoe,
2010. Orden de muestras: control negativo (pocillos 1, 4, 7, 10, 13), control
de reactivos (pocillos 2, 5, 8, 11, 14), control positivo (pocillos 3, 6, 9, 12,
15).

Al repetir el ensayo, figura 2.18, se evidencio el mismo patrén de funcionamiento en los puntos
en presencia de 0, 0,4 y 0,8 M de betaina. Sin embargo, en la reaccion suplementada con 0,4 y
0,6 M; no se observaron bandas en el control de reactivos, de todas formas el control negativo,
mostré una amplificacion inespecifica.
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Figura 2.18: Electroforesis en gel de agarosa 2%, curva de calibracién con
betaina 0; 0,2; 0,4; 0,6 y 0,8 M, reaccién a 65 °C, partidores de Thekisoe,
2010. Orden de muestras: ontrol negativo (pocillos 1, 4, 7, 10, 13), control
de reactivos (pocillos 2, 5, 8, 11, 14), control positivo (pocillos 3, 6, 9, 12,
15).

Con el objetivo de probar otras condiciones tal que se logre visualizar el correcto funciona-
miento de la técnica. Se realizdé una curva de calibracién con DMSO, en una concentracién
final entre el 0 al 10 % con respecto al volumen final de la reaccién; en un intervalo de 2,5 %
entre cada punto, a 65 °C. De esto se vuelve a obtener un comportamiento discordante en la
amplificacion del templado y del material genético no infectado. No obstante, en la muestra
con 7,5% se observé el resultado esperado; figura 2.19.

7] —Bi g KM 1314415
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Figura 2.19: Electroforesis en gel de agarosa 2 %, curva de DMSO 0; 2,5; 5;
7,5y 10%, 65 °C, partidores de Thekisoe, 2010. Orden de muestras: ontrol
negativo (pocillos 1, 4, 7, 10, 13), control de reactivos (pocillos 2, 5, 8, 11,
14), control positivo (pocillos 3, 6, 9, 12, 15).

Las pruebas en presencia de aditivos se repitieron utilizando el conjunto de partidores di-
senados. De ambas curvas se obtuvieron resultados discordantes. Si bien en el ensayo con
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betaina, se observé un buen funcionamiento con 0,6 M (pocillos 10 al 12), sin embargo, la
amplificacion del control positivo fue ineficiente. Adicionalmente, nuevamente se observaron
amplificaciones inespecificas, en el control negativo y/o de reactivos en las otras concentra-
ciones de aditivo realizadas; figura 2.20. Del mismo modo en la curva con DMSO, figura
2.21, la reaccién en presencia de 7,5% de aditivo, mostro el resultado esperado, pero con
una amplificacién ineficiente en el control positivo. Con 2,5 % se presentaron amplificaciones
inespecificas, y con 10 % se nota una banda de alto peso molecular en el control negativo y
positivo.
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Figura 2.20: Electroforesis en gel de agarosa, curva de calibracién con betai-
na 0; 0,2; 0,4; 0,6 y 0,8 M, 65 °C, partidores disefiados. Orden de muestras:
ontrol negativo (pocillos 1, 4, 7, 10, 13), control de reactivos (pocillos 2, 5,
8, 11, 14), control positivo (pocillos 3, 6, 9, 12, 15).

e

Figura 2.21: Electroforesis en gel de agarosa 2 %, curva de DMSO 0; 2,5; 5;
7.5y 10 %, 65 °C, partidores disefiados. Orden de muestras: control negativo
(pocillos 1, 4, 7, 10, 13), control de reactivos (pocillos 2, 5, 8, 11, 14), control
positivo (pocillos 3, 6, 9, 12, 15).
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2.3.3.

Evaluacién de la implementacion de la técnica de LAMP

La tabla 2.15 corresponde a un cuadro comparativo realizado entre la reacciéon de PCR
convencional, método estandar para el diagnéstico de la enfermedad, y la técnica de LAMP,
tecnologia en estudio. Esto contempla aspectos técnicos, tedricos y una estimacion econdémica
de los costos de cada reaccion; el calculo correspondiente se especifica en el anexo C.4.

Tabla 2.15: Comparacién entre la reaccién de PCR convencional y LAMP;
aspectos técnicos, tedricos y préacticos [9]

Aspectos

PCR

LAMP

Descripcién

Enzima

Termoestabilidad

Insumos
principales

Molécula
blanco
Cantidad de
partidores
Disefio de
partidores
Equipo
Costo por reaccién (CLP)
Método
resolucion

Tiempo total

Cantidad de
ADN amplificado
Limite de
deteccion tedrico

Aplicaciones

Sensibilidad
a inhibidores

Método enzimético, amplifica selectivamente
una secuencia determinada en ciclos.
Contempla tres pasos principales,
desnaturacion, hibridacion y extensién.

Taq polimerasa, enzima termoestable,
carece de actividad exonucleasa 3’-5’,
proviene de una bacteria Thermus aquaticus

Hasta 90 °C
Molécula blanco, ANTPs,
enzima, 2 partidores,
iones divalentes Mg™,
tampén de reaccion a cierto pH

ADN o ARN (RT-PCR)
2

Simple

Termociclador
$900

Electroforesis, costo $11.500

Aproximadamente 3 horas, reaccién entre 60 y 90
minutos. Electroforesis 60 minutos

Aproximadamente 2 pgr

0,1 pardsitos/mL [61]

Diagnéstico, aislamiento de genes,
estudios epidemiolégicos y evolutivos,
analisis de mutaciones,
secuenciamiento de genomas

Si

Método enzimético a temperatura constante
mediada por asa. Amplificacién y desplazamiento
de nuevas secuencias que contienen
multiples sitios de inicio.

Bst polimerasa, enzima termoestable
con actividad helicasa y exonucleasa
5'-3’, carece de actividad exonucleasa 3’-57;
proviene del bacilo Bacillus stearothermophilus
Menor o igual a 70 °C

Molécula blanco, ANTPs, enzima,
partidores, iones divalentes Mg™,
tampén a cierto pH,

ADN o ARN (RT-LAMP)
4-6

Complejo

Bloque térmico
$740
Visual, resultado inmediato.
Costo incluido en la reaccion

30 a 60 minutos
Entre 10 a 20 pugr aproximadamente

1 parésito/reaccién [46]

Diagnéstico y pruebas de deteccion de
anomalias genéticas, contaminacion de alimentos
y muestras medio ambientales. Biosensores
e integracion en sistemas de microchips.

No

Adicionalmente, en la tabla 2.16 se muestra el costo de los equipos necesarios para cada

procedimiento.

Tabla 2.16: Costo Equipos para LAMP, PCR y Electroforesis

Equipo Valor

Bibliografia

Cémara Electroforesis

Termociclador

Bloque Térmico $250.000

$220.160
Transluminador

$6.498.000

$7.490.000

[62]
[63]
[62]
[62]
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2.4. Discusion

La transmisién congénita del parasito T. cruzi ha provocado el aparecimiento y/o aumento
de casos de la enfermedad de Chagas en zonas no endémicas y, puesto que no existe una causa
comtn de la infeccién del tejido placentario [25], el control de la infeccién presenta diversas
dificultades. Dentro de los factores que favorecen la infeccién transplacentaria se encuentran:
el estado de salud de la madre y su lugar de origen, la capacidad de invasion del parasito, el
desarrollo del feto, el tratamiento recibido antes del embarazo y la parasitemia, entre otros
[26]. Por lo tanto, la manera de controlar la transmisién es mediante el diagnéstico, enfocado
en los siguientes grupos [25]:

Adolescentes, previo a la iniciacién de su vida sexual activa
= Mujeres en edad fértil

Embarazadas

Neonatos o infantes nacidos de madres infectadas

Parientes mujeres e hijos e hijas infectadas

La deteccién oportuna de la infeccion, tanto en la madre como en el recién nacido, es crucial,
puesto que si la mujer recibe un tratamiento previo al embarazo, disminuye la carga parasi-
taria; lo que baja el riesgo de infeccion del feto. Se debe tener en consideracion que la madre
no puede ser tratada durante el embarazo y en el periodo de lactancia. Por otra parte, si el
recién nacido es diagnosticado a temprana edad, la enfermedad puede ser curada, evitando el
desarrollo de una fase aguda severa o una fase cronica con consecuencias graves a avanzada

edad [27].

Es critico que el diagnéstico sea certero y rapido. Actualmente, se utilizan métodos que nece-
sitan de personal calificado que monitoreen equipos sofisticados y de alto costo [7]. Ademés,
generalmente para asegurar el resultado se deben repetir las pruebas, aumentando el perio-
do de tiempo para la confirmacién del resultado, por consiguiente retrasando el inicio de la
terapia de la enfermedad. Por otra parte, la infeccion prevalece en zonas de pocos recursos,
debido a las caracteristicas de la transmision vectorial, por lo que, es fundamental la creacion
de sistemas de menor costo, y facil acceso a la poblacion.

Las cepas de T. cruzi se clasifican en DTUs, los que se distribuyen alrededor del mundo; no
obstante no se asocia un polimorfismo del ADN con la ocurrencia de la infeccién congénita o
la gravedad de la enfermedad [22]. De esta manera, el sistema de diagnéstico aqui presentado
puede ser aplicado en zonas donde prevalezcan diferentes DTUs, debido a que en su dise-
no se consideraron las secuencias del gen blanco de todas las unidades discretas de tipificacion.

En el trabajo practico se utilizaron dos conjunto de partidores que amplifican regiones di-
ferentes del rARN 18S. Se decide tomar como base un grupo de partidores publicados en
el estudio “Detection of T.cruzi and T.rangeli infections from Rhodnius pallescens bugs by
Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)” de Thekisoe, 2010; en conjunto con las
condiciones 6ptimas de la reacciéon estandarizadas obtenidas en la investigacion para la detec-
ci6én del parasito [48]. La secuencia blanco ARN ribosomal 18S, es un gen de copia miltiple,
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lo que aumenta la sensibilidad del método (limite de deteccién), no obstante, disminuye la
especificidad.

PrimerExplorer presenta un limite de tamano de la secuencia maximo a analizar de 2.000
pb; teniendo en cuenta lo anterior, se alinearon las secuencias del gen de diferente DTU y se
identificaron las zonas de mayor coincidencia para realizar un corte que permita el disefio de
los partidores y represente a la mayor cantidad de polimorfismos posibles.

A partir del diseno del programa se seleccion6 el grupo 4 de partidores. Considerando el ali-
neamiento realizado, tabla C.16, la secuencia blanco es igual para todos los DTUs, es decir,
cumple con el requisito esperado para el sistema. Cabe destacar que el diseno fue realizado
en base a las condiciones estandar del programa, las cuales se pueden modificar para precisar
el diseno de los partidores.

Una vez seleccionados los partidores, se procedio a realizar el diseno de las secuencias Loop
en base a las condiciones estandar. El partidor Loop depende de la distancia que hay entre
las regiones F1 y F2; la cual debe ser entre 40 a 60 pb, y en caso de ser muy cercana a 40
pb, el programa entregard un solo partidor (LB o LF) o ninguno de los dos.

Al observar la secuencia del partidor LB y LF publicados, tabla 2.13, se puede notar que
son idénticas, por lo que, sélo el partidor LF se alinea, lo que quiere decir que existe un sélo
partidor Loop. Lo mismo sucede en el disenio de los partidores correspondiente al grupo 4,
en donde el programa entregé el partidor LB, tabla 2.14. Para obtener ambos partidores, se
deben modificar las condiciones de disefio.

Los productos de amplificacion mediante LAMP se pueden detectar por diferentes métodos,
tales como: turbidez, electroforesis, fluorescencia, centrifugacién y por cambio de color [9];
estos ultimos permiten la visualizacion inmediata del resultado una vez finalizada la reaccién.
Para observar una alteracion de color, se incluye un cromogeno, por ejemplo, azul de hidro-
xinaftol que cambia su coloraciéon producto de la quelacién de los iones de Mg™* debido a la
incorporacién de los ANTPs; o detectores de pH [53], entre estos se encuentran: el rojo fenol,
rojo neutro o rojo cresol, compuestos utilizados en el Kit de Diagnéstico para SARS-Cov-2
mediante RT-LAMP de New England Biolabs [51].

Los halocromos son sustancias que alteran su color dependiendo del pH del medio en que se
encuentren. Poseen un rango de viraje, por lo que, el cambio de color sélo se aprecia si se
sobrepasan ciertos valores de pH. La presencia de sales destinadas a mantener el pH cons-
tante afecta la resolucién del método, otorgando resultados falsos negativos o positivos. Es
por esto que se necesita un tampon de reacciéon que permita observar el cambio de pH.

El tampdn comercial asociado a la enzima Bst ADN polimerasa tiene como objetivo otorgar
y mantener las condiciones 6ptimas de funcionamiento. Este contiene sales e tri(hidroximetil )
aminometano [50], base fuerte, que mantiene el pH de la solucién cercano a 8,8 durante todo
el desarrollo de la reaccién. La actividad enzimatica de ADN polimerasa, provoca la acidifi-
cacion del medio, debido a la liberacion de hidrogeniones; lo que en etapas avanzadas, puede
afectar la reaccién de amplificacién. No obstante, la presencia de una alta concentracion de
Tris-HCI no permite visualizar el viraje del halocromo, es por esto, que se necesita disminuir
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la concentracion de la base a la minima posible en la solucién final.

El utilizar el cambio de pH, como factor de deteccion, si bien disminuye los costos de la
reaccion; la correcta visualizacién depende de la acidez del medio, lo que a su vez esta su-
peditado a otros factores mas alla de la amplificacion del material genético. Ademas, puede
afectar el funcionamiento de la enzima al no estar bajo sus condiciones 6ptimas. Por ende,
se recomienda utilizar azul de hidroxinaftol como detector, el cual cambia de color frente a
la quelacion de iones de Magnesio debido a la liberacién de pirofosfato, por lo que la en la
coloracién solo depende de la sintesis de ADN.

En el presente estudio se utilizé rojo fenol, halocromo que tiene un viraje entre un pH 6,8
y 8,2. Para esto se formulé un tampoén de reaccion desprovisto de Tris-HCI, tal que la reac-
cién enzimatica proceda en un ambiente con la menor cantidad de la base posible. Si bien el
tampon de reaccion esta libre de este compuesto, existen fuentes que aportan trazas de esta
sal, tales como: el tampoén de almacenamiento de la enzima Bst ADN polimerasa (400 pM)
y la solucién de elucién de ADN del kit utilizado para la extraccion del material genético
(800 uM). Considerando estos aportes, la amplificacién se realizé en presencia de 1,2 mM de

Tris-HCI.

Las pruebas iniciales tuvieron como finalidad probar el funcionamiento de los controles, de
los reactivos, del halocromo, de la enzima en el tampoén preparado y en el comercial. La
reaccion se llevd a cabo en un termociclador a 63 y a 65 °C, equipo que no es el esperado
para la implementacion de la técnica; se debe utilizar un bafio termorregulado o un bloque
térmico para su estandarizacion. Este primer ensayo se realiz6 con los partidores descritos en
la referencia bibliografica base[48]; cabe destacar que, la reaccién con tampén comercial no
contiene rojo fenol, por lo que, la deteccion de productos y la comparacion de resultados se
analiza mediante una separacion electroforética en geles de agarosa.

Por otra parte, no se cuenta con tiras reactivas apropiadas para ajustar el pH con precision
de la reaccién preparada en tampoén suplementado con rojo fenol (entre 8,8 y 9,0), puesto
que, para evitar la contaminacion y desperdicio de los reactivos, solo se regula de acuerdo
a la coloraciéon de la solucién, el cual se asume mayor a 8,0; como consecuencia de esto, el
cambio de color observado en el control positivo puede no ser el esperado.

La figura 2.14 muestra una coloraciéon amarilla en el tubo correspondiente al control positivo,
en cambio, tanto el control negativo como el de reactivos mantuvieron su color rojo, lo que
estd acorde a lo esperado [51]. Sin embargo, debido a que el resultado visual depende del
pH de la solucion, se realizé una electroforesis como prueba confirmatoria, lo que buscaba
descartar resultados del tipo positivo débil.

En un gel de agarosa, la amplificacién positiva mediante LAMP en un gel de agarosa se ob-
serva como un patrén en escalera o como una banda continua fluorescente [46]. La separacién
electroforética del control positivo incubado en presencia de rojo fenol mostré un correcto
funcionamiento, (figura 2.15), a juzgar por el resultado visual y a los estudios que evidencian
la actividad enzimatica en soluciones con un reducido tamponamiento [52] [53]. No obstante,
no se amplifico el material genético en el control positivo de la reacciéon con tampoén comer-
cial, la supuesta inhibicién de la enzima, no se debié a una contaminacién de reactivo, puesto
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que en la muestra sin templado no aparecieron bandas. Al repetir la prueba, se observd una
amplificacion tanto para la muestra con ADN de parasito y el control negativo, figura 2.16,
lo que puede deberse a que el templado presente en la sangre no infectada esta contaminado,
es decir, contiene material genético de T. cruzi o bien la amplificacion inespecifica se debe
a una dimerizacién de los partidores facilitada por la presencia de ADN en el tubo de reaccién.

En la figura 2.15 el control negativo utilizando el tampoén preparado en el laboratorio, presen-
t6 un buen funcionamiento, es decir, se observé una banda discreta de alto peso molecular con
lo que se comprueba que la sangre no estaba infectada antes de la extraccion, sin embargo, no
se descarto una posible dimerizacion de los partidores. Esto a su vez puede inhibir a la enzima,
por lo que, es una posible causa por la que el control positivo no amplific en el primer ensayo.

Para descartar los productos de amplificacién producidos por la dimerizacién de partidores,
y como parte del proceso de estandarizacion se realiz6 una curva de calibracién de betaina.
Este compuesto es un desnaturante que ayuda a la separacion de secuencias de doble hebra,
por lo que, la presencia de este aditivo deberia suprimir las amplificaciones inespecificas de-
bidas a la dimerizacion de partidores.

De este ensayo no se obtuvieron los resultados esperados, dado que, si bien los puntos con
concentracion 0, 0,2, 0,4 y 0,6 M de betaina se amplifico el material genético presente en el
control positivo, existen amplificaciones inespecificas en las otras muestras. Pese a esto, en la
reaccion con 0,8 M del aditivo, figura 2.17, se evidencié una completa inhibicion de la enzima
y un correcto funcionamiento del control negativo y de reactivos.

Los mismos resultados discordantes se obtuvieron al realizar la prueba a 65 °C, por lo que,
no se logro evitar la dimerizaciéon de partidores al adicionar betaina. Como alternativa, con
el mismo propdésito anterior; se realizdo una curva con concentraciones variadas de DMSO.
A partir de este ensayo, una concentracién final de 7,5% de DMSO present6 el resultado
esperado, sin embargo, los otros puntos se repitieron el comportamiento inespecifico anterior.
En concreto, con las curvas de calibraciéon realizadas con los partidores de bibliografia, no se
cuenta con un buen desempeiio, por lo que, la técnica con los partidores de Thekisoe, 2010
[48], no es reproducible.

Las pruebas anteriores se repitieron con el segundo grupo de partidores. En la curva de be-
taina se observé un buen funcionamiento con 0,6 M de concentracion final; sin embargo, con
0,2 y 0,4 M, se observé la amplificacion del material genético en el control de reactivos y en
el negativo. Por otra parte, no se observé una inhibicién de la reaccién con 0,8 M del aditivo.
En la curva de DMSO, se evidenci6 el comportamiento esperado con 7,5 %, sin embargo, con
2,5 % se observaron amplificaciones inespecificas y resultados discordantes en los otros pun-
tos; por lo que, de igual manera que el método no es reproducible con los partidores diseniados.

En las figuras correspondientes a las curvas de calibracion, existen puntos donde en el control
de reactivos no se observaron bandas, esto comprueba que los reactivos no estan contamina-
dos. Dicho esto, al evidenciar una amplificacion en la muestra, se verifica que los partidores
hibridan entre si, puesto que esta reaccién no contiene templado. Asi mismo, en los casos
donde la enzima se ve inhibida, se nota una banda de alto peso molecular tanto en el control
negativo, como en el positivo, que corresponde al material genético presente en el tubo.
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A partir del alineamiento realizado tanto con los partidores de Thekisoe, 2010; como los
diseniados, tablas C.12 y C.16; se esperaba que los segundos presentaran un mejor comporta-
miento que los primeros. Dado que reconocen todos los polimorfismos de T'. cruzi, en especial
no muestran discordancia con DTU Tcl, correspondiente al parasito cultivado utilizado para
la muestra control. En cambio, los partidores de bibliografia no identifican todas las unida-
des, especialmente el partidor F3 y FIP. Sin embargo, con ninguno de los dos grupos se logro
obtener un resultado reproducible.

Los aditivos que se emplean en reacciones de polimerizacion de ADN, tienen como finalidad
aumentar la especificidad y fidelidad de los métodos. Por ejemplo, el DMSO y la betaina
disminuyen la estructura secundaria del ADN, y la betaina mejorando la amplificacién de
fragmentos. Ambos tienen el mismo efecto en la técnica, es decir, favorecen el alineamiento de
los partidores, manteniendo la temperatura de melting para todos por igual. En la literatura,
generalmente se emplea betaina para LAMP y DMSO para PCR; optimizando el funciona-
miento de ambas. Por lo que, al estar presentes en la reacciéon se espera que se disminuya
la dimerizacion de partidores, y a su vez se favorezca su hibridacion y la amplificacién del
templado. Por el contrario, con ambos aditivos no se observé alguna mejoria en el método.
A partir de esto, se descarté una posible contaminacién de lo reactivos, por lo que, si bien no
se tiene una causa concreta, es posible que exista una degradacion del material genético que
favorezca amplificaciones inespecificas y/o inhiban a la enzima; o puede que existan fallas en
la secuencia de los partidores provenientes de la sintesis.

El kit de diagnostico estd enfocado en detectar la presencia de material genético del parasi-
to presente en muestras sanguineas de pacientes, por esto, es fundamental verificar que los
partidores no hibriden con secuencias de origen humano, esto es parte del diseno y se veri-
fica mediante un alineamiento in silico utilizando la herramienta BLAST. En la practica, se
asume que el control negativo corresponde a ADN de humano.

De acuerdo con los resultados del primer ensayo se verifico la especificidad de la reaccién, a
pesar de esto se debe descartar la amplificaciéon de material genético de otras especies que
puedan estar presentes en la muestra de paciente, entre ellas parasitos que dificulten el proce-
so de diagnostico como Leishmania o T.rangeli; lo cual es relevante sobre todo para aquellos
lugares que presentan mas de una enfermedad parasitaria.

La metodologia de estandarizacién presentada, describe un proceso manual basada en la re-
peticion la reaccion, variando el parametro en estudio, que corresponde a la concentracion
de un reactivo o la temperatura de incubacion, entre otros. Al optimizar la técnica se busca
el mejor funcionamiento con la minima cantidad posible de cada uno de los componentes
requeridos, obteniendo el resultado en el menor tiempo posible. Para esto se necesita un
equipo que entregue la cinética de alineacion de los partidores, lo que permite determinar el
tiempo en donde el material genético se amplifica. Esto se realiza con un turbidimetro o un
termociclador en tiempo real como equipo de resolucién [48].

Si no se cuentan con estos equipos, se debe repetir la reaccién para una cierta temperatura y

observar el resultado a diferentes tiempos, por ejemplo, a 65 °C la reaccién se detiene a los 30,
45, 60 y 90 minutos y se analiza la diferencia en el producto obtenido mediante electroforesis
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en geles de agarosa.

Con el fin de validar la técnica se deben procesar un minimo de 92 muestras, calculo pre-
sentado en el anexo D.1. Para obtener este parametro se tomé como referencia la cantidad
de muestras analizadas en el ano 2019 por el Laboratorio de Parasitologia, seccién Biologia
Molecular del ISP, donde el 6,4 % corresponden a pacientes menores de un ano positivos para
Chagas por la reaccion de PCR.

El limite de detecciéon depende del niimero de repeticiones de la secuencia blanco en el genoma
del parasito. La reacciéon de PCR utilizada como referencia amplifica un gen de cinetoplasto,
material genético que tiene mayor nimero de copias que el gen 18S utilizado para el diseno
de LAMP. Por lo que, si bien LAMP es menos sensible que la PCR; esta es capaz de producir
una mayor cantidad de moléculas a partir de una cantidad minima de templado.

La especificidad del método permite diagnosticar correctamente a pacientes que resultan
positivos por serologia debido a la presencia de anticuerpos de la madre, pero que no ne-
cesariamente estan infectados. Para un analisis molecular, si la madre presenta una alta
parasitemia, es mayor el riesgo de infeccion congénita; de modo que, en el caso de que el
menor no esté infectado, se necesita de una técnica mas especifica que detecte al patogeno
en la sangre del menor. En cambio, si la madre esta en una fase crénica de la enfermedad, la
parasitemia es menor; por lo que, se prefiere una prueba mas sensible.

Con el proposito de que el sistema sea implementable, la técnica se debe estandarizar y com-
pletar el proceso de validacion. Ademas, para demostrar su eficacia, como herramienta de
diagnoéstico de la enfermedad por transmisiéon congénita, se recomienda realizar una evalua-
cién posterior con muestras de infantes considerando su edad, la procedencia y la parasitema
de la madre.

Si bien los resultados obtenidos no fueron los esperados, la experiencia practica demuestra las
complicaciones para estandarizar la técnica; lo que requiere de ensayos con multiples parti-
dores, que cuenten con un analisis y disefio minucioso. La metodologia no se complet6 debido
a la falta de tiempo por la contingencia actual.

Las técnicas de amplificacion isotérmica nacen desde la bisqueda de nuevos métodos senci-
llos, que no requieran equipos complejos, entreguen un resultado en menor tiempo y de forma
eficiente [9]. Adicionalmente, la deteccién de enfermedades se hace cada vez méas compleja,
debido a la aparicion de nuevas patologias y mutaciones en el genoma lo que hace urgente
un diagnostico rapido, sensible y especifico.

Desde los anos 90’s se han desarrollado tecnologias a temperatura constante de alta sen-
sibilidad y especificidad de detecciéon. Estas herramientas se han expandido y diversificado
en relacién a la molécula blanco, desde acidos nucleicos, proteinas, células, hasta moléculas
pequenas. En cuanto al formato de implementacion, hay métodos que necesitan solo un tubo
de reaccion y otros que se han incorporado en sistemas de microchips, plataformas capilares
y microfluidica; con un gran potencial en el desarrollo de biosensores, bioimagen y nanome-
dicina, y técnicas basadas en la deteccién y analisis de fenémenos biolégicos.
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La reaccién de PCR duplica una molécula de ADN, obteniendo dos copias del material por
cada ciclo de amplificacion, lo cual se describe como una ecuacién exponencial 2", donde n
es la cantidad de ciclos. A lo largo del tiempo, se ha diversificando la técnica, abordando
diferentes estrategias que permitan precisar los resultados y variar su aplicacién; lo que hace
al método versatil para otros propodsitos moleculares, como estudios de mutaciones, secuen-
ciamiento de genomas, aislamiento de genes y andlisis evolutivos y epigenéticos.

La reacciéon de PCR es robusta, partidores se disefian de forma simple; no obstante, requie-
re de un equipamiento sofisticado y de alto costo, como se ejemplifica en la tabla 2.16, el
cual debe ser monitoreado por personal calificado. En cambio, el método de LAMP se puede
implementar en un bloque térmico o un bano termorregulado, equipos de bajo costo y facil
acceso para laboratorios y centros de salud primarios.

Para la implementacion de ambas técnicas se debe extraer y purificar el material genético. La
reaccion de PCR es sensible a inhibidores, por lo que, el proceso requiere de mayor precision.
Por el contrario, la amplificacion mediada por asa no se ve afectada por la presencia de con-
taminantes, tanto asi que existen sistemas para la detecciéon de VIH que utilizan el método
a partir de una gota de sangre; este incluye un tampén de lisis para romper las células [43],
lo que permite su incorporacién en dispositivos de facil transporte.

Los productos de PCR son analizados mediante una electroforesis en gel de agarosa, este
proceso le entrega un costo extra a la reaccion, valor presentado en la tabla 2.15 y aumenta
el tiempo de resolucion. En cambio, LAMP tiene como ventaja, la obtencion de resultados de
forma inmediata, al evidenciar un cambio de color o la presencia de un precipitado blanco.
El uso de compuestos que cambien su coloracion disminuye el costo de la reacciéon y permite
un resultado rapido; sin embargo, si las condiciones no son adecuadas puede que el resultado
sea subjetivo al observador.

La reaccion de LAMP es sensible y especifica debido al uso de 4 a 6 partidores que amplifi-
can una region restringida de la secuencia blanco. Si bien su principio de funcionamiento es
mas complejo, permite obtener una mayor cantidad de ADN amplificado. Por otra parte, es
una técnica simple en cuanto a su metodologia, dado se incuba a temperatura constante, lo
que la hace flexible y adaptable al equipamiento presente en el laboratorio. Para esto exis-
ten multiples opciones, como un bloque térmico, estufa, bano seco, entre otros; vale decir,
un instrumento que mantenga un tiempo determinado una temperatura fija. Por otra parte,
la técnica toma de un menor tiempo que la reacciéon PCR; el cual varia entre 30 a 60 minutos.

La diversidad de los métodos de resolucién beneficia su aplicacion, debido a que se pueden
utilizar halocromos de bajo costo y facil acceso. Otras metodologias permiten la visualizacién
en tiempo real, lo que posibilita el estudio de la cinética de la reaccion. Si bien, se utiliza
la electroforesis para su resolucion, no es recomendable ya que se necesita de una apertura
del tubo, lo que es un riesgo de contaminacion que puede traer falsos positivos en muestras
control negativo. Se sugiere utilizar flujos laminares, con filtros o barreras contra aerosoles y
pipetas exclusivas.
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Para el correcto funcionamiento de la reaccién se requiere de una acertada eleccion de la se-
cuencia blanco, que permita el diseno correcto de los partidores. Esto es un proceso complejo,
aunque existen programas computacionales que facilitan el trabajo, se necesita de un analisis
de las secuencias. Por otra parte, el uso de mas partidores aumenta la posibilidad de que
estos hibriden entre si, lo que puede provocar falsos positivos, y/o se impida la amplificacién
del templado.

La eleccion del gen a amplificar se centra en secuencias especificas y altamente repetidas para
obtener una mayor sensibilidad y especificidad. Generalmente se utilizan secuencias ribosoé-
micas nucleares como rARN 18S, 5.8S; I'TS1, I'TS2, genes mitocondriales y de cinetoplasto
(ADNK) [10].

La técnica de LAMP es robusta como herramienta de diagnoéstico, multiples estudios demues-
tran su eficiencia en la deteccion de diferentes microorganismos. Si bien se siguen realizando
pruebas para su aplicacién en otros sistemas, es menos versatil que la reacciéon de PCR, pues-
to que los productos de amplificacion no se asocian a un peso molecular especifico, lo que
dificulta su analisis posterior.

El costo por reaccién de PCR es aproximadamente de $900, en cambio el precio de una
reaccion de LAMP es de $740. La diferencia econémica radica en la menor cantidad de ADN
utilizado y en el costo de la enzima Bst. El importe de cada método se estimé como la suma
del precio de los reactivos en base a la cantidad utilizada para una reacciéon. Esto sin consi-
derar el agua adicional utilizada para diluir.

Para calcular el costo de LAMP se consider6 como método de resolucién el compuesto azul de
hidroxinaftol, por lo que, el uso de otro método puede disminuir el costo, como un indicador
de pH, o aumentarlo si es que se utiliza un equipo adicional. Ademaés, se considerd el uso del
tampon comercial que viene incluido con la enzima; si es que se requiere de otro tampoén esto
afectaria en el precio final. Por otra parte, el valor de un gel de electroforesis no se dividio
por la cantidad de muestras analizables en una reaccion.

La estimacion econémica asumieron condiciones minimas de limpieza y la presencia del in-
dumentario basico para la implementacion de ambas técnicas, es decir, presencia de tubos,
pipeta, puntas y centrifuga, entre otros. Ademads, no se calculé el consumo eléctrico de los
equipos.

Los avances en las aplicaciones de la técnica para la deteccion de T. cruzi se ha ido expan-
diendo; recientemente se publicdé un estudio que implementa una prueba de diagnoéstico Tc
LAMP, Trypanosoma cruzi Loopamp kit [64], basado en el protocolo publicado por Besus-
chio en el afio 2017 [65], el cual estd disefiado para la amplificacién de una secuencia satélite
altamente repetitiva. El kit utiliza 5 uL. de ADN; la reaccién se incuba por 40 minutos a 65
°C y 5 minutos a 80 °C. El trabajo demostré su potencial aplicacion en pacientes infectados
por transmision congénita, en vista del 100 % de coincidencia con los resultados obtenidos
por qPCR. Posteriormente, se evalia en Espana con muestras clinicas, con una especificidad

del 97 % [66].
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En las dos investigaciones el kit es evaluado en pacientes por diferentes vias de transmisién,
el nimero de muestras es solo representativo. Si bien el estudio publicado por Besuschio,
2020 [64], es aplicado en pacientes Sudamericanos, para que sea empleado en Chile se debe
adecuar a la realidad del pais. Resulta interesante su aplicacion debido a la cantidad de ADN
templado que utiliza, ya que es comparable con la reacciéon de PCR implementada en el pais.
Por otra parte, ambos trabajos son ttiles como punto de contraste al sistema diseniado.
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Capitulo 3

Conclusiones

A partir del presente estudio se diseno6 un sistema de deteccién de Trypanosoma cruzi utili-
zando la técnica de LAMP, el cual identifica una regién altamente conservada del gen de ARN
ribosomal 18S entre los diferentes DT Us del material genético del parasito; por lo que, teori-
camente es aplicable en zonas donde prevalezcan distintos polimorfismos del microorganismo.

La técnica de LAMP es un método sencillo, rapido, eficiente y de bajo costo en comparacién
con la reaccion de PCR. Ademaés requiere de una temperatura constante de incubacién y el
resultado se puede obtener por simple visualizacion; lo que permite su utilizacién en labo-
ratorios con infraestructura basica y centros de salud primarios. En consecuencia, poner en
funcionamiento el método de LAMP acerca el diagnodstico a zonas rurales, disminuyendo el
tiempo y las consecuencias de la enfermedad en recién nacidos.

Las pruebas iniciales se realizaron con un grupo de partidores obtenidos por bibliografia
(Thekisoe, 2010)[48], que amplifican una regién diferente del mismo gen; como base para el
disefio del sistema, en conjunto con el protocolo 6ptimo de operacion. De este ensayo se ob-
tuvieron resultados discordantes, debido a la presencia de amplificaciones inespecificas en el
control negativo y la inhibicion de la enzima en el control positivo; lo que hace alusiéon a una
posible formacién de dimeros de partidores. Sin embargo, la formacién de estructuras secun-
darias no disminuyé en presencia de betaina o de DMSO, con ambos grupos de partidores,
por consiguiente la reaccién no es reproducible. Por lo que, no se realizan las pruebas clinicas
necesarias para obtener los parametros de sensibilidad y especificidad analitica y estadistica.

Debido a los resultados obtenidos no se cumplié con el objetivo general del estudio. Para
obtener las condiciones estandar de funcionamiento la técnica se deben probar diferentes
grupos de partidores diseniados minuciosamente, ya que su estructura facilita la formacién de
partidores, lo cual dificulta el proceso de estandarizacion.

El sistema disenado se puede optimizar analizando todas las condiciones de funcionamiento,
en presencia de la minima cantidad posible de cada uno de los reactivos requeridos, en el
menor tiempo, en un bano termorregulado o un bloque térmico. En el caso de la sensibilidad,
se puede utilizar una secuencia altamente repetida, como ADN satélite o ADNk. Para la es-
pecificidad, se sugiere comparar la identificacién de material genético de especies que puedan
estar presente en la muestra, en especial de parasitos que presenten similitudes con 7. cruzi.
En conclusion, para que sea implementable se debe completar el proceso de validaciéon y es-
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tandarizacion que definan parametros de sensibilidad y especificidad analitica y estadistica;
con pruebas clinicas que respalden su aplicacion.
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https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=DKlrvmwpQ9LnE3PQsubngQ==
https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=DKlrvmwpQ9LnE3PQsubngQ==
https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=c+QGAnRwvn5CFED/dQmxSw==
https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=c+QGAnRwvn5CFED/dQmxSw==
https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=VKTzPcknxTiYAknOP0pYjw==
https://www.mercadopublico.cl/Procurement/Modules/RFB/DetailsAcquisition.aspx?qs=VKTzPcknxTiYAknOP0pYjw==
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/219916?lang=es&region=CL&cm_sp=Insite-_-caSrpResults_srpRecs_srpModel_azul%20de%20hidroxinaftol-_-srpRecs3-1
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/219916?lang=es&region=CL&cm_sp=Insite-_-caSrpResults_srpRecs_srpModel_azul%20de%20hidroxinaftol-_-srpRecs3-1
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/219916?lang=es&region=CL&cm_sp=Insite-_-caSrpResults_srpRecs_srpModel_azul%20de%20hidroxinaftol-_-srpRecs3-1

Anexo A

Marco Teédrico

A.1. Unidades Discretas de Tipificacién

Tabla A.1: Cepa con su DTU correspondiente y el hospedero/vector del que

se aislé [18].
Cepa DTUs Pais Hospedero/vector
12 SF Tell Bahia, Brasil Homo sapiens
21 SF Tell Bahia, Brasil Homo sapiens
3663 Telll Amazonas, Brasil Panstrongylus geniculatus
3869 Telll Amazonas, Brasil Homo sapiens
4167 TelV Amazonas, Brasil Rhodnius brethesi
4182 Telll Amazonas, Brasil Rhodnius brethesi
92.80 cl2 TcV Santa Cruz, Bolivia Homo sapiens
92101601P cl1 Tel Georgia, USA Didelphis marsupialis
92199102R TelV Georgia, USA Procyon lotor
Bug2148 cl1 TeV Brasil Triatoma infestans
Bug2149 cl10 TcV Brasil Triatoma infestans
CA-1 cl10 Tel Argentina Homo sapiens
CanlII cl1 TelV Para, Brasil Homo sapiens
CL TeVI Brasil Triatoma infestans
CL Brener TcVI Brasil Triatoma infestans
CM17 Telll Meta, Colombia Dasypus sp.
Colombiana Tel Colombia Homo sapiens
Cuica cll Tel Brasil Philander opossum
Cutia cll Tel Brasil Dasyprocta aguti
Dayvis 9.90 Tel Honduras Triatoma dimidiata
Dm28cc Tel Venezuela Didelphis marsupialis
Dm7 Tel Colombia Didelphis marsupialis
Dog Theisd TelV Oklahoma, USA Canis familiaris
Esmeraldo cl3 Tell Bahia, Brasil Homo sapiens
G Tel Amazonas, Brasil Didelphis sp.
Gamba cll Tel Brasil Didelphis azarae
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Cepa DTUs Pais Hospedero/vector
IVV cl4 Tell Chile Homo sapiens
JEM C Tel Colombia Homo sapiens

José Tel Basil Homo sapiens

K-98 Tel Argentina Homo sapiens

M5631 clb Telll Brasil Dasypus novemcinctus
M6241 cl6 Telll Brasil Homo sapiens
MAS cl1 Tell Brasil Homo sapiens
MN cl2 TcV Chile Homo sapiens
NR cl3 TcV Chile Homo sapiens
P63 cll TceVI Paraguay Triatoma infestans
PALC Tel Colombia Rhodnius prolizus
Peruvian Tell Peru Homo sapiens
RA TeVI Argentina Homo sapiens
Sc43 cll TeV Bolivia Triatoma infestans
SO3 cl5 TeV Bolivia Triatoma infestans
Sylvio X10 cl1 Tel Brasil Homo sapiens
Td11C Tel Colombia Triatoma dimidiata
Tul8 cl1 Tell Bolivia Triatoma infestans
Tulahuen TcVI Chile Homo sapiens
Tulahuen cl2 TeVI Chile Homo sapiens

X10/1 Tel Brasil Homo sapiens

X109/2 Telll Paraguay Canis familiaris
Y Tell Brasil Homo sapiens
YuYu Tel Brasil Triatoma infestans
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A.2. Algoritmo de detecciéon de infeccién por Trypa-
nosoma cruzi en el recién nacido, hijo de madre
con enfermedad de Chagas.

Recién nacido o lactante hijo de madre
con Enfermedad de Chagas

| EXAMENES DIRECTOS| [PcR]

Ei@ IE@ No Detectable| POSiEI
Confirmado Esperar
[Confirmado|

resultado PCR
o seguimiento 2a muestra .
Tratamiento y con examenes segundo mes de vida
seguimiento indirectos
No Detectable Positivo por

2avez

3a muestra
noveno mes de vida Confirmado

| No Detectable | | Positivo
Descartado Confirmado |

Figura A.1: Algoritmo de diagnéstico enfermedad de chagas, recién nacido
de madre infectada [30].
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Anexo B

Metodologia

B.1. CaAlculo para la preparaciéon de solucién madre de
cada partidor

Se tienen dos grupos de partidores, los sintetizados a partir de bibliografia y los diseniados.
Cada uno viene en una concentraciéon como se indica en las tablas B.1 y B.2.

Tabla B.1: Concentracién partidores obtenidos por bibliografia [48].

Partidor Concentracién

FIP 66,9 nmol
BIP 57,9 nmol
F3 150,9 nmol
B3 136,1 nmol

Tabla B.2: Concentracién partidores disefiados en el programa PrimerEx-

plorer [36].
Partidor  Concentracion
FIP 72,5 nmol
BIP 95,3 nmol
F3 152,7 nmol
B3 171,5 nmol

Cada partidor se reconstituye a una concentracion de 200 pM. El volumen se calcula como:

C-107Y [mol]

— B.1
200 - 106 [2el] (B.1)

Donde C es la concentracion de cada partidor. Por ejemplo, para el partidor FIP, tabla B.1:

66,9107 [mol]
200 - 106 [mel]

(B.2)

V =334,5 uL (B.3)
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Para los otros partidores el calculo es andlogo, en las siguientes tablas se muestra el volumen
de la solucion stock para cada uno.

Tabla B.3: Volumen de reconstitucién para la preparacién de solucién ma-
dre, 200 uM; partidores obtenidos por bibliografia [48].

Partidor Volumen
FIP 334.,5 pl
BIP 289.5 ul
F3 754,5 L
B3 680,5 ul

Tabla B.4: Volumen de reconstitucién para la preparacién de solucién ma-
dre, 200 uM; partidores disenados [36].

Partidor Volumen
FIP 362,5 pl
BIP 476,5 pl
F3 763,5 uL
B3 857,5 pul

B.2. C(Calculo para la preparacion de la solucién de tra-
bajo y mezcla de partidores (Primer MIX)

De acuerdo descrito en la bibliografia la soluciéon mezcla (Primer MIX), contiene cada
uno de los partidores en la cantidad indicada en la tabla 2.3. La reaccién de LAMP se
suplementa con 1 pl. de la solucién mezcla de partidores, utilizando esta informacién se
calcula la concentracion molar de cada uno. Por ejemplo, para el partidor FIP:

40 - 1072 [mol]
C= 1-1076 [L1] (B4)
C =40 uM (B.5)

Se prepara una soluciéon de trabajo para cada partidor de volumen final 200 uL, que este 4
veces concentrada, como se muestra en la tabla B.5.

Tabla B.5: Concentracion soluciéon de trabajo de cada partidor

Partidor Concentracion

FIP 160 M
BIP 160 pM
F3 20 M
B3 20 M

Para preparar el Primer MIX se mezclan 50 uli de cada solucion de trabajo, obteniendo asi
la concentracion requerida, como se muestra en la Tabla 2.3. El volumen necesario de cada
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solucion stock, se calcula utilizando la siguiente relacion:

Cy- Vi =0y Vy (B.6)

Donde C es concentracién y V es volumen de solucion, respectivamente.

Por ejemplo, el partidor FIP, esta en una concentracion de 200 uM, y se quiere preparar 200
1L de una solucion con una concentracion de 160 M, sustituyendo los valores de la ecuacion
B.6:

200 [puM] - V1 = 160 [puM] - 200 [pL] (B.7)
Se obtiene que el volumen necesario de solucién stock es:

V, = 160 uL (B.8)

Por lo tanto, la soluciéon de trabajo contiene 160 pL de solucién de stock y 40 pL de agua libre
de nucleasas. En la tabla B.6 se muestran las cantidad de solucién de stock y agua necesaria
para preparar 200 pL de la soluciéon de trabajo de cada partidor.

Tabla B.6: Concentracién solucion de trabajo

Partidor ~ Volumen Solucién Stock ~ Volumen de Agua

FIP 160 uL 40 L
BIP 160 uL 40 pL
F3 20 uL 180 uL
B3 20 pL 180 uL

Por lo tanto, el Primer MIX se compone de:

Tabla B.7: Composiciéon Primer MIX

Partidor ~ Volumen Solucién Trabajo

FIP 50 puL
BIP 50 puL
F3 50 pul
B3 50 puL
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B.3. Calculo de molaridad de reactivos del tampén
con colorimetro

Para el tampon se pesan los reactivos presentados en la tabla B.8 y se disuelven en 1 mL
de agua. Luego se calcula la concentracion de cada solucion mediante el peso molecular de
cada compuesto, tabla B.9.

Tabla B.8: Masa de reactivos tampdn con colorimetro

Reactivo Masa

[NH4]QSO4 13,4 mg
KCl1 15 mg
KOH 43,3 mg

Rojo fenol 2,2 mg

Tabla B.9: Peso Molecular de reactivos [67]

Reactivo Peso Molecular

[NH4]2SO4 132,14 [-£5]
KCl 74,55 [ 2]
KOH 56,11 [ ]

Rojo fenol 354,4 [-£5]

Primero se calcula la cantidad de sustancia relacionando la masa del compuesto con su masa
molar, mediante la siguiente ecuacion:

masa [gr]

moles = PM =] (B.9)

mol

Luego esto se divide por el volumen de disolucion, obteniendo la concentracién molar.

moles

Molaridad [M] = VL (B.10)
Por ejemplo, para el cloruro de potasio:
151072 [gr]
Moles KCl = ———— B.11
oles 7455 [E] ( )
Moles KC1 = 0,201 - 10~* mol (B.12)
0,201 - 1073 [mol]
KCl] = — B.1
[KCl 11073 [L] (B.13)
[KC1] = 200 mM (B.14)

En la tabla B.10 se muestra la concentracion de cada uno de los reactivos.
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Tabla B.10: Concentracién de reactivos tampoén con colorimetro

Reactivo Peso Molecular

[NH4]QSO4 100 mM
KCl 200 mM
KOH 770 mM

Rojo fenol 2,5 mM

69



Anexo C

Resultados

C.1. Gen representante de cada DTU

Tabla C.1: Gen, Unidad Discreta de Tipificaciéon correspondiente [18].
Cepa rARN 18S DTUs Caédigo Tamaino gen

CA-1 Tel AF245381 2.246 pb
Esmeraldo cl3 Tell AY'785564 2.260 pb
M6241 cl6 Telll AYT785578 2.250 pb
MT4167 TelV AF288661 2.221 pb
SO3 clb TcV AY785579 2.250 pb
CLBR TeVI AF245383 2.240 pb

C.2. Secuencia de partidores disenados

Tabla C.2: Secuencia de partidores, Grupo 1

Tamano Gen Secuencia
blanco

222 pb FIP  5-CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGCAGACTTCGGT -3’
BIP  5-GTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGAAGAATGCCTTCGCTGT -3’
F3 5-CCGTGTGGCACTGTTTGT-3’
B3 5-CCCCACACTTTGGTTCTTGA-3’

Tabla C.3: Secuencia de partidores, Grupo 2

Tamaifio Gen Secuencia
blanco

224 pb FIP  5-GCGAGACGAGGAACGGGATGAGGGGAGTTTTTGGTCGTAGG -3’
BIP  5-CTCGTTTTTTTACGGCGAGGGCGCTTTCGCGTGAAGAAGTCA -3’
F3 5-GCAAACGATGACACCCATGA-3’
B3 5’-CCCCCTGAGACTGTAACCTC-3’

70



Tabla C.4: Secuencia de partidores, Grupo 3

Tamano Gen Secuencia
blanco
242 pb FIP 5-CGCGGAAGGGATTGCTATCCTTTCCGTCAACGGACGAGA -3’
BIP 5-CCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTATTGAGGAGCATCACAGACC -3’
F3 5-GCTTTTGGTCGGTGGAGTG-3’
B3 5-ATTGTAGTGCGCGTGTCG-3’
Tabla C.5: Secuencia de partidores, Grupo 4
Tamano Gen Secuencia
blanco
212 pb FIP 5-CCGGCTTTCGCACGGAATGAAATGCCTTCACCGGCAGTA -3
BIP 5-TACCCGGCGTCTTTTGACGAACCATGGCAGTCCACTACACG -3’
F3 5-GGACGTCCAGCGAATGAATG-3’
B3 5-TCGAACCCTAATCCCCCG-3’
Tabla C.6: Secuencia de partidores, Grupo 5
Tamano Gen Secuencia
blanco
228 pb FIP 5-CCACGTCTTGTGGTGCCATTCCTACAGTCTCAGGGGGGAGTA-3’
BIP 5-CGGGGAACTTTACCAGATCCGGACCATTCAGGGGATCGAGAA-3
F3 5-ACTTCTTCACGCGAAAGCT-3’

B3

5-CTCCACCGACCAAAAGCG-3
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C.3. Analisis de partidores disenados
C.3.1. Identificacién secuencia a amplificar, alineamiento manual
Grupo 1:

Tabla C.7: Secuencia a amplificar, partidores Grupo 1

Secuencia blanco

1050 5'- F3 F2
GCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCACTGTTTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCCTTCGCATCTCA

Flc Ble
CATGTGTCATGCCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACT

B2
GGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACC
B3
TTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACG
-3’ -1330
Partidores:
FIP:5'- CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGA-GTTGTTGGCAGACTTCGGT-3’
BIP: 5- GTTCGGGGGAGAACGTACTGG-TGAAGAATGCCTTCGCTGT -3’
F3: 5- CCGTGTGGCACTGTTTGT -3’
B3: 5- CCCCACACTTTGGTTCTTGA -3’
Grupo 2:
Tabla C.8: Secuencia a amplificar, partidores Grupo 2

Secuencia blanco
1260- 5™
TTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACG

F3 F2 Flc

ATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGGTCGGGTTTGATTATTTTTTTTCATCCCGT
Ble
TCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAAAATTTACGTGCATATTCTTTTTGGTCCTCGTTTTTTTACGGCGAG
B2 B3
GGCCTTTAACGGGAATATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTC
AGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGAGCGT

-3’ -1540
Partidores:
FIP:5- GCGAGACGAGGAACGGGATGA-GGGGAGTTTTTGGTCGTAGG -3’
BIP: 5- CTCGTTTTTTTACGGCGAGGGC-GCTTTCGCGTGAAGAAGTCA 3
F3: 5- GCAAACGATGACACCCATGA-3’
B3: 5'- CCCCCTGAGACTGTAACCTC -3’
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Grupo 3:

Tabla C.9: Secuencia a amplificar, partidores Grupo 3

Secuencia blanco

1680- 5'-
F3
TTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATT
F2 Flc
CCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGATTCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGC
Blc
GGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTATTCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGT

B2 B3

GAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAG
-3’ -1960

Partidores:

FIP:5- CGCGGAAGGGATTGCTATCCT-TTCCGTCAACGGACGAGA -3’

BIP: 5’- CCTTCTCTGCGGGATTCCTTGT-ATTGAGGAGCATCACAGACC -3’

F3: 5- GCTTTTGGTCGGTGGAGTG -3’

B3: 5- ATTGTAGTGCGCGTGTCG -3’

Grupo 4:

Tabla C.10: Secuencia a amplificar, partidores Grupo 4

Secuencia blanco

140- 5'-

CGCCAAGCTAATACATGAACCAACCGGATGTTCTCTGTTCCGGCGGCAGGGCAACACCTGCTGCCATGGG

F3 F2
ACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAACCAATGCCTTCACCGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAA
Flc Ble
TTCATTCCGTGCGAAAGCCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGA
B2 B3
TGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCC
-3’ -420

Partidores:

FIP:5’- CCGGCTTTCGCACGGAATGAA-ATGCCTTCACCGGCAGTA -3’
BIP: 5- TACCCGGCGTCTTTTGACGAAC-CATGGCAGTCCACTACACG-3’
F3: 5- GGACGTCCAGCGAATGAATG -3’

B3: 5- TCGAACCCTAATCCCCCG -3’

Grupo 5:

Tabla C.11: Secuencia a amplificar, partidores Grupo 5

Secuencia blanco

1470- 5’-
F3
GGCCTTTAACGGGAATATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTC
F2 Flc
AGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGAGCGT
Blc
GCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTG
B2 B3

TTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATT

-3’ -1750

Partidores:

FIP:5- CCACGTCTTGTGGTGCCATTCC-TACAGTCTCAGGGGGGAGTA -3’
BIP: 5- CGGGGAACTTTACCAGATCCGG-ACCATTCAGGGGATCGAGAA -3’
F3: 5- ACTTCTTCACGCGAAAGCT -3’

B3: 5- CTCCACCGACCAAAAGCG -3’
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C.3.2.

Alineamiento de secuencias del gen rARN 18S, de diferente
DTU y secuencia amplificada por cada grupo de partidores

Tabla C.12: Alineamiento secuencia blanco de partidores publicados por
Thekisoe, 2010 [48], con secuencias del gen TARN 18S, TcI-TcVI.

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TceVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI

blanco

5
—TTGGATGTTGTGTCTTGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
TTTGGGACGTGTTTGTATGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
——TGGACGTGTTGTTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
GGACGTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
——TGGACGTGTTGTTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
TTTGGGACGTGTTTGTATGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
CCGTGTGGCAC
sk kR Rk Kk oK
TTGTTTGGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTTCACACACGTTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG—TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC——TTCGCATCTCACATGTGTCATG
TGTTTGTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTC—CGCATATTTTCACATGTGTCATG
TGTTTG—TGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTT—CGCAT-ATTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTC—CGCATATTTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG-TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC TTCGCATCTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG-TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC TTCGCATCTCACATGTGTCATG
* kk stk otk ok ok Kok Kok Kok Kok kR Kok Kok ok K% kRl Rk okok Rk R Rk Kok K
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
Stk stk sk ok sk Kok K sk K sk sk Kok S Kk K sk sk S Kok Kk sk sk sk Kk K sk sk sk sk sk sk sk sk kR sk sk sk sk sk skt sk stk sk sk sk ok sk ok ok
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCA

SRk ok sk sk ok sk ok sk ok sk skosk sk sk skok sk skosk sk sk skok skosk sk sk sk skskok sk sk sk sk sk skokok sk sk sk sk skok sk sk skosk sk sk skok sk ko sk sk skok sk skosksk sk skok sk skokosk sk skskokoskokosk sk skskokokoskokskk sk

-3

1073
1078
1068
1055
1067
1077
11

1133
1133
1127
1111
1126
1132
66

1193
1193
1187
1171
1186
1192
126

1254
1254
1248
1232
1247
1253
187
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Grupo 1:

Tabla C.13: Alineamiento secuencia blanco de partidores diseniados, Grupo
1, con secuencias del gen rARN 18S, Tecl-TcVI

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TclV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TclV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TclV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

5
—TTGGATGTTGTGTCTTGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
TTTGGGACGTGTTTGTATGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
——TGGACGTGTTGTTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
GGACGTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
—TGGACGTGTTGTTGTTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
TTTGGGACGTGTTTGTATGTGTGTGGCACTCGTCGCCTTTGTGGGAAATCCGTGTGGCAC
CCGTGTGGCAC
Kkskk koK kR okskkokok kR ok
TTGTTTGGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTTCACACACGTTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG — TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC—— TTCGCATCTCACATGTGTCATG
TGTTTGTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTC—CGCATATTTTCACATGTGTCATG
TGTTTG — TGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTT- CGCAT-ATTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTGTGTTGTTGGCAGACTTCGGTCTTGCCTC—CGCATATTTTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG —TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC—— TTCGCATCTCACATGTGTCATG
TGTTTGTG— TTGTTGGCAGACTTCGGTCTTACCC TTCGCATCTCACATGTGTCATG
* kk Skokoskoskokoskosko sk skokoskokokoskokoskoskoskokokoskokokosk kokoskskkoksk ko ko RekoskoskokokoskoRoksk R okok sk okok sk kok sk
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
CCTTCCCTCAACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTG
sl RRRskkkkskkk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk kR R RIS
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
GTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTC
ook RRkkskkkksksk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk kR kR
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGG

Skeskokok sk ks okok sk ok sk okok sk ok ok skok sk sk sk sk skok sk ko skok sk koskskokoskoskoskskokokoskokokokokoskkokoskokok ok -3

1073
1078
1068
1055
1067
1077
11

1133
1133
1127
1111
1126
1132
66

1193
1193
1187
1171
1186
1192
126

1253
1253
1247
1231
1246
1252
186

1313
1313
1307
1291
1306
1312
222

75



Grupo 2:

Tabla C.14: Alineamiento secuencia blanco de partidores diseniados, Grupo
2, con secuencias del gen rARN 18S, Tcl-TcVI

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI

blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
TellI
TelV
TeV
TeVI

blanco

5
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
AAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
TTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGGGATCGAAGATGATTAGAGACCATT
skt kb ook ok ok ok sk kKR KSR RSk sk ok sk sk ok sk Kok ok SR SRSk sk sk sk sk sk ok sk sk ok Sk kSRR ok ok ok ok
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGT-TTTGGTCGCAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGCAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGG
GTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGAGTTTTTGGTCGTAGGCGTGG
Kok ok kKR kR KRRk KRRk Kk kR KRR sk KRRk kR KRR KRR Rk Rk kkokkorokokokok kkkksok ok ok ok ok
TCGGGCTTGATTATATTATTTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATATTAAAT
TCGGGTTTGATTATTTT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA— AAT
TCGGGCTTGATTATTAT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA——AT
TCGGGCTTGATTATTAT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA——AT
TCGGGCTTGATTATTAT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA——AT
TCGGGTTTGATTATTTT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA—AAT
TCGGGTTTGATTATTTT-TTTTCATCCCGTTCCTCGTCTCGCCAATGAATATTAA—AAT
srkkokk kokkkkk Rk K K skokskokkk kR sk KRk sk kR sk Kk sk Kok K sk sk Rk sk Kk sk Rk ok ok K%
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCTTCGTTTTTTTTTACGGCGAGGACCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCCTC—GTTTTTTTACGGCGAGGGCCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCTTC—GTTT— TTACGGCGAGGGCCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCTTC—GTTTTTTTACGGCGAGGGCCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCTTC—GTTT— TTACGGCGAGGGCCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCCTC—GTTTTTTTACGACGAGGGCCTTTAACGGGAAT
TTACGTGCATATTCTTTTTGGTCCTC—GTTTTTTTACGGCGAGGGCCTTTAACGGGAAT
sokkokok skt kR kKRR Rk Rk ok kR Rk ok *k skokkokkokkoRk KRRk kkokkokskokskok ko sk ok ok kK
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG

>k***************************************************************>k***********************_37

1313
1313
1307
1291
1306
1312
51

1373
1373
1366
1351
1366
1372
111

1433
1430
1422
1407
1422
1429
168

1493
1488
1478
1465
1478
1487
226

1553
1548
1538
1525
1538
1547
286

76



Grupo 3:

Tabla C.15: Alineamiento secuencia blanco de partidores diseniados, Grupo
3, con secuencias del gen rARN 18S, Tcl-TcVI

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
TellI
TelV
TeV
TeVI
blanco

5

TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
GCTTTTGGTCG
sk ko ok ok ok ok ok Kk Kok
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
ko ok Kok oKk KRR ok KRRk Kk KR Kk ok ok sk Kok stk ok SRRk sk sk Kok ok ok stk ok Sk sk ok R kR ok ok sk Rk sk stk ok R Kok ok ok ok
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
TCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCTTCCGCGGGTTTTACCCAAGGGGGGGCGGTAT
stk ok ok Kok KR Kok Kok sk SRRk Kk KSR Kk sk sk sk Sk sk stk sk Stk sk sk sk sk sk sk sk sk Stk sk sk kR sk sk sk sk ok sk stk sk stk ok sk ok
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
TCGCTTGTATCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACA
sk ok ok sk ok ok ok kKSR SRR SR Rk sk sk sk R ok ok sk kS SRR SR Sk sk sk sk sk sk ok sk ok sk SRSk Sk sk sk sk sk ok sk ok ok sk ok Sk ok SRk ok
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAA
GCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGTCAG———

>kesk sk sk ok sk sk ok ok sk ok skok sk sk sk ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skok sk sk skook sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skok sk sk skosk sk sk sksk sk skoskosk sk sk skokok sk skok sk sk skokokoskok sk sk skskokokoskok 3

1733
1728
1718
1705
1718
1727
11

1793
1788
1778
1765
1778
1787
71

1853
1848
1838
1825
1838
1847
131

1913
1908
1898
1885
1898
1907
191

1973
1968
1958
1945
1958
1967
245

7



Grupo 4:

Tabla C.16: Alineamiento secuencia blanco de partidores diseniados, Grupo
4, con secuencias del gen rARN 18S, Tcl-TcVI

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TcV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

5
TCCGGCGGCAGGGCA— ACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
TCCGGCGGCAGGGCAACACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
TCCGGCGGCAGGGCA— ACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
TCCGGCGGCAGGGCA— ACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
TCCGGCGGCAGGGCA— ACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
TCCGGCGGCAGGGCAACACCTGCTGCCATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
GGACGTCCAGCGAATGAATGAAAGTAAAAC
ok kok kR KR Kok KR Kk kKK ok kKR KRR KRRk K Kok
CAATGCCTTCACCGGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
CAATGCCTTCAC-CGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAATTCATTCCGTGCGAAAG
okt R Rk kR Rk sk kSRR sk ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk ok sk ks sk sk sk stk sk sk sk sk sk sk sk ok ok
CCGGGTTTTTTATCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTATCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
CCGGGTTTTTTACCCGGCGTCTTTTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGCGATGGCCGT
HARFAHAAAAIA AR ARk KRRk Kok KKk sk sk otk ok Stk ok sk ok sk ok ok SRtk ok koK ok ok ok
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GTAGTGGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
sokokstok ok ok kR ok ok sk kR ok ok sk stk ok sk sk ok ok ko ok ok sk sk ok ok Sk ok ok sk sk ok ok stk ok ok sk ok ok ok ok ok ok Rk ok ok
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCA
GCC

Kkkkk

238
239
237
236
237
240
30

298
298
296
295
296
299
89

358
358
356
355
356
359
149

418
418
416
415
416
419
209

478
478
476
475
476
479
212

78



Grupo 5:

Tabla C.17: Alineamiento secuencia blanco de partidores diseniados, Grupo
5, con secuencias del gen rARN 18S, Tcl-TcVI

Tel
Tell
Telll
TclV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TcVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TclV
TeV
TeVI
blanco

Tel
Tell
Telll
TelV
TeV
TcVI
blanco

5
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
ACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGTCTCAGGGGG
Rk Rk kR kR kR R
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
GAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACAAGACGTGGA
>R 3kosk ok okook sk ok sk sk sk skok sk sk skosk sk sk osk sk sk sk sk sk skosk sk skok sk sk skosk sk skokoskosk skok sk skokoskosk skosk sk skokoskosk skok sk skokoskosk skok sk skokoskosk skok skokokosk sk skokoskokoskoskosk skokoskokosksk sk
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
GCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAGGGTGAGGAT
HAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A AAAAAAAAAAAAAAAAA AR
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
TGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGCTTTTGGTCG
kRl skl kR k kR kR Rk sk sk sk sk sk sk sk R R R R K O
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAAGCTGCCCAGTAGGAT
GTGGAG

kskokskokskokkok -3

1553
1548
1538
1525
1538
1547
41

1613
1608
1598
1585
1598
1607
101

1673
1668
1658
1645
1658
1667
161

1733
1728
1718
1705
1718
1727
221

1793
1788
1778
1765
1778
1787
227

79



C.3.3. Alineamiento partidor LB, Grupo 4

Tabla C.18: Alineamiento partidor LB, partidores Grupo 4

Secuencia blanco

gi((;-CBC;%AGCTAATACATGAACCAACCGGATGTTCTCTGTTCCGGCGGCAGGGCAACACCTGCTGCCATG%
ACGT(?%AGCGAATGAATGAAAGTAAAACCAATGCCTTCI_;QCCGGCAGTAACACTCAGAAGTGTTGATTCAA
TTCATTFCléGTGCGAAAGCCGGGTTTTTTACCCGGCGI]?éC’i‘TTTGACGAACAACTGCCCTATLCBAGCCAGCGA
TGGCCGTGTAG’?éGACTGCCATGGCGTTGACGGGAGCGGGGGATTAB(?;GGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCC

-3 -420

Partidores:
FIP:5-CCGGCTTTCGCACGGAATGAA-ATGCCTTCACCGGCAGTA-3
BIP: 5-TACCCGGCGTCTTTTGACGAAC-CATGGCAGTCCACTACACG-3’
F3: 5-GGACGTCCAGCGAATGAATG-3’

B3: 5-TCGAACCCTAATCCCCCG-3

LB: 5-AACTGCCCTATCAGCCAGCG-3’
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C.4. Estimacion econdémica

Tabla C.19: Estimacién de costo por reaccion LAMP

. e Cantidad Costo por Informacién o ,
Reactivo Especificaciones Costo Utilizada Reaccion Adicional Bibliografia
Bst ADN 1600 U+ tampon, $93.555 1 reaccion $468 - [50]

polimerasa 200 reacciones
$909 bor bas, Tabla €20
Partidores particores, $7.654 1 pL $38 Calculo costo [69]
118 bases en total, Pri MIX
Primer MIX 200 zL e
] 100 mM, 4X 25 mM,
dNTPs Volumen 1 mL $352.811 1,4 pL $123 - [68]
Betaina 1,5 mL, 5 M $23.905 2 uL $ 32 0,4 M [68]
Azul de Disolucién 1,86 mg
Hidroxinaftol 100 gr $177.000 1L $0,02 en ImL, 3 mM [
Agua libre de ADNasa
Agua » ARNases, 11 $12.434 156 ulL $0,2 ; [68]
- t?“o o ff“gfm Costo Kit
ADN 1 (¢ extraceion LIasem, ¢4 031 2 uL $81 $1.007.681, (68]
Volumen de elucién 950 reacciones
100 L °
COSTO TOTAL $742
Tabla C.20: Estimacién de costo Primer MIX 1X para LAMP, solucién de
trabajo 160 uM partidores FIP, BIP y 20 uM partidores F3 y B3
Volumen Vo'h'lmen Precio
Partidor Largo Costo Solucién utilizado Solucion Volumen Costo
& Solucién ™ Primer MIX  Primer MIX
madre . Trabajo
Trabajo
FIP 39 $37.401 362,5 plL 160 plL $16.508 50 pL $4.127
BIP 41 $39.319 476,5 pl 160 pL $13.203 50 pLL $3.301
F3 20 $19.180 763,5 uL 20 puL $502 50 pL $126
B3 18 $17.262 857,5 pL 20 pL $403 50 pL $101
TOTAL 118 $113.162 TOTAL $7.654
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Tabla C.21: Estimacién de costo por reaccién de PCR

. e Cantidad Costo por Informacion o ,
Reactivo Especificaciones Costo Utilizada Reaccli)én Adicional Bibliografia
Taqg ADN 300 reacciones + tampon; . ., . Se utilizan 0,12 pl,
polimerasa 5 U/uL, 60 puL §202.225 1 reaccion $584 0,6 U/reacciérﬁb (68}
$959 por base, Tabla C.22
Partidores 4 partidores, $1.247 1,5 uL $19 Costo [69]
52 bases en total Primer MIX
Kit dNTPs 100 mM, $352.811 0,3 uL $106 - [68]
4X 25mM, 1 mL ’
Agua libre de
Agua ADNasa y $12.434 18,28 uL $0,2 - [68]
ARNasas, 1L
Costo por reaccion,
Kit de extraccién Kit de extraccién
ADN Qiagen, $4.031 5 uL $202 $1.007.681, [68]
Volumen de 250 reacciones
elucién 100 pL
COSTO TOTAL $911
Tabla C.22: Estimacién de costo Primer MIX reaccién de PCR, solucién de
trabajo 50 uM
Volumen Vqlgmen Precio Volumen
. ., utilizado . e Costo
Partidor Largo Costo Solucién madre L, Solucién utilizado .
Solucién . . Primer MIX
200 pM . Trabajo Primer MIX
Trabajo
Forward 26 $24.934 1 mL 50 pl $1.247 50 plL $623
Reverse 26 $24.934 1 mL 50 uL $1.247 50 uL $623
TOTAL 52 $49.868 TOTAL $1.247
Tabla C.23: Estimacion de costo Electroforesis
. . Cantidad Costo por Informacion o ,
Insumo Especificaciones Costo Utilizada Reaccion Adicional Bibliografia
Tampén TAE 50X, 1 L $73.700 50 mL $3.685 Diluye 1X [68]
Disoluciéon
Agarosa 100 gr $327.000 2 gr $6.540 tampoén TAE 1X, [70]
2% p/v, 100 mL
GelRed 1 mL $26.509 10 pL $265 2 pL por 100 mL [68]
Tampén de carga 6X, 5mL $13.800 2 uL $6 - [68]
Agua libre de
Agua DNasa y $12.434 950 mL $1.036 - [68]
ARNasas, 1L
Ladder 100 pL $51.789 2 pl $11.812 [68]
COSTO TOTAL $11.531
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Anexo D
Discusion

D.1. Calculo total de muestras a analizar

Para calcular la cantidad de muestras a analizar para el andlisis estadistico se toma como
precedente que en el ano 2019 el ISP analiz6 2051 muestras sanguineas de menores de un
ano, de los cuales 1919 resultaron positivos para pruebas Serologicas y 132 de ellos por PCR,
lo que corresponde a un 6,4 % del universo de nifos y ninas. A partir de esto se calcula el
ntimero de muestras totales, con un error maximo garantizado del 5% y un nivel de confianza

del 95 %.

(1 =
N=Z%" sz) (D.1)
(§]
0,064 - (1 — 0,064)
N =196 = ’ D.2
' 0, 052 (D2)
N =92 (D.3)
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