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La enfennedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una enfermedad 

compleja, de difícil diagnóstico y al\~ prevalencia en América Latma, Su ógente 

causal es un parásito protozoario hemofiagelado llamado Trypanosoma cruz; Se 

han estudiado diferentes cepas de T.cruzl, mostrando gran heterogeneidad entre 

si, debido a las diferencias en sus propiedades b'OlóglC8S Infectlvldad 

patogenicldad, tropismo celular; patrones isoenzimállcos, C0ntenido de ONA total 

y digestión del ONA del cinetoplasto por medio de enZlm1S de restricCión Esta 

heterogeneidad causa en los individuOS infectados una afT,plia gama de signos y 

s[ntomas, ocasionando que la enfermedad sea mas comoleJa y el diagnostico 

laborioso y complicado, El objetivo del presente trabajo fue Implementar las 

condiciones metodologicas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

para usarla como herramienta en el estudio y caracterización de 12 aislados de 

T,cruzl, as[ como en el diagnostico de la enfermedad de Chagas 

En la metodología se partió del uso de 12 fuenles de aislamiento de las cuales 

se obtuvieron antígenos totales y se extrajo el ONA total de los Trypanosomas El 

ensayo inmunoenzimatico (ELlSA) y la InmunotransferenC:la se usaron para el 

análisis de sueros de ratones Balb/e infectados con los antígenos totales de los 

aislados de T.cruzi. La PCR se utilizó para amplificar el DNA pUrificado y digerir 

la amplificación obtenida. En los resultados, se enc.:'ntró la presencia de 

anticuerpos enti· T.cruzl y de antígenos reconOCidos por 10"- diferentes ¡sÓllpos de 

los anticuerpos producidos Se formaron tres grupos er' base al numero de 

protelnas presentes El grupo l· Progreso, BfJ8, Cid los Tuxtla~ Coeula y Zachlla 

presentan dos proteinas una de 116 y otra de 45 KOa El Grupo 1I Amarillo, 

Petaquillas, Ninoa, Fidelfa y Miguz reeC''""\ocleron una proteína de 45 KDa y 

finalmente el grupo 111 Agriplna solo presento una proteína de 66 KDa Ademas 

se logró amplificar una banda de 320 pb de el ONA pUflf,OdO de los aislados de 



La enfermedad di Chaq •• o Trypanolomialil Americana, el una enfermedad que 

mulll de I1 InfocciÓfl con .1 protozo.·. nagelado Tryplnoloml cruz/. E,ta 

enfermeded fue deIa1t. por primer. vez en 1909 por tll Dr. Carlol Chaga, en IU 

pal. natal, e,...II; " IIml1ac1a al Conunente Amerl~no, particularmente a 108 

pel ... de Am«IcI Lit"'" tropical y IUbtroplCIl,' LI Trlponaaomlllll Americana 

n tr.nImflkSa prlncipalmen1e por un inHCto trla1Omlno pef1eOlclente a II familia 

ReduvUd .. ,' IlrlV'. di la, materia. fecal.' Sa hin ruponado otro, mecanl,mo, 

de Itllllmillón: IronllUlIón longulne., I,,"pllnto do órganol, I"nlmillón 

conc*"tta, .cctdentll In e' labotatOflo, I trlv" es. la leche mlterna. entre 

otroI," • 

Lo ~ de C~ conatltuye UN! ___ l. porl cell II 

....,. 1*11 de 11 pobIlClón de _rlc:l Lltlno • En 1M.ICO, II IrlPlnoaomllll1 

~ .. COt"IOCe dHde 1140, • poro tolo en 101 ultlmos afK)l, ha clleldo el 

irUftI en ot _ de 11 onte<_ ' Por mucho IIempo lO ha ,"poculldo 

lOIn 11 ~ de 11 mi_ en "","tro poli Aún .. lit. lodl un.o glml d. 

oupooldoMI ot roopodO; _ 11. que 11 conlldor", un pedoclmlOnto .. ótlco y 

le nIegIn CUIIquIof ," __ """, halll 11. que I1 lIumen como un Imponlnl. 

",_ de _ pUbllCI • LI onflrmodad de ChlgOI, lO dlllrlbuyo on loco. 

dtaperlOl en toca. 1 .. entkSldlt t~ratlvI' MI pila., • la gran mayor'a de 101 

C..oI 0Ct.I"rid0I, " han ~Ilzldo en reglone, de la veniante dll ocelno paCifico 

dUde et .. tedo de Bonota hasta Chiapas Loa eatados M I1 Repübllc. MeXicana 

en 101 que .. han enconItldo ",.. calOl humInol de I1 onf_1d de Chagll 

dIIgnoII_ 1OIOIog1camon11 IOn 101 de Chl_", Yucat,", ZIcotlcll. JllilCO, 

Guerrero, OU8C8 'f MotItoI, lo que .et\l11 Irln.mi.IOn muy Ictlva de la 

tr1penOIOmiIIl. en dlclll. raglcnu, lO 

1 



T.cruzl. Aunque, no se observaron diferencias significativas en la digestión con 

EcoR1. 

Eate ~, proporciona datos que apoyan la helEtrogeneidad entre aislados 

rMXkanoa de T.CtvZ/, k) CUIII influyo directamente en los resultados. Se exhibe 

"..,ogenekl8d protelca Y entigénlca, sugiriendo la existencia de diferencias en el 

~ de T.CfUZ/, 1010 que .. requiert .l81 uso de otr81 enzimas Además. 101 

rauttedoI obtenidOl en ut. trlbl)o permitieron el e.tablecimlento de la ticnlC8 

de PeR perII 111 amptlncecl6n del ONA de T.eru" como unl Ilternatlva en las 

~~tlce •. 

1 



!if<f~;Y!30;:" 1~I,r~~~IENTO:D¡:¡!;. PROB1,.EMA 
$l0'tltNk , " , 

La realización del diagnóstico de la enfermedad de Chagas en nuestro pais. aún 

sigue siendo un reto, las principales razones son las características de la 

población afectada, que solo a últimas fechas tiene acceso a servicios de salud, 

el desconocimiento de la historia natural de la enfermedad y, finalmente. el pobre 

USO de los métodos parac1inicos indispensables para el diagnóstico parasito\óglco 

ylo serol6gicos necesarios para corroborar la impresión clínica Estos métodos 

paracllnicos no son accesibles para muchos médicos en áreas rurales 

Hasta entonces, las técnicas de diagnóstico sero16gico disponibles en nuestro 

pals presentan problemas variados, que van desde la sensibilidad, la 

especificidad hasta el costa y tiempo en el que se llevan a cabo, además de que 

algunas tienen la gran desventaja de presentar reacciones cruzadas con otros 

parásitos, Considerando estos antecedentes, es necesario desarrollar más el área 

de diagnóstico, estandarizando nuevas metodologías que eviten todas estas 

dificultades, 

Dentro del desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico se ha logrado establecer 

un método, la Reacción en Cadena de la Polimeras~ (peR), que permite 

diagnosticar la enfermedad de Chagas en fase crónica Por lo que, al implementar 

las condiciones metodológicas, que hagan de la técnica de PC una prueba rápida, 

sensible y barata, se podrá usar en el diagnóstico de la enfermedad, tanto en la 

etapa aguda como en la crónica. 

Con este trabajo se pretende implementar las condiciones metodológicas que nos 

permitan desarrollar una técnica de PCR más rápida y sensible para usarla en el 

diagnóstico de la enfermedad de Chagas en sus dos etapas Además de ser 

usada como herramienta en el estudio de aislados de T.cruzi para su 

c'lf"aCterización, 

,. 



Segun Gutteridge y Rogerson T.c"'/zl se adapta a los cambios de medio 

ambiente, a que está expuesto en su ciclo de vida, debido a que tiene dlsponeble 

todo el tiempo la maquinaria metabólica que requ:ere para cada caso, ya que no 

existen diferencias cualitativas en las enzimas metabólicas de los tres principales 

estadios del parásito. Aunque no se han encontrado enzimas estadío-especificas, 

algunos perfiles isoenzimáticos si son específicos de un estadio del ciclo de vida 

de T.cruz/. f115 

Los 3studios isoenzimáticos de varios aislados ds T.eruzl en Brasil. identificaron 

por primera vez dos grupos diferentes, provenientes de distintos ciclos de 

transmisión, uno de un ciclo silvestre (Z1) y otro de un ciclo doméstico (Z2) Un 

tercer grupo fue identificado en Brasil, denominado zimodemo 3 (Z3) aislado en 

ciclos silvestres y domésticos. No se ha visto una clara relacl6n de la patologia de 

la enfermedad con el zimodemo del parásito. y una de las causas es que se 

pueden encontrar en el mismo paciente mezclas de zlmodemas.66 



1.6 Heterogeneidad de T.cruz; 

Se han reportado diferencias geográficas en 105 aspectos clínicos de la 

enfermedad de Chagas, tanto en pre' ,)Iencia como sevendad de la enfermedad, 

los mega síndromes que se observan en la fase crónica parecen estar confinados 

a ciertas áreas geográficas. 59 Lo anterior se ha atribuido a diferencias genéticas 

de susceptibilidad en los humanos, pero estudios en el complejo mayor de 

histocompatibllidad (HLA) y tipificación isoenzimática de pacientes chagásicos en 

Brasil no muestran ninguna relación del genotipo con los aspectos clínicos de la 

enfermedad,MI Por otra parte se ha propuesto que la heterogeneidad genética en 

T.cruzJ puede ser uno de 105 factores que provoquen las diferencias observadas 

en la enfermedad. '1 Dicha heterogeneidad se ha reportado en diferentes 

caracterfsticas del parásito como crecimiento in vitro, contenido de DNA total, 

antigenicidad, ¡nfectividad a células in vil ro, en la especificidad de anticuerpos 

monoclonales, comportamiento en ratones, patrones en la dlges\l6n del DNA del 

clnetoplasto por endonucleasas y en la distribución de neurammldasa en cepas 

con tropismo al músculo esquelético. También se ha demostrado heterogeneidad 

en aislados mexicanos de T.cruzl en estudios con fragmentos de restricción en 

genes de RNA ribesomal y en patrones de digestión de DNA con endonucleasas 

pudiéndose agnJpar a las cepas con respeclo a su origen geográfiCO 62 Sin 

embargo, algunos trabajos han reportado homogeneidad entre los aislados 

mexicanos deacuerdo a sus patrones isoenzimaticos 13 

Las enzimas son producto de genes, por lo tanto se puede considerar que 

diferencias en la expresión de una determinada enzima entre dos organismos 

revela diferencias genéticas entre éstos Por otro lado el valor de las enzimas 

como marcadores genéticos depende de su grado de estabilidad s. 

" 



¡ 
í 

! 
! , 

( , 
( , 

una sensibilidad y especificidad superior al 95%,50 Weslem bici que permIte el 

reconocimiento de antigenos51 y PCR S2 Estudios previos han demostrado que la 

EUSA es una pnleba apropiada para el Ira' ajo de campo, ya que es una técnIca 

fillcil de montar y su estandarización puede mostrar alta senSIbilidad y 

especificidad. 53 Por su parte el Westem blat, pennite identificar proteinas 

antigénicas reconocidas por los pacientes, las que pueden ser pLJrificadas y hacer 

100% especifico el diagnóshco eVItando falsos positi .... os por reacciones 

auzadas.54 

1.5.4 Diagnóstico de la fase aguda 

El diagnóstico de una infección recIente con T.cruzl puede hacerse mediante una 

microscopia directa, con o sin la ayuda de métodos indirectos tales como el 

xenodiagnóstico, el cultivo sanguíneo o la InoOJlac16n de animales susceptibles 5~ 

En zonas endémicas, donde ocurre la mayoría de los casos de Infección reciente 

no es común el uso de métodos indirectos debido a que no se cuenta con 

insedos reproducidos en laboratorios. 51! El frotis sanguineo grueso, el examen de 

sangre fresca y el método de Strout o el capilar son las técnicas usadas con 

mayor frecuencia en la práctica. Como alternativa puede emplearse la serologia 

siempre que sea posible disponer periódicamente de muestras de suero del 

paciente. Cuando los síntomas no son los característicos de una Infección 

reciente, el examen parasitológico es negativo y la pruetba serol6glC8 positiva es 

dtflcil afinnar que la infección es reciente 57 

1.5.5 Diagnóstico de la fase crónica 

Durante las infecciones crónicas. los métodos parasltotóglcos directos 

generalmente producen resultados negativos y aun el xenodlagnostlco es 

solamente positivo en el 50% de tos casos '1 tiene que repetirse vaflas veces 

antes de obtener un resultado positivo. Por otra parte c'JalqUlera de las pruebas 

serol6gicas antes mencionadas dan resultados positivos 5& 

17 
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y 60 días después de la succión de sangre, se examinan sus heces e intestino 

bajo el microscopio para detectar Iripomastigoles o epimastigotes de T.cruzi Una 

fuente de error en el xenodiagnóstico es la presencia de T.rangeli, Que se 

encuentra en seres humanos ~ ..:Ira no es patógeno.o Por otra parte eXiste también 

la posibilidad de utilizar el cultivo sanguíneo para la amplificación de parásitos en 

el diagnóstico de la enfermedad en las zonas endémicas, en las cuales no se 

OJenta con colonias de vectores criados en el laboratorio para pOder efectuar el 

xenodiagnóstico. Se emplean medios Ifquidos, tales como LIT (Liver Infusian 

Tryptosa),'" o BHI (Brean Heart Infusión), y la eficiencia del método puede 

aumentarse mediante [a centrifugación diferencial de la sangre antes de Inocular 

el medio. También para evaluar la curación después del tratamiento se utdlzan 

repetidos cultivos sanguíneos, junto con métodos sera lógicos_ 401 Cada metodo 

cuenta con un porcentaje de sensibilidad en las diferentes fases de la 

enfermedad, dando como resultado la presencia de errores en los resultados, ya 

que la fase aguda ofrece una mayor posibilidad de encontrar parásitos en 

circulación, en contraste con la fase crónica en donde el parásito ha Invadido 

tejido y no es tan constante su presencia en el torrente CirculatOriO 40 

1.5,3 M6todos .erológlcos 

Los ensayos sero16gicos para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, son 

eficaces para detectar anticuerpos contra el parásito, más no para detectar la 

presencia del parásito. Estos ensayos han mostrado alta sensibilidad pero 

carecen de especificidad del 100% debido a la presencia de reacciones cruzadas 

contra antlgenos de otros parásitos tales como L.IShmanla sp y T. Rangeli-5 

Diferentes técnicas se han venido utilizando, entre las más utilizadas se 

encuentran· la prueba de fijación de complemento de Machado y Guerrero, la 

aglutinación directa. aglutinación en látex, inmunofluorescencla _6 

hemaglutinación indirecta cuya sensibilidad es menor al 70% y cuya espeCIfiCidad 

es aproximadamente de 95%:7 DIG~ElISA.~ DOT~EUSA.·9 ELlSA que presenta 

.16 
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1.5 Diagnóstico de la enfennedad de Chagas 

1.5.1 Métodos parasitológicos directo 

Por lo general, la observación directa del parásito se efectua en la sangre las 

téalicas más comúnmente usadas son el ffOtiS sanguíneo grueso, o el examen de 

sangre fresca colocada entre un portaobjetos y un cubreobJetos En tanto que el 

examen de preparaciones coloreadas permite la caracterizaCión morfológica del 

parásito, las preparaciones con sangre fresca permiten delectar mas fácilmente a 

los parásitos debido a su movilidad 37 Por otfa parte los metodos de concentración 

de parésitos aumentan la probabilidad de delectar la parasitemia uno de estos 

métodos es el de Strout que consiste en dejar que la sangre se coagule, 

centrifugar el suero a baja velocidad para eliminar los glóbulos rOJos restantes y 

finalmente centrifugar a una mayor velocidad para concentrar los parásitos en el 

sedimento," Una manera eficiente de modificar este método es recolectar sangre 

en un tubo capilar con heparina, centrifugar el tubo y examinar bajo el 

microscopio la ¡nteriace entre los glóbulos rojos y la capa amarillenta de 

leucocitos. También puede cortarse el tubo capilar a un nivel entre los glóbulos 

rojos y la capa amarillenta para después examinar una ,~ota baJO el microscopio 39 

1.6.2 MtUodos parasltol6gicos indirectos 

El Xenodiagn6stico representa el método parasitológlco más sensible y específico 

para la detección de T.cruzi en sangre de individuos Infectados Su sensibilidad 

va desde el 100% en individuos que se encuentran en la fase aguda de la 

enfermedau y del 25 al 50% en individuos chagásicos crónicos <10 Entre el 17 y el 

70"" de los individuos seropositlvos pueden resultar positivos por este método .\ 

Para el xenodiagn6stico es necesario contar con !riatomlnos libres de mfección 

criados en el laboratorio La técnica consiste en emplear 40 ninfas, distribuidas 10 

por cada prueba, y permitir que se alimenten con la sangre del paciente A los 30 

" 
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Durante esta fase no hay manifestaciones clínicas o de alteraciones 

electrocardiográficas '1 radiológicas habiendo una disminución casi total en la 

sintomatología. Su patologia no es parti '" ..ilarmente remarcable y no muestra 

evidencias de dano en el funcionamiento de 6rganos. La fase permanece latente 

durante afias, reportándose que en áreas endémicas ésta se manifiesta durante 

las tres primeras décadas de vida. 12 

Fas. crónica 

Es la forma más evidente de la enfermedad de Chagas, no solo por incapacitar a 

las personas infectadas en la edad más productiva de $U vida, sino porque con 

frecuencia los lleva a la muerte. Esta fase de la enfermedad se presenta solo en 

un 108130% de individuos infectados, siendo los megasindromes y la cardiopatía 

chagésica la forma más común e importante, aunque puede haber 

manifestaciones menos comunes como encefalitIs, exocrinopatias y 

endocrinopaUas, En los órganos afectados hay disfunción del tejido debido a una 

hipertrofia de las capas musculares así como también fibrosis qUEf Irae como 

consecuencia un engrosamiento de la pared dA los órganos, 13 Sus 

manifestaciones pueden aparecer 10 o 30 anos después de la fase aguda, 

avanzando progresivamente hasta lograr la total destruo:ión del tejido, provocado 

por sustancias citotóxicas liberadas por el parásito 3001 

En varias áreas endémicas de América Latina se observa con más frecuencia la 

forma digestiva de la infección chagásica consistente en visceromegalias, 

especialmente en megacolon y megaesófago. 3S En México se han descrito 

algunos rasos de estos megasíndromes, en los estado,;; de ChIspas. Guerrero. 

Oaxaca, Jalisco y Tabasco. la cardiopatía chagásica crónlCél es la mas 

frecuente, 18 

,- ',', 1< 
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Fase aguda. 

Esta fase tiene una duración de 4·5 semanas post-infección. Es muy frecuente en 

niros menores de 5 aflos y con menor incidencia después de los 15 años. 29 pero 

también puede presentarse a cualquier edad. La enfermeaad se manifiesta por 

una reaCCión febril de moderada severidad que raramente excede de los 40°C, 

con carácter de intermitente o continua. 

H3y dolor muscular, sudor, hepaloesplenomegalia moderada, irritabilidad extensa, 

linfoadenopatía, anorexia y algunas veces vómito y diarrea Puede haber 

mantfestaciones de miocarditis con dilatación cardíaca y cambios 

electrocardiográficos, hipotensión y taquicardia; la agresión al sistema nerlllOSOS 

central puede manifestarse por una encefalomielitis o meningoencefalltis de 

consecuencias letales en un 8% de los casos y que afecta principalmente a 

nit\os.:IO Las lesiones en la fase aguda de la enfermedad son de tipo inflamatorio 

caracterizadas por una ruptura de células y la aparición de tripomastigotes en la 

sangre en donde antigenos y sustancias tóxicas son liberadas, aunque el paráSIto 

puede encontrarse en cualquier parte del organismo tiene predilección por células 

del sistema reticulo endotelial, músculo esquelético o cardiaco y por el sistema 

nervioso central aunque la infección en células del músculo liso en esófago y 

colón son también frecuentes en algunos casos, en éstos sitios los Infiltrados 

celulares estén compuestos por neutrófilos polimotionucleares monocitos y 

linfocitos." 

Fa •• Indeterminada o de latencia 

Caracterizada por una serología positiva y/o un xenodiagnóstlco pOSitiVO l.'3s 

parác:itos continúan una lenta multiplicación intracelular dentro de los órganos y 

tejidos del hospedero. 

" 
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1.3.1 Reservonos 

Otro aspecto importante en el estudio de la enfermedad de Chagas, es el que 

concierne a los reservorios, un tema pocr ttsludiado y por lo tanto un área con 

poca información de lo que ocurre en el país En México se han reportado como 

reservorios del parásito a: Didelphis marsupialis (tlacuache), Dasypus 

novemclnctus (armadillo), Cannls 'IImlliarls (perro) y Mus musculus (raI6n) 

Finalmente en 1993, un estudio realizado en el estado de Morales, reporta la 

presencia de reservaríos peridomésticos de T.cruzl corr'o importantes en la 

infección para esa zona del país. señalando a Suis domesf/cus (cerdo) como un 

resef\lQfio infectado naturalmente, 28 

1.4. Pltologla de la enfennedad 

Se conocen de tres a cuatro fases en el desarrollo de la InferClón 27 

Periodo de Incubación. 

Tiene una duración de 7 a 10 dias, comenzando poco después de la penetración 

al tejido conectivo del hospedero, provocando una reacc.lÓn InflamatOria local 

conocida como signo de Romal"la si la vía de entrada fue 9 través de la mucosa 

palpebral, teniendo como consecuencia un edema indoloro en los parpados 

conjuntivitis y adenopatia regional; o bien chagomas de inoculación SI la via de 

entrada fue en cualquier otro lugar del cuerpo; t:ln algunos casos pueden 

presentarse edemas generalizados Durante este periodo preliminar de 

incubaci6n los amastigotes proliferan dentro de lao; células del tejido Infectado 

para desarrollarse en tripomastigotes. Al romper la célula los tripomastigotes se 

liberan hacía el torrente sanguíneo para infectar de nuevo a otras células 

propagándose la infección. 2e 
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1.2. Mecanismos de Transmisión 

La transmisión de esta enfermedad se da habitualmente a través de triatómlnos 

vectores y por contaminación de la piel y mucosas con las deyecciones del 

insecto como ya se menciono en el ciclo biológico; también se transmite por 

transfusión sanguinea proveniente d Individuos infectados con T.cruzi. este 

mecanismo es el responsable de alrededor del 20% de los casos de 

tripanosomiasis americana, siendo la segunda causa de infección en el hombre, 22 

Otros mecanismos de transmisión menos comunes lo constituyen la vía 

transplacentaria (de madres chagásicas embarazadas haCia sus bebés. con un 

riesgo de infección de 0.5 al 6% para los hijos),23 el trasplante de órganos, la 

ingesta de leche matema, accidentes de laboratorio el uso de animales de 

laboratorio. el desollamiento de animates y la ingestión de carne parasltada 

semicruda o de bebidas contaminadas con materia fecal de trialominos 2. 

1.3. Vectores 

Existen varias especies de reduvidos transmisores Importantes de T.cruzi En la 

República Mexicana se distribuyen un mínimo de 25 especies del género 

TrI.foml, una del género Rhodnlus, una del género Dlpeta/ogaster, dos del 

género P.ratrl.toma, una del género Panstrongy/us, dos del género Be/mlnus 

y dos del género Eratyru •. En total, 34 especies de triatóminos pertenecientes a 

siete géneros distribuidas en todos los estados, en su mayor parte ubicados en la 

vertiente de! Pacifico, lo que hace suponer que la zona probablemente endémica 

abarque cerca de las dos terceras partes del territorio nacional; sin embargo es 

probable que el número sea mucho mayor y la d,stribución mas amplia, pero el 

atraso mexicano en el estudio de la Iripanosomiasis americana ha Impedido su 

conocimiento. Por su mayor distribución geográfica y domesticidad, las especies 

mexicanas de mayor importancia son R. prolixus, T. barbier¡, T.dimidiata, 

T.phyllosoma, T./onglpennis y T.picturata ~ 

11 
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Figura 3. Ciclo de vida de T.cruzi. Se muestran las diferentes fases de desarrollo 
de T.cruzl en el vector y en el hospedero humano. (Tomado de Kalz, M, 
Despornmier, 0.0, y Gwadz, RW. 1988. Parasltlc Olsea:ses. Spnnger Verlag 
New YorK. 301 pp. 
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1.1.3 Ciclo de vida 

El T.cruzl es un parásito heterogéneo, ya que en uno de los estadios de su vida 

vive en la sangre o fijo en tejidos de una gran variedad de vertebrados, y durante 

otro estadio, habita en el intestino de los invertebrados hematófagos. Esto 

depende de la capacidad que tiene el .,;trásito de transformarse o adaptarse a 

cambiar según cambie su medio ambiente. 21) 

Por lo tanto, el ciclo de vida empieza una vez que los tripomasligotes melacictlcos 

(liberados con las deyecciones del triatoma al momen',o de alimentarse) penetran 

en la piel del vertebrado hospedero a través de punciones o abrasiones cutáneas, 

se Introducen en las células del tejido laxo, vecino al sitio de la penetración y 

adquieren la forma de amastigote los amastigotes se multiplican por fiSión 

binaria, repletan la célula que termina por romperse, y los parásitos salen a la 

circulaci6n bajo el aspecto de tnpomastigotes diseminándose por todo el 

organismo, Estos tripomastigotes penetran en nuevas células, se transforman en 

amastigotes para reproducirse, rompen las células repletas del parásito y vuelven 

a circular como tripomastigotes, repitiéndose muchas veces este ciclo. El ciclo 

biológico se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los triatomas 

hematófagos. En resumen, en los triatomas la infección es del tubo digestivo. con 

trlpomastigotes en el intestino anterior y posterior, y con epimastigotes en el 

inteslino medio En el mamífero la infección es sanguínea y tisular (Figura 3 )21 
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1.1.2 Morfologla 

T.CfUZI presenta variaciones morfológicas, fisiológicas, ecológicas y patogénlC8s 

que han permitido identificar cepas diferentes y por eso se ha propuesto 

considerarlo como el complejo cruzi en lugar de una simple especie. (Figura 1) 

T.cruzl en sus diversos hospedl.Jros y en medios de cultivo presenta cuatro 

estadios morfológicos: eplmastlgotes, tripomastigotes, amastigotes y 

promasügotes; 1. pero generalmente s610 se conSideran los tres primeros 

estadios. (Figura 2)" 

El trlpomastlgote es un fiagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 ~lm de 

longitud y 2 ~m de ancho, presenta un gran núcleo cen\rovesiculoso clneloplasto 

su~erminal posterior al núcleo y el cual esta formado prinCipalmente por ONA y 

le encuentra asociado a una gran mltocondria. El flagelo esta adherido a la 

membrana ondulante del parasito y sale libre en la porción anterior para moverse 

activamente como un chicote, Este estadio morfológico se encuenlra en la sangre 

de mamlferol, as! como para los trialómas cuando é!.tas chupan sangre de un 

animal u hombre infectadas, 

El eplmasUgote, es de aspecto fusiforme, con 20 a 40 ~lm de longitud y el 

clnetoplasto se encuentra antenor al nucleo, el flagelo forma una pequeña 

membrana ondulante, Este estadiO morfológiCO se multiplica en el Intestino de los 

triatóminos profusamente, para dar lugar a los tnpomastigotes metaciclicos asi 

como también en los medios de cultivo 

El ama.tlgote, es la forma redondeada, mide de 2-35 ).1m, Sin flagelo libre al 

miaoscopio electrónico el flagelo se ve dentro de una bolsa, además presenta un 

núcleo y cinetoplasto, Se encuentra en el interior de las células del hospedero 

mamlfero y ahl se multiplica profusamente, (Figura 2)18 1$ 
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1.1. Blologia de T.cruzi 

1.1.1 Posición taxonómica 

Reino · Prol/sta 

Subreino ProtOZOB 

Phylum : Sarcomastigophora 

Subphylum : Mastlgophora 

Clase Zoomastlgophora 

Orden · Kinetopla.tJda 

Suborden · TrypanolomatlnB 

Familia · TrypanolomatidB8 

G6nero Trypanoloma 

Especio cruz/.u 

El subphylum Mastigophora incluye a todos los protozoanos que comúnmente se 

conocen como flagelados, se caracterizan por tener flagelos en su forma 

trofozolde. Muchas especies habitan en sistema C:lrculatono y tejidos su 

reproducci6n es asexual por fisión binaria ¡ntracineta! \O 

T.CfUZI le incluye en el orden Kinetoplastida. debido a Que presenta una 

estructura caracterlstica: el cinetoplasto. el cual se localiza en la reglón antenor 

del cuerpo, asociado a mitocondria. esté constituido fundamentalmente por ácidos 

nucleicos que le confieren la capacidad de autodupllcación Los miembros de la 

familia Trypanosomatidae tienen forma alargada, presentan un solo núcleo y un 

blefaroblasto del cual se origina un flagelo que forma el margen exterior de la 

membrana ondulante. Son polim6rficos, pudiendo presentar estadios flagelados y 

no flagelados a lo largo de su ciclo de vida. 15 
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LI trt~somlll-'. como muchas enferemdades parasitarias esta ligada al 

aubdnerToIlo ec:on6mlcQ Y social. la estructura de la poblacl6n y los movimientos 

pobIec:tor1I!tu, como la migracl6n del campo 8 las ciudades e inmigración 

constltuyon OCIO flCtor de rltogo en la transmisión de I1 enfermedad " La falla de 

MMc:6oI de .. Iud en 'e. zona. Male •• 11 como 1I no contar con métodos de 

CIi8gnclItIco _lbIn, constituyen otro flCtor de ringo en la transmi,lón de la 

.. ~., _ zona. CIbe menclonw, que l. het"ogeneldld entre cep., 
de T,ctllZl, ...... probtemn grevtl en .1 dlegnOstlco, OCtllonando lal,ol 

posrttvol o negattvol. lJ Por 'e' •• motlvOI ... di 0'11'1 Imere, •• Iudlar 1I par •• ilo y 

tu ..... amo. 



3.1 Objetivo General 

Implementar las condiciones metodológicas de la técnica de peR, para usarla 

como herramienta en el estudio y caracterización de aislados de T.cruzi así como 

en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

3.2 Objetivos especlficos 

• Establecer las condiciones metodológicas de la técnica de PCR amplificando 

una secuencia muy conservada y altamente repetitiva de el DNA cromosomal 

de T.cruz/, para ser usada en el estudio de aislados del parásito así como en el 

diagnóstico de la enfermedad. 

• Determinar la especificidad y reproducibilidad de la técn,ca de PCR empleando 

diferentes cultivos axenicos de T.cruzl. 

• Caracterizar 12 parásitos diferentes de T.cruz;, determinando semejanzas 

proteicas, antigénicas y genéticas 

':2tvf":">,' .. " 
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Si la PCR es una técnica sensible y específica que amplifica canlldades minlmas 

de ONA, usando iniciadores con una secuencia especifica de T.cruzi. entonces 

esta amplificación puede servir para la identificación y caracterización de aislados 

del parásito y por lo tanto usarse como prueba diagnóstica de la enfermedad de 

Chaga •. 

.21 •. 



5.1 TIpo d ••• tudio 

El estudio es de tipo observacional, prospedivo y comparativo, con vanables y 

condiciones controladas previamente establecidas con el fin de obtener 

resultados especificos. 

5.2 Población de estudio 

Se usaron 12 parásitos de T.cruzl obtenidos de pacientes con enfermedad de 

Chagas, donados por el Instituto Nacional de Ref¡;renclas Epldemi!óglcas 

(INDRE) 

5.3 Variables: 

5.3.1 Variable. dependiente. 

La presencia de diferencias proteicas, antigénicas y genéticas entre los aislados 

de T.cruzl. 

5.3.2 Variable. Independientes 

La secuencia de los iniciadores para la PCR 
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Los resultados obtenidos al usar los extractos proteicos para determinar el título 

de anticuerpos por el método de ELlSA, utilizando los sueros de ratones 

inmunizados con T.cruzi se presentan en la Tabla 2, ~n donde se observa la 

relación que existe entre los títulos más altos y la capacidad inmunogenlGa Las 

cepas Progreso, Agripina, BPB, y Cocula; (esta última presentó un patrón proteico 

de 5 bandas) mostraron títulos que van desde 1: 1024 a 1 :2048 con su respectivo 

patrón proteico de 11 a 18 bandas. Las cepas Cid, Zachlla y TuxUas presentaron 

tftulos de anticuerpos de 1:512 (moderados) con un patrón proteico muy 

abundante, por último, las cepas Ninoa, Petaquillas. Amarilla, Fldelfa y Miguz 

tuvieron titulas muy bajos (1 :8), y solo 2 bandas proteicas 

CEPA TITULO DE No. DE BANDAS 

ANTICUERPOS PROTEICAS 

AGRIPINA 11024 16 

PROGRESO 1:1048 11 

AMARILLO 1 :8 2 

PETAQUILLAS 18 2 

BP8 1 1024 18 

NINOA 18 2 

CID 1 512 14 

FIDELFA 1 8 2 

TUXTLAS 1 512 11 
--

MIGUZ 18 2 _. 
COCULA 12048 5 

ZACHILA 1 512 15 

TABLA 2. Correlación entre las bandas antigénicas y el titulo de anticuerpos 
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5.4.16 Digestion del DNA con endonucleasas ~~e restricción. 

Las digestiones se llevaron a cabo preparando las mezclas de reacción con 1 ~lg 

de ONA, amortiguador de enzima y 1 ~L de la enzima EcoRI La digestión se 

realizó a 37°C, durante 18 hrs. La re ación se detu .... o a -200C n 

6.4.17 Electroforesls sobre gel de a9~rosa. 

Los fragmentos amplificados y las digestiones de ONA se separaron segun sus 

pesos moleculares por electroforesis sobre un gel de agarosa al 1 %, usando 

como amortiguador de corrida TAE (Tris acetato 0,04 M 't EDTA 0001 M) con 

bromuro de eUdio (1mglmL). Se corrió el gel a 80 .... olts durante 45 mln Enseguida 

el gel se observó sobre luz W y se fotografió, 

5.4.18 Aninolo ntadlotlco. 

Los resultados obtenidos fueron analizados por comparación 

5.4.18 Diagrama de Flujo. 

1 AISLADO~ DE 1 
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[ 
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DEL DNA I ! I l PURlnCACION I 
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5.4.15 Amplificación por peR. 

Se trabajó en condiciones de maxima I .. terilidad posible, ya Que una sola 

molécula de ONA contaminante pudo ser amplificada y afectar nuestros 

resultados. Para verificar la especificidad de las bandas de amplificación con los 

iniciadores, se realizó con un testigo negativo (con todos los reactivos necesarios 

para la amplificación pero con ONA de ameba). 

La amplificación se basa en ciclos repetitivos de desnaturalización del ONA molde 

al calentar 894°C por un minuto, seguido de una disminución de la temperatura a 

580C que permite el alineamiento de los iniciadores con las secuencias 

complemontarias que se encuentran en el DNA y un posterior calentamiento a 

7~C, donde comienza la slntesis de nuevas cadenas de DNA con los 

deoxirribonucleótidos (dNTP) que se encuentran en el mediO de reacción, por la 

Taq polimerasa , a partir del extremo 3'·QH de cada Iniciador 

La mezcla de reacción se realizo en 100 IlL de: 

, .• 10 J,ll de amortiguador específico de Taq polimerasa pH 8,3: Tris-HCI 10 mM 

pH 8.3, KCI 50 mM. (Todos los reactivos son PERKIN ELMER CETUS) 

2. - 2 ~L de cada dNTP 2 uM: dATP, dCTP, dGTP. dTTP 

3 • 'IlL de cada iniciador conteniendo 50 ng de cada uno La secuencia es 01 

" CGC-AAA-CAG-ATA-TTG-ACA-GAG 3' y 02 5' AAC-CAC-AGG-TCA-CAC­

ACT.TGT 3' 7' 

4. - x III del ONA a amplificar conteniendo 200 ng 

5. - 0.51ll de Taq polimerasa 2.5 U/100 ¡..¡L 

6. - 10 IlL de MgCh 200 nanoM, 

7 .• Agua cbp 100 1lL. 

las muestras preparadas se colocaron en el termociclador con el siguiente 

programa: 

• 1 ciclo de 5 mino a 94°C 

• 30 cirios de 1 min a 94°C, 45 seg a 58°C, y 2 mln a 72°C 

• , ciclo de 5 min, a 72°C, finalizando con 20 min a 4°C 
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5.4.13 Extracción de DNA de T.cruzi 

El DNA fue extraído a partir de los sedimentos obtenidos después de la cosecha 

de cada uno de los doce aislados de T CruL' Se resuspenden 1 x1 O~ flageladaslmL 

en una solución de cloruro de sodio O 15M, EDTA O 1M. Proteínasa K (SIGMA) a 

una concentración final de 0,1 mg/mL y dadesi\ sulfato de sodio al O 5% final La 

mezcla se incubó durante 3 h a 55°C en un baño Maria Las proteínas se 

eliminaron por extracciones sucesivas Se agregó primero una solución de Fenol 

pre-calentado a 65OC. pH 8 en relación volumen a volumen a la suspensión 

digerida y se mezclo vigorosamente, luego ~e centrifugó 10 min a 10000 r.p m y 

4°C. Se recupero la fase acuosa y ~e realizó una segunda extracción con fenol· 

cloroformo-alcohol isoamilico De igual forma se realizara" airas dos extracciones 

con una solución de cloroformo-alcohol isoamilico y éter, recuperando siempre la 

fase acuosa que es la que contiene el DNA. 

El DNA recuperado en la fase acuosa se precipitó con acetato de sodio al 10% 

del volumen final y 2.5 volúmenes de etanol frío, toda la noche a ·20°C Después 

se centrifugó a BOOO xg durante 30 mino a 4°C Se obtuvo el DNA precipitado, se 

secó y se resuspendió en 100 I-LL de TE '1 RNAsa a una concentración final de 20 

mglmL. La solución se Incubó 30 mln a 37°C Se realizo una ultima extracción 

con fenol-eloroformo-elcohol isoamUico para purificar y eliminar el RNA 

Finalmente se re-precipitó en acetato de SodiO al 10% del volumen final y 25 

volúmenes de etanol frio, durante 1 h. a -20"C El DNA se secó y se re suspendió 

en un volumen mlnimo de TE 

Una vez obtenido, la medición de la absorbancia del DNA se llevo a cabo a 260 

nm, obteniendo la O O para calcular su concentración y verificar su pureza 

5.4.14 Purlflcacl6n del DNA. 

Una vez obtenido el DNA se purifico usando el Kit PREP-A-GENEtm DNA 

PURIFICATlON de BIO-RAD Se purificaron 21.19 de el DNA obteniendo al final un 

85% de rendimiento La purez.a se determino leyendo la O O a 260 y 280 nm en 

un espectrofotométro SORVALL DU6000 
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tiras de membrana para incubarlas a temperatura ambiente por espacIo de 2 h 

con las muestras del suero de ratones inmunizados diluidos 1·1000 en PBS, cabe 

mencionar que para cada ensayo se metie ..... " dos controles, uno positivo y otro 

negativo con los que se validaron los resultados de cada experimento. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se agregó el segundo anticuerpo antt-lgG 

de ratón acoplado a peroxidasa de rábano (Inmunology Products No 97045A) a 

una dilución 1:500 en PBS-Tween. Las tiras se incubaron 2 h a temperatura 

ambiente. las incubaciones con cada uno de los anticuerpos fueron sucedIdas 

por dos lavados de 15 minutos cada uno con PBS-Tween. Las tIras se revelaron 

agregs"do el sustrato 4-Cloro. 1-Naftol (SIGMA) en una concentración de 3 

mgJml en PBS y peróxido de hidrogeno La reacción se llevó a cabo a 

temperatura ambiente y se paró con agua destilada 

5 .... 12 Tlnclón con Nitrato de Plata 

Se determinó cualitativamente, el número de proteínas tolales y su peso 

molecular de los doce aislados de T.cruzl Mediante una electrafarésis en Gel 

Preparativo de Poliacrilamida al 10%, se prepararon 400 ug de proteínas del 

extracto total de cada una de los aislados. El gel fue fijado en áCido tnclara 

acético al 20% durante 2 h Se lavo en metanol al 50% y dos veces en agua para 

rehidratar el gel. Posteriormente, el gel se coloco en solución dlamlno de plata 

(Hidróxido de Sodio 0.36%, Amonio 35% y Nitrato de plata al 20%) durante 15 

mino Inmediatamente después se adiciono solución red'Jctara (Ácido Cítnco al 1 % 

Y Formaldehido 36%) hasta visualizar las bandas proteicas Lavar en agua dos 

veces y detener la reacción con metanal 45% y áCIdo acética 10% 



5.4.10 ELISA 

Se determino el titulo de antIcuerpos anti-T.cruzi en el suero de los ratones 

inmunizados. Este ensayo también SP. hIzo con sueros de ratones Sin Inmunizar 

como control negativo Se utilizarO,l placas Nuclon, las cuales se sensibilizaron 

con 10 j.lg/mL de extracto total de la cepa COCULA en PBS Se Incubaron toda la 

noche a 4°C, posteriormente fueron centrifugadas a 2500 r.p.m. durante 5 mm En 

una centrifuga lEC Centra-B. Los sitios de pegado Inespecífico se bloquearon 

durante 1 h a temperatura ambiente con Albúmina Sénca Bovina (SIGMA) al 5% 

en PBS-Tween (Monofosfato de SodiO O.36g, Difosfato de Sodio 1.059, Cloruro de 

Sodio 8.77g, Tween 20 O 20 mL, pH 7 2) Se realizaron 5 lavados de la placa con 

PBS-Tween. Se agregaron por triplicado las muestras de suero diluIdas 1 500 en 

solución de anticuerpo Incluyendo los controles con los cuales se validaron los 

resultados para el expenmento. Se Incubo durante 1 h a temperatura ambiente y 

posteriormente las placas se lavaron como ya se menciono Se agregó el segundo 

anticuerpo, anti-IgG de ratón acoplada a peroxldasa (lnmunology Products No 

97045A) diluido 1: 1 000. Las placas se incubaron 1 h a temperatura ambiente 

después se lavaron en forma similar a los pasos anteriores y finalmente la 

reacción se reveló agregando como sustrato O-Fenildiamina (SIGMA) en 

amoniguador citrato-fosfato pH 5. las placas se incubaron 15 mln a temperatura 

ambiente. La reacción se paró con áCido sulfúrico 4N Se midió la denSidad óptica 

a 450 nm en un lector para ELlSA LKB WAlLAC Ollive\ll 

5.4,11 Inmunotransferencia 

Mediante un corrimiento electroforetico en gel de POliacrilamida al 10%69 

(Apéndice 2) se prepararon 400 ug de pruteinas del extracto total de la cepa 

COCULA, Las proteínas se transfineron a una membrana de nitrocelulosa de 

O.2~M (Trans-Blot-Transfer Médium Bio-Rad) durante 90 min a 350 mA. 120 V 10 

en amoniguador de transferencia (Apéndice 4) la membrana se bloqueó durante 

toda la noche a 4°C Albúmina Sénca Bovina al 1 % en PBS-Tween Se cortaron 



5.4.6 Esquema de Inmunización 

Se distribuyo en forma aleatoria 13 grupos de 24 ratones de la raza Balb/c de B 

semanas de edad, se inocularon directamente 1 x101 flagelados de T.cruzi/mL, 

como única inoculación. Después de 30 días ~ J sacrificaron. 

5.4.7 Preparación de antfgeno 

Después de cosechar, el cultivo se revisó al microscopio para verificar que no se 

encontrara contaminado. Se contó el número de parásitos por mL usando una 

cámara de Neubauer. El botón formado se resuspendi6 en 1 mL de solución de 

lisis con inhibidores de proteasas (PMSF 1Mm y PHMB-Tris 10mM) Se rompieron 

las célL.:las por congelación duranle 30 mino Se cenlnfugaron a 10 000 r p m 

durante 10 mln a 4°C El sobrenadanle (extracto lolal) se recuperó y almacenó en 

tubos ependorf a -200C hasla su uso. 6lI 

5.4.8 Cuantificación de protelnas 

La determinación de la concentración de proteínas del extraclo se realizó leyendo 

la densidad óptica en un espectrofómetro SORVALL DU6000 a 280 nm 

6.4.8 estandarización de ELlSA 

En el ensayo se determinó el litulo de anticuerpos anli-T.cruzi en los ratones 

utilizando diluciones del suero de 1:250, 1'500 y 11000 para determinar la 

dilución optima. Cada muestra se analizó por triplicado El punto de corte 

medianta el cual se determinó el rango de positividad de la placa se establecIó 

por medio de la media pobtacional mas/menos dos desviaciones estándar 

" 



NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN 

Agriplna Morelos Triatomino 

BPB Veracruz Tlacuache 

Cid Oaxaca Humano 

Cocula Oaxaca Humano 

ZachUa Guadalajara Humano 

Amarillo Guadalajara Humano 

Progreso Veracruz Humano 

Tuxtl •• Veracruz Humano 

Fldelfa Morelos Humano 

Petaqulllae Guerrero Humano 

Mlguz Morelos Triatomino 

Hlnoa Oaxaca Humano 

TatI4a 1 ongen geogrtnco y hue,ped mlmllltfo o vector de las 12 81Slldol de T.cruz; UUd05 en Mle 
"tudio 

6.4.5 Cultivo de Parisltos 

Se cultivaron epimastigotes de los doce aislados de T.cruzi. los cuales se 

mantuvieron a 2SOC por un penodo de 8 di as en mediO LIT (Llver InfuSión 

Triptose)87 (Apéndice 1) a pH 72 los aislados se cultivaron en cajas Nunc de 50 

mL conteniendo 15 mL de medio LIT y un total aproximado de 1x10B parasltos!mL 

Para llevar a cabo la investigación el parásito, fue cosechado en tubos Costar de 

50 mL a 15OOxgJ10 mino a 4°C en una centrifuga refrinerada Sorval1 RT6000B. Los 

parásitos fueron lavados con PBS 1 X (Fosfato de Sodio 10mM y Cloruro de SOdio 

150mM) (Apéndice 4). Se dividió en dos partes: una para !nmUOlzar ratones y la 

otra para extraer el ONA y el antígeno. 



Vasos de precipitado Pyrex 

100, SO, 5 mL 

Frascos Pyrex con tapón de rosca 

Matraz Erlenmeyer Pyrex con tapón de rosca 

Pipetas serológicas Kimax 

5.4.3. Material diverso 

Cajas para cultivo celular Nunc 

Tubos Costar 

Placas Nunclon Delta 

Tubos eppendoñ 

Puntas amarillas RT20 Rainin Instrument Ca, Inc 

Pipeta Costar 

Pipeta Robbins Scientific 

Papel filtro S&S poro 

Papel de nitrocelulosa 

Pipeta multicanal Labsystems & Flow Laboratories 

Gradillas. 

5.4 .• P.r •• ltos 

2000, sao, 250, 200 150, 

500, 250, 100 mL 

1000, sao, 250, 125 mL 

25,10,5,2,1,05, ° 2, mL 

200 mL 

1SySOmL 

1, ° 5 mL 

100 1000~lL 

1000~L 

25~¡L 

0.4 mm 

0.22 mm 

200"L 

Para el desarrollo del presente trabajo de investigación se emplearon doce 

parasitos diferentes de T.cruzl aisladas de vectores y de humanos Infectados 

obtenidas dentro de la República Mexicana (Tabla 1) Los aislados fueron 

prop.;;rcionados por el Instituto Nacional de Referencia Epidemiológica (INDRE) 



5.4 Mlteri.1 y Métodos. 

5.4.1. Equipo. 

Incubadora JM Ortíz a 37°C y SOOC 

Centrifuga refrigerada Sarval1 RT 60008 

Camara eledroforética mini-protean ti Cel! de Bio-Rad 

Camera electroforética SE-2SO Mighty 8ma\! 11 Hoeffer 

Camara de transferencia electroforética TE 22 minl-Transphor 

Thermostatic Circulator 2719 Multitemp 11 

Cantrifuga lEC Centra-8 

Lector de ELlSA LKB WALLAC Olivettl 

Espectrofot6metro Bekman DU 640 

Microcentrifuga Nanofuge 

Microcentrifuga Costar 10 Continua 

Termociclador Perkln Elmer Cetus 

Transiluminador de UV Mighty Brighty Hoeffer 

Camera instantanea PolarOid DS34 

Rotator de agitación variable Yan Kee 

Baflo Metabólico J_M Or 

Camera elec1roforética para geles submarinos mini-sub Cel! Blo-Rad 

Tennometro -10 a 20QOC 

5.4.2. Material de vidrio 

Tubos de ensaye Pyrex 

Tubos de ensaye Pyrex 

Tubos de ensaye Pyrex con tapón de rosca 

Matraz aforado Pyrex 

Probetas Pyrex 

13X75 mL 

13X100mL 

18X150 mL 

1000. 500, 250. , 00 10 ml 

1000.500 250. 100. 10 mL 



, " NII OISG\.JS10N 

La variabilidad protéica y antigénica de los 12 diferentes aislados de T.cruz; 

sugiere fonnar con ella tres grupos, El grup<, con las cepas Progreso, 8pa, Cid, 

Tuxtlas, Cocula y Zachila en donde el común denominador son las proteínas de 

116 y 45 Kda. El grupo 11 quedó integrado por las cepas Amarillo, Petaquillas, 

Ninoa, Fidelfa y Miguz con una proteína de 45 Kda común en ellas y finalmente el 

grupo 111 constituido por la cepa Agripina, con una sola proteína de 66 Kda 

Además, la mayoría de los aIslados Incluyó un número diferente de proteínas en 

un rango de peso molecular muy variable, pero muy semejantes entre ellas 

Evidentdmente, esto nos pone de manifiesto similitudes y diferencIas entre cepas 

de la misma especie. 

Existen estudios publicados que reportan diferencIas anligénicas entre las tres 

formas principales de T.cruzr y otros reportan la eXIstencia de vanabilldad 

protéica y antigénica en que influye el trasmisor de la Tripanosomiasis Africana 7. 

En el T.cruzl también podrran presentarse diferencias entre cepas. 

Además, de acuerdo 8 nuestra experiencia, para obtener mejores resultados, 

recomendamos usar cosechas de cultIvos frescos o en Su defecto que no tengan 

más de e días de cosechados, ya que las proteínas se degradan 

El significado de estos resultados se puede explicar por el hecho de que fueron 

obtenidas de diferentes pacientes con ubicación geográfica y vector diferente. y 

más aún provenientes de cultivos en donde existe una limilante como es el 

mantenerse en cultivo axénlco durante un cierto tIempo, en donde, Junto con la 

información genética ~per se" del paráSIto, ésta puede modIficarse mostrando un 

genotipo diferente 
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Los productos de dlgestlon con la enzima EcoRJ. se mut'lstran en la Figura 12 en 

donde se puede observar que los fragmentos obtenidos para cada una de las 

cepas son iguales 
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En este caso, al determinar la pureza se trato de eliminar el aceite mineral que 

quedo en exceso en el tubo, el OJal afecta el1 la lectura espectrofotométnca 

CEPA ONA flglmL RELACION ONA ¡.¡glmL RELACION ONA ¡.¡glmL 

AISLADO 260f280 PURIFICADO 260f2ao AMPUFICADO 

AGRIPINA 78.57 13 7-4.36 17 179.22 

PROGRESO 54.lB 
" '256 " 136.98 

AMARillO 3285 , , 19 53 , 5 134 87 

PETAaUILLLAS 62.67 13 9.65 " 144 27 

BP8 66.50 '5 10.43 " 14-4.27 
~ 

NINOA 28.37 '2 12.19 '6 140.31 
-

CID 58.53 12 32 SO '6 149 12 

Fl0ELFA 72.48 " 56.56 " '-49 12 

TUXTlAS 36.12 '2 26.-42 , .6 1-4-4 27 

MIGUZ 153.98 " n.a.. '8 17922 

COCULA 61.71 15 20.-47 " 136.87 

ZACHILA 45.58 1.5 2'.-41 " '49.12 

TASLA 4. Aislamiento, purlflcadón y ampllficacl6n de el DNA genom,co de 12 capas de T.cf1Jzl 

Las Figuras B, 9, Y 10 muestran los resultados de la eleclroforesls en gel de 

agarosa al 1 % del ONA genomico y amplificado de cada una de las cepas 

Se observa en todas las cepas, la presencia de una banda de 23 1 Kb que 

corresponde al ONA genomico y una banda de O 320 Kb que corresponde a la 

amplificaci6n. 

Ademas, en la Figura 11 se observa el resultado de un COrrimiento electroforetlco 

usando O"'A de T.cruzi, Enlamoeba hislolitica. Giardia lamblia y 

AC2:!tamoeba castellani. en donde solo se obtuvo una banda de amplificación 

de 0.320 Kb para el ONA de T.cruzi 



CEPA No. DE PM (KDa) No DE PM (KDa¡ GRUPO 
BANDAS BANDAS 
TOTALES ANTIGENICAS 

AGRIPINA 16 94.66Y45 16 66 '" --PROGRESO " 116-45 " 116·45 , 
AMARIllO 15 116-45 2 45 " 
PETAaUILLAS " 116-45 2 45 11 

BPa " 116-45 " 116-45 , 

NINOA 5 94-45 2 45 " 
CID " 116-45 14 116-45 , 
FIDELFA 20 94-45 2 45 11 

UXTlAS 15 116-45 " '16-45 , 
MlGUZ 21 , 16-45 2 45 " 
COCULA " 116-45 5 116-45 , 
ZACHlLA " 116-45 15 '16-45 , 

TABLA 3. Relación del bandeo entre las 12 cepas de T.cruzi 

Con respecto a los resultados de la extracCión y purificación del ONA total de las 

12 cepas de T.cruzl así como los de amplificación, se encuentran en la Tabla 4 

Se observa que con el método de extracción fenóllca so obtIenen concentraciones 

bastante aceptables para cada una de las cepas, con una pureza aproxImada de 

1.1 a 1.5, dependiendo esto del RNA y de las proteínas de la muestra que no 

fueron extraídas. La pureza se obtuvo dIvidiendo la O O de 260 entre la de 280 

nm, en cada una de las cepas (Tabla 4) 

También se puede observar, que con el método de purificación, la concentración 

de el ONA genómico se ve dIsmInuida en relaclén a la concentración obtenIda 

inicialmente. Aunque en el ONA purificado la pureza aumento. encontrándose 

desde 1.5 a 1.9. Estos resultados se presentan en la Figura 7 

Después de los 30 ciclos de amplificación con 200ng de ONA genomlco de cada 

una de las cepas de T.cruzi. se obtienen concentraciones de 6_8X10e veces más 

del ONA amp(ificado en cad;:! una de estas cepas 



Se obtuvieron aproximadamente 18 75Xl07 flagelados/mL en los cultivos de cada 

una de las cepas. 

De los extrados proteicos, se encontró que la separación de las proteínas de las 

12 cepas de T.cruzi por electroforesis, .lastró dlfPrenclas entre ellas. 

relactonadas con el peso molecular.(Figura 4) Enlre las cepas se presentaron con 

mayor intensidad de 16 a 18 bandas totales, de las cuales. el peso molecular 

vario dentro del rango de 45,000 a 116,250 Daltonas (Da) 

En la Figura 4A se muestra que las cepas BP8, Tuxtlas. Progreso, Petaqulllas, 

Amarillo y Cid, no presentan granrles diferencias entre ellas además de tener una 

banda común en todas, que corresponde a 116,250 Da 

• 
Por otro lado, las cepas Zachila, Agnplna. Nlnoa y Fldelfa no presentan la banda 

de 116,250 Da, por lo demás son semejantes entre sí (Figura 48) 

Laa cepas Cocula y Mlguz, solo muestran la banda de 116.250 Da ya que no 

tienen buena separación en el patrón electroforetlco Todos estos resultados se 

observaron, con la ayuda de la Tinclón de Plata 

El número de bandas obtenidas en el Souther bloct para cada una de las cepas 

fue variable, esto dependió de la antlgenicldad de cada una de éstas El bandeo 

correspondió al mismo rango de pesos moleculares que el visualizado con la 

Tindón de Plata. Estos resultados se presentan en las Figuras 5 y 6 La relación 

de las bandas totales y las antigénlC8s de todas las cepas se presenta en la Tabla 

3, indicándose el rango de pesos moleculares para cada una. 

En la tabla podemos observar, que no ladas las cepas presentan el mismo 

número ae bandas en su patrón proteico y antigénico 

" 



VIII CONCLU$IONl:$t 
~' ~. .',": " 

El análisis de Inmunotransferencia reveló Ve . labilidad proteica y antlgénica entre 

las 12 cepas mexicanas de r,cruzi, encontrando diferencias en algunas. lo que 

nos llevo a formar 3 grupos isoenzimaticos diferentes. 

Por medio del estudio con la PCR se logró establecer las condiCiones 

metodológicas para llevar a cabo la amplificación del ONA de T.cruz;, obteniendo 

amplificaclones de O 320 Kb. Se corroboró entonces al valor de la PCR para 

realizar estudios genéticos resultando ser una técnica rápida. muy sensible y 

especifica capaz de detectar al parásito y evitar así las reacciones cruzadas 

Al realizar los cortes con la enzima de restricción EcoRI, se encontró que los 

fragmentos cortados son iguales o casi iguales en lodas las cepas ya que no se 

pudo diferenciar la banda. Esto no quiere decir que no existan diferencias en el 

genoma del parásito, sino que la enzima utilizada para el estudio no nos permite 

hacer una diferenciación en bandas con pesos moleculares muy cercanos. 

El uso de las técnicas de 6iologia Molecular ha venido a revolucionar el 

diagnóstico de las enfermedades infecciosas dificlles de detectar, como se puede 

observar con el uso de la Reacción en Cadena de la PO·lmerasa (PCR) 

4]' 



En este estudio la amplificación de fragmentos comunes bien conservados de la 

~i6n del ONA cromosomal, nos proporcionó un método especifico y sensible 

capaz de detectar células de T,cruzi, independientemente del huésped y del 

vector con el fin de diagnosticar la enferme<1 :t 

Comparando estos resultados con los estudios que se han hecho acerca de la 

impleme:ntación de las diferentes condiciones para la realización de la técnica de 

PCR,71 podemos llegar a decir que es una metodología con muchas "entajas que 

nos Ile"a a diagnosticar la enfermedad de Chagas con rapidez, precIsión y 

especificidad, que se puso de manifiesto 91 amplificar bandas de DNA de O 320 

Kb, Requena y colaboradores, reportan amplificaciones de 0.33 Kb, obtenidas de 

la misma región,aI) lo que nos hace suponer que nuestros resultados en la 

amplificación pertenecen al DNA cromosomal de T.cruzJ y que de esta manera se 

evitan las reacciones cruzadas, prinCipalmente las que ocurren con Leishmania,e~ 

Ilendo éste uno de los principales problemas que se presentan en el diagnóstico 

de la enfennedad. 

La PCR implementada por nosotros será de gran utilidad, en el diagnostico de la 

enfermedad de Chagas en cualquier estadio, dando resultados confiables. 

exactos en un tiempo más corto: y en la Identificación y caracterización de cepas 

de T.cruzJ, dado que se amplifica una reglón muy conservada del protozoario 



Igualmente, los resultados obtenidos de la variabilidad antigénlca, nos indican la 

diferente respuesta huésped-parásito en todas las cepas_ De ello se manifiesta 

que, no todas las proteínas de peso molecular mayor fueron antigénicas, como se 

observa en el grupo I con las cepas Progl.,.1S0, BPB, Cid y Tuxtlas, a diferencia de 

las cepas Amarillo, Petaquillas y Fldelfa (grupo 11), en donde solo dos de sus 

protelnas fueron antlgénicas correspondiendo al peso molecular de 45 Kda No se 

mostró diferencia entre las cepas del grupo 11. siendo esta proteína la mas 

antigénica de acuerdo al título de anticuerpos Se puede suponer que esta 

proteína es de utilidad diagnóstica, como sucedió en los estudios donde 

trabajaron con una proteína de 72 Kda (hsp 70),75 con cepas de T.cruzi 

Otro punto al respecto, es el reportado en investigaciones hechas con las 

protelnas de citoplasma/núcleo y proteínas mitocondnales Te de T.cruzi, en donde 

se dice que son las que confieren antlgenicidad al parásito y siendo Igualmente 

dependiente de factores lales como la temperatura, el estado del huésped el 

transmisor y otros. 

Estudios raalízados sobre el tema. Indican la eXistencia oe proteinas codificadas 

causantes de la antigenicidadT7 y algunos autores mencionan que los antígenos 

de T.cruzl son estado-especificos y su expresión varia de acuerdo a la cepa 7~ 

Por lo que inferimos que SI hay una plasticidad genética en el DNA de las 

regiones no conservadas de T.cruzl 

De acuerdo a nuestros resultados de 'o'ariabilidad genética, al dlgenr el DNA de 

los doce aislados de T.cruzl con EcoRl, no mostraron diferencias entre ellas 

La .qxplicación es que la enzima cortó en sitios conservados del genoma de 

T.cruzl siendo éstos muy parecidOS en las doce cepas estudiadas Para observar 

diferencias se tendría que digerir con otras enzimas y encontrar tal variabilidad, 

qua evidentemente existe por resultados obtenidos 

" 
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Composición: 

Medio de cultivo LIT (Uver Infusion Tryptosa) 

para Trypanosoma cruz; 

• Cloruro de Potasio (KCI) 

• Cloruro de Sodio (NaCt) 

• Fosfato dibasico de sodio (Na2HP04) 

• Glucosa 

• Triptosa (D1FCO. núm de cal 0124-D1-O) 

049 

409 

809 

209 

509 

• Infusi6n de Caldo de Hlgado tDIFCO núm cal 0269-17-7) 509 

• Hemina (SIGMA. núm cal H-2250) 

• Suero Fetal de Bovino (GIBCO. núm. cal 200-614AJ) 

250mg 

100ml 

• Se pesan 0.25g de Hemina y se disuelven en 5ml de trietanol amlna (SIGMA 

núm, cal. T-1377). 

Preparación: 

Con excepción de la hemina y el SFB. todos los componentes se disolvieron en 

agua bidestilada. ajustandose a un pH de 7 2. esterilizando en autoclave a 1200C 

con una presión de 1 atm6sfera durante 20 minutos Posteriormente se sometió a 

una prueba de esterilidad. dejándose a temperatura ambiente durante tres días y 

en completa oscuridad. finalizando ese período el medio se complemento con 

hemina. tomando 50~lL por cada 100mL de medio (quedando a una concentración 

de 25IJg de hemina/mL) y con el SFB al 10% Inactivado Antes de usarse, se 

realizó la prueba de esterilidad anteriormente ser'\alada 



Protocolo de electroforesis en co"diciones reductoras 

los análisis electroforeticos de los antigenos correspondientes a los cuatro 

aislados de T.cruzi, se realizaron en una cámara Mini-Protean II Dual Slab Cel! 

(Bio-Rad). 

Preparación de los geles' 

1. Gel separador al 12% 

Acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8% 

4X Tris-HCI pH 8.8 

Agua bidestilada 

1_66 mL 

125 mL 

2.08 mL 

Desgasificar la solución al vacio con agitación continua durante 15 minutos antes 

de agregar los siguientes reactivos_ 

Persulfato de Amonio al10% 

TEMED 

0016 mL 

0003 mL 

Agregar la solución entre los cristales de la cámara y esperar a que pollmerlce 

2. Gel concentrador al 5% 

Acrilamida al 30%-Blsacrilamida al O 8% 

4X Tris-HCI pH 68 

Agua bidestilada 

027 mL 

0.417mL 

1_017mL 

Desgasificar al vacío en agitación continua durante 15 minutos y postenormente 

agregar los siguientes reactivos: 

Persulfato de Amenio al 10% 0008 mL 

TEMED 0,002 mL 

Agregar la solución sobre el gel separador colocando Inmediatamente y con 

cuidado de no hacer burbujas un peine con las separaciones necesanas del 

numero de muestras que se desea analizar 

;, ' 

-



Muestra de análisis: 

la muestra Que se desea analizar debe r ·epararse en una dilución 1-4 con un 

amortiguador preparado en las siguientes condiciones. 

Tris-HCI pH 6.8 O.5M 

SOS 2% 

Azul de bromofenol 1% 

Glicerol 20% 

2-p-mercaptoetanol 2% 

La muestra diluida se hierve durante 5 minutos para desnaturalizar el contenido 

de proteinls y despues de hervirse se agrega en el gel concentrador 

Condiciones da corrida: 

La separación de proteínas por eledroforesls se realln a 200 Volts durante 45 

minutos aproximadamente usando un amortiguador de cOrrida preparado en las 

siguientes condiciones 

Tris-HCI 

Glicina 

SOS 

" 

25mM 

192 mM 

01% 



AP~NDlCE'nt 

Protocolo de Técnica de In mI. lotransferencia 

Para realizar la técnica de Inmunotransferencia se usó la cámara Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad Para realizar el inrnunoblot previamente se 

realiza un gel de electroforesls como previamente se explicó en el apendlce 1I El 

gel se remoja junto con un par de esponjas, un par de papel filtro y papel de 

nitrocelulosa (Schuel1 and Schleier No cal 401396) durante 10 minutos en un 

amortiguador para transferencla* 

·Amortiguador de transferencia 

-Trjsma:ti"a-s-é- -

Glicina 

Metanol 

25mM 

192mM 

20% a pH 8 3 

Pasado este tiempo se procede a colocar dentro de un cassette en forma de 

emparedado un papel filtro una esponja, el gel, el papel de nitrocelulosa y 

nuevamente un papel filtro y una esponja colocándolos con mucho cUidado 

evitando que se formen burbujas que Impidan el paso de las proteinas hacia el 

papel de nitrocelulosa. El cassette se coloca dentro de la cámara junto con una 

unidad de enfriamiento congelada dejándola transfenr durante una hora a 100 

volts. Transcurrido ese tiempo se cona una tira de papel transferido '1 se tiñe con 

colorante negro amida" para comprobar que la transferencia fue bien realizada 

lavándolo con una solución dester"lidora ... 

-Colorar.ia de Negro Amida 

Colorante Negro Amida 0.1% 

Isopropanol 25% 

Acido acetico 10% 

• .... Soluci6n destiñidora 

Isopropanol 

Acido acetlco 

25% 

10% 



AP~DICEIV 

Preparación de Soluciones 

Para preparar las soluciones siempre se us"" 19ua milliO 

"Fosfato bufferado salino PBS pH 7.2 

f-vsfato de sodio mono básico (NaH2PO •. H20) 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO.) 

Cloruro de sodio (NaCI) 

o 36g 

Disolver en agua destilada, ajustar el pH a 7 2 Y aforar a 1 Lt 

"Fosfato blt.'ferado salino plus PBST 0.05% (VN) Tween 20 

Tween 20 

PBS 

"Amortiguador de Lisis para Trypanosomas. 

Nonidet P-40 1 % 

Cloruro de Sodio NaCI 150mM, stock 5M 

Tris·HC110mM pH 7.6, stock 1M 

PMSF 100mM, stock 1 M 

EDTA 2mM, stock O.5M 

Aprotinina 

Pepstatina 

Leupeptina 

1 10g 

8779 

o 20ml 

400mL 

o lmL 

1 5mL 

o 1mL 

O lmL 

O 044~lL 

, pg/mL 

1 ~lg/mL 

1 ¡J.g/mL 

Mezclar suavemente sobre el buffer Tris-Hel todas las soluCIones, Llevar a 

un volumen final de 10 mL con agua milliO 

17 

-



APálolCEIV 

Preparación de Soluciones 

Para preparar las soluciones siempre se usó agua milliQ 

-Fosfato bufferado salino PBS pH 7.2 

Fosfato de sodio monobásico (NaH?PO._H20) 

Fosfato de sodio di básica (Na,HPO.) 

Cloruro de sodio (NaCI) 

0369 

Disolver en agua destilada, ajustar el pH a 7 2 Y aforar a 1lt 

·Fosfato bufferado salino plus PBST 0.05% (VN) Twp.en 20 

Tween20 

PBS 

*Amortlguador de Lisis para Trypanosomas. 

Nonidet P~O 1 % 

Cloruro de Sodio NaCI 150mM stock 5M 

Tris·HCI 1 OmM pH 7 6 stock 1 M 

PMSF 100mM. stock 1 M 

EDTA 2mM, stock O 5M 

Aprotinina 

Pepstatina 

Leupeptina 

1 10g 

8779 

020mL 

400mL 

o 1ml 

1 5mL 

O 1mL 

O 1mL 

O 044pL 

1 pg/ml 

1 ~lg/mL 

1 ~glmL 

Mezclar suavemente sobre el buffer Tris-He! lodas las soluciones llevar a 

un volumen final de 10 mL con agua rnllllQ 

" 
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illSoIuclón bloqueadora patrón PBST con eSA 5% 

PBST 
Albumina Serica Bovina 

·Buffer Citrato·Fosfato pH 5.0 

Acido Cítrico C6HaOrH20 

Fosfato de Sodio dibésico Na2HPO~ 

100mL 

59 

01M 

02M 

Medir el pH de la solución de fosfato de sodio O.2M y ajustar a pH 5 con 

ácido citrico 0.1 M. 

·Solución reveladora 

Solución reguladora de citratos 

o·Fenilendlamina 

H20. 
Aforar a 50 mL con agua milliO 

·Soluclón stop H1S04 4N 

Acide sulfunco H2S0~ 

Agua milliQ 

·Soluclón de tratamiento de muestra 

Tris-Hel 05M, pH 68 

Glicerol 

5D510% 

2·p-'Tlercaptoetanol 10% 

Azul de Bromofenol 005% 

H20 milliQ 

10 ml 

O 020g 

15~¡L 

10 11 mL 

3989 mL 

1mL 

O 8ml 

16mL 

O 4mL 

O 2mL 

4mL 

Diluir la muestra 1 4 con la solución y calentar a 95°C por 4 minutos 

" 

-



"Solución de AcrUamlda bls..acrilamida 

Acrilamida 30% 

Bis 2.7% 

H20 milliO 

Filtrar y almacenar a 4°C en la obscuridad. 

·Soluclón reguladora Lower pH 8.8 

Tris-HCI 

H20 milliQ 

Tomar el pH a 8.8. Almacenar a 4°C 

·Soluclón reguladora Upper pH 6.8 

Tris-Base 

H20 milliO 

Tomar el pH 6.8 Almacenar a 4°C 

·Peraulfato de Amonio 10% 

Persulfalo de Amonio anhidro 

·Soluclón de corrimiento electroforétlco 5X, pH B.J. 

Glicina 

Tris-base 

SDS 

H20 mil!iO 

58.49 

16g 

200ml 

27239 

150 mL 

69 

100mL 

o '9 

1mL 

4329 

909 

309 

600mL 

Almacenar a 4°C Antes de usar calentar a 37~C, SI ocurre preclpitacI6n 

Diluir 60 ml de patr6n con 240mL de agua para un cornmlento electroforéllCO 

" 
Itm 

I'f ,. 

-



"Solución reguladora Tris..tJa •• 25mM, pH 8.3 

Tris-base 25mM 

H20 milliQ 

A¡ustar el pH a 8.3 y completar e ~Il litro. 

·Soluclón de Transferencia Towln. 

Tris--base 25mM 

Glicina 192mM 

Metano1 absoluto 

H20 mima 

·Soluclón reveladora de sustrato 4-Cloro-1-Naftol. 4CN 

PBS 
4CN 

H20 2 3% 

Proteger de la luz, Preparar justo antes de usarla. 

·Soluclón patrón de 4CN. 

4CN 

Metanol 

·Soluclón de lisis celular. 

Cloruro de Sodio NaCI O.15M 

Etilendiaminotetracetico EOTA O., M 

Proteinasa K , mg/mL 

SD~'O% 

Para un volumen de 600IJ,L 

'" 

3.949 

1 Lt. 

3. 949 

14.49 

200mL 

cbp 1Lt 

42mL 

8.3mL 

16.6¡.tL 

30mg 

10mL 

0879 

3729 

25~IL 

70~L 

-



"Fenal 

Se realiza bajo campana de extracción. Solubilizar el fenol (MERCK) 

cafentando la botella a 65OC; agre'lar Tris 500 mM, pH 8 a saturación, agitar 15 

minutos y dejar decantar. Cuando se forman dos fases y se retira el sobrenadante 

y se satura nuevamente el fenol con Tris 100mM pH 8, hasta que el pH de la fase 

fen6lica sea igual a 7.6. Se agrega 0.1 volumen' de amortiguador TE pH 8 en , 

volumen de fenol y 8-hidroxiquinoleina al 0.1 % del volumen final. mezclar y añadir 

p-mercaptoetanol al 0.2% del volumen final. Dejar reposar una noche a 4DC 

Conservar en refrigeración y obscuridad 

-Fanol-Cloroformo·Alcohollsoamilico 

Fenal C,HsOH 

Cloroformo CHCh 

Alcohol Isoamilico CSH'20 

·Clorofonno..alcohollsoamilico 

Cloroformo CHCb 

Alcohol isoamilico CSH120 

-Acetato de Sodio 3M 

Acetato de sodio C2H3Na02.H20 

H20 mima 

·Soluclón reguladora TE 

Tns-HCI10mM, pH 7 5 

EDTA 1mM 

, , ;,\,. > 
~>,:; , 

H20 milliQ 

., 

25mL 

24mL 

1mL 

24mL 

1mL 

40829 

100mL 

1 579 

0339 

1 IT 

-



I 

'Solución de RNAsa 1 mgImL 

Tris-HCI10 mM, pH 7.5 

NaCI15mM 

Ribonucleasa lipo 1·A 

H:zO inyectable 

100~L 

30"l 

20mg 

10mL 

Hervir la mezcla de reacción 15 minutos para ¡nactivar ONAsas Alicuotar a 

-2O'C 

*SoIuclón reguladora10X Trls·HCI10mM, pH 8.3, KCI 50mM 

Tris-HC110mM 

KCISOmM 

H20 milliQ 

*Taq ONA pollmerasa 2.5U/100¡.1L 

Taq ONA polimerasa 

'Deoxlnucleotldos (dATP, dGTP, dCTP, dTIP) 

De cada uno de los deoxinucleotldos 

·Cloruro de Magoecio 25 mM 

MgCI, 

H20 destilada 

• Jugo azul 6X 

Xilencianol 

Azul de bromofenol 

Glicerol 

H20 milliQ 

{" 

o 157g 

0037g 

10mL 

00239 
10mL 

25mg 

25mg 

3ml 

10mL 

-



'Bromuro de etidio 

Bromuro de etidio 

H20 milliO 

"SoIucI6n reguladora Tris-Acetato TAE 50X 

Tris-base 

Addo acético glacial 

EOTAO.5 M pH 8 

llevar a pH B, Aforar a 1 Lt. 

lmg 

lmL 

2429 

57.1ml 

100mL 

-


