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RESUMEN

La enfermedad de Chagas sigue siendo un importante problema de salud publica
en regiones endémicas, donde la deteccion temprana del parasito es crucial para
su manejo. En la actualidad, la qPCR ha sido ampliamente utilizada para el
diagnostico y monitoreo de la enfermedad en muestras de sangre periférica. Sin
embargo, la preparacion de esta muestra involucra la adicion de reactivos, lo que
confiere un mayor costo y limita el uso del método. Por otra parte, las muestras de
suero presentan mayor disponibilidad en laboratorios convencionales, por lo cual se
hace necesario estudiar su viabilidad como muestra alternativa. Este estudio se
propuso comparar la deteccion de ADN satelital de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) en
muestras de suero y sangre periférica de pacientes seropositivos mediante qPCR.
Se analizaron muestras provenientes de 30 pacientes. EI ADN de suero se extrajo
utilizando el kit Quick-DNA/RNA Viral MagBead, mientras que el ADN de sangre
periférica se obtuvo mediante Salting out. Se realiz6 qPCR con SYBR Green, y se
validaron los resultados con una curva de calibracion y la amplificacion del gen
GAPDH como control interno. Se detecté ADN satelital de T. cruzi en el 30% (n=9)
de las muestras de suero. El analisis de los valores de Ct para T. cruzi no mostré
una diferencia estadisticamente significativa entre las matrices de sangre periférica
y suero. Estos hallazgos demuestran la viabilidad de la muestra de suero para la
deteccidn del parasito y sugieren un papel complementario en el diagndstico de la
enfermedad, asi como el monitoreo de los pacientes en fase crénica.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECh), causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
constituye un problema de salud publica en América Latina [1]. La Organizacion



Mundial de la Salud (OMS), estima que mas de seis millones de personas estan
infectadas con T. cruzi en todo el mundo y la mayoria de los casos se concentran
en América Latina [2], principalmente en las areas rurales y semiurbanas. Alli, la
enfermedad supone una elevada carga social y econémica en quienes la padecen.

La enfermedad se presenta en dos fases clinicas: la fase aguda y la fase crénica.
Durante la fase aguda, que ocurre en las semanas 0 meses posteriores a la
infeccion, los pacientes presentan una alta carga parasitaria en sangre [3], lo que
facilita la deteccion del parasito mediante métodos directos como la microscopia o
pruebas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [4]. Sin
embargo, en esta etapa la mayoria de los casos pasan desapercibidos y no son
diagnosticados, lo que permite que la infeccion progrese hacia la fase cronica [5].
En esta ultima fase, que puede durar décadas, la carga parasitaria disminuye
considerablemente y se vuelve intermitente, lo que dificulta su deteccidén mediante
métodos directos, por lo que se utilizan métodos seroldgicos en los que se detectan
los anticuerpos formados contra el parasito [6]. Esta situacion plantea un desafio
considerable para el diagnéstico y el manejo clinico de los pacientes en la fase
cronica, ya que la confirmacién de la infeccidén sigue siendo crucial para guiar las
decisiones terapéuticas [7,8,9].

En las ultimas dos décadas, la PCR en tiempo real (QPCR) se ha posicionado como
la técnica de referencia para la deteccion de T. cruzi en la fase aguda de la ECh.
Esta metodologia permite la deteccion de ADN del parasito incluso en muestras con
bajas cargas parasitarias, superando las limitaciones de métodos serolégicos y de
microscopia [10]. Se ha determinado que en pacientes en fase aguda presenta una
especificidad y sensibilidad de 88-100%, mientras que en fase cronica es de 60-
80% [11,7]. Tradicionalmente, las muestras de sangre periférica han sido la matriz
bioldgica de eleccion para la gqPCR en el diagndstico de la ECh [12], ya que ofrecen
un acceso directo al parasito en el torrente sanguineo. No obstante, la extraccion
de ADN de sangre periférica implica procesos laboriosos y costosos, como la
adicion de buffer de clorhidrato de guanidina-EDTA, reactivo que preserva el ADN
del parasito y aumenta la sensibilidad de la gPCR [13]. De esta forma, la necesidad
de condiciones de almacenamiento controladas junto al tratamiento con este
reactivo, limita su uso en areas con recursos limitados y en laboratorios de atencién
primaria [14].

Para abordar estas limitaciones y explorar nuevas posibilidades diagnoésticas, el
suero ha sido propuesto como una opcién viable para la deteccién de ADN de T.
cruzi mediante qPCR. El suero, ademas de ser utilizado en una variedad de pruebas
diagnosticas, presenta una recoleccion, conservacion y extraccion de ADN menos
exigentes que la sangre periférica [15,16,17]. Sin embargo, la viabilidad del suero
para la deteccion de T. cruzi mediante gPCR no ha sido ampliamente evaluada.
Aunque algunos estudios preliminares sugieren que el suero podria ser una
alternativa prometedora, es necesario realizar comparaciones directas con la
sangre periférica para determinar su precision diagnéstica.



JUSTIFICACION

En este contexto, surge la necesidad de explorar alternativas que simplifiquen el
diagndstico y proporcionen una mejor comprension de la dinamica del parasito
durante la fase cronica de la enfermedad. En este sentido, comparar los resultados
de gPCR en muestras de suero frente a las de sangre periférica permitira evaluar
su eficiencia en la deteccion del parasito y entender mejor su comportamiento en
esta fase [18]. Si el suero se confirma como una matriz adecuada, podria
establecerse su uso en el diagnostico, facilitando la implementacién de pruebas
moleculares en areas con recursos limitados y mejorando el acceso al tratamiento.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la deteccion de ADN de T. cruzi en muestras de suero y sangre periférica
mediante gPCR en pacientes seropositivos para la enfermedad de Chagas en fase
cronica.

Objetivo especifico

Evaluar la viabilidad del suero como muestra alternativa en la deteccion de ADN de
Trypanosoma cruzi mediante gPCR.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio involucro 30 pacientes seropositivos para ECh, provenientes de
diferentes regiones endémicas de Santander [19]. Las muestras de suero
seleccionadas cumplieron con los siguientes criterios: (I) Muestras positivas
confirmadas mediante dos enzimoinmunoensayos (ELISA para antigenos totales y
proteina recombinante), (II) Muestras que fueron recolectadas entre 2020 y 2024,
(111) Muestras que contasen con 200uL de ADN extraido a partir de sangre periférica.

Extraccion de ADN a partir de Muestras de Suero

La extraccion de ADN se llevdé a cabo utilizando el kit Quick-DNA/RNA Viral
MagBead de Zymo Research. Se afadieron 5 pL de proteinasa K, 200 pL de
muestra de suero y 200 pL de Shield 2X DNA/RNA a un tubo. La mezcla se agitd a
1300 rpm. Luego, se incorporaron 800 uL de Buffer Viral DNA/RNA, y se agitd
nuevamente bajo las mismas condiciones. A continuacion, se afadieron 20 pL de
perlas magnéticas y se agitd el tubo. Posteriormente, los viales se colocaron en un
soporte magnético y se retird el sobrenadante sin remover las perlas. Se realizaron
dos lavados con las soluciones de lavado 1y 2 del kit, afadiendo 500 pL de cada
una, agitando y descartando el sobrenadante. Luego, se realizaron dos lavados
adicionales con etanol al 95%. Finalmente, los viales se incubaron en un bloque
seco a 60 °C, y se afnadi6 agua libre de



ADNasa/ARNasa para eluir el ADN [20]. La calidad y pureza del ADN extraido a
partir de suero fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa y
espectrofotometria UV-Vis utilizando el equipo NanoDrop™ 2000 de Thermo
Scientific™. Los resultados de pureza cumplieron con los estandares de calidad
establecidos por el laboratorio.

Deteccion del ADN de T. cruzi mediante qPCR

Para detectar T. cruzi, se utilizaron los primers TCZ1 y TCZ2, que amplifican una
secuencia repetitiva del ADN satelital [21]. La gPCR se realiz6 con el kit SYBR™
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), empleando 2 pL de ADN
resuspendido a 50 ng/puL. Las condiciones de reaccion fueron: 95 °C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto. Se
prepard una curva de calibracion con diluciones seriadas del cultivo de T. cruzi (de
107 a 10 copias por mililitro) [22], para discriminar eficazmente entre resultados
positivos y negativos. El gen GAPDH se amplificé como control de extraccion [23].

Andlisis Estadistico y Visualizacion de Datos

El analisis estadistico se realizd utilizando RStudio. Se efectu6 una prueba t de
Welch para comparar los valores de Ct de las amplificaciones del gen GAPDH y del
ADN satelital de T. cruzi entre las muestras de sangre periférica y suero. Ademas,
se calculd el indice Kappa de Cohen para evaluar la concordancia entre los
resultados de deteccion de T. cruzi en ambas matrices.

RESULTADOS

Se detecté ADN satelital de T. cruzi en 9 muestras de suero (30%) y en 7 muestras
de sangre periférica (23.33%) mediante qPCR utilizando SYBR Green. El analisis
de las curvas de melting reveld un unico amplicén, con una temperatura de melting
de aproximadamente 81.5 °C (Figura 1). Todos los resultados fueron validados
mediante la amplificacion del gen GAPDH.

Los resultados de la prueba t de Welch mostraron una diferencia estadisticamente
significativa en los valores de Ct para GAPDH entre sangre periférica y suero (t = -
4.6712, p < 0.0001), con una media de Ct significativamente mas baja en sangre
periférica (14.79) en comparacion con suero (23.76) (IC 95%, -12.89 a -5.07). En
contraste, el analisis de los valores de Ct para T. cruzi no revel6 diferencias
significativas entre sangre periférica y suero (t = -1.3548, p = 0.2233), con medias
de Ct de 34.29 y 32.70, respectivamente (IC 95%, -20.11 a 5.73). Los resultados
indican que el tipo de muestra afecta la amplificacion del gen GAPDH, posiblemente
por una mayor concentracion de ADN en sangre periférica. Sin embargo, para T.



cruzi, no se encontré evidencia suficiente de que el tipo de muestra influya en los
valores de Ct, sugiriendo una eficiencia similar de amplificacion en ambos casos. El
indice Kappa de Cohen fue 0.831 (IC 95%, 0.607 a 0.831), indicando una alta
concordancia entre los resultados de gPCR en sangre periférica y suero. La Figura
2 muestra una comparacion visual de los valores de Ct en ambas matrices,
destacando la distribucion de los datos.
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Figura 1. A) Diagrama de curvas de amplificacion de muestras de suero positivas
mediante gPCR. B) Diagrama de curvas de amplificaciéon de muestras de sangre
periférica positivas mediante gqPCR. C) Curva de Melting correspondiente a
muestras positivas mediante qPCR.
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Figura 2. Boxplot comparativo de los Ct obtenidos para T. cruzi en sangre
periférica y suero.



En la poblacion analizada en este estudio, se observo una distribucion equitativa de
género, con un 50% de hombres y un 50% de mujeres. Las edades de los
participantes variaron entre 30 y 85 afios, con una media aproximada de 62 anos.
En cuanto a antecedentes médicos, 11 pacientes (36,67%) reportaron hipertension
arterial (HTA),1 paciente (3,33%) presenté insuficiencia cardiaca (IC), 1 (3,33%)
cardiopatia y 1 (3,33%) arritmia (ver Tabla 1). La alta prevalencia de HTA sugiere
una posible comorbilidad significativa que podria influir en la progresion de la
enfermedad o ser una consecuencia de la misma.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes de acuerdo a su municipio de residencia.

Chima Capitanejo El Guacamayo San Vicente Bucaramanga Total
n % n % n % n % n % n %

Participantes 10 3333 9 30,00 5 1667 4 13,33 2 6,67 30 100,00
Sexo

Masculino 5 1667 4 1333 2z 6,67 2 667 2 687 15 50,00

Femenino 5 16,67 5 16,67 3 10,00 2 667 0 0,00 15 50,00
Edad media 657 - 57 - 64.4 - 60,75 - 61,35 - 6184
Cardiovascualres

HTA 5 16,67 1 333 2 667 3 10,00 0 11 36,67

Ic 0 0 0 1 k) 0 1 333

Cardiopatia 0 a 0 1 333 0 1 333

Arritmia 1 333 0 0 0 0 1 333

En la Tabla 2 se muestran los datos correspondientes a los 13 pacientes con
muestras positivas para qPCR. La edad promedio de este grupo fue de
aproximadamente 73 anos. De estos pacientes, unicamente 4 (30,77%) reportaron
hipertension arterial, lo que impide establecer una relacion con deteccion de ADN.

Tabla 2. Caracteristicas de pacientes con resultados positivos mediante gPCR de
acuerdo a su municipio de residencia.

Chima Capitanejo El Guacamayo Bucaramanga Total
n % n % n % n % n %

Participantes 2 15,38 7 5385 2 1538 2 15,38 13 100,00
Sexo

Masculino 0 0,00 3 23,08 1 769 1 759 5 3546

Femenino 2 15,38 4 30,77 1 769 1 759 [ 61,54
Edad media 745 - 59,57 - 80,5 - 61,35 - 63,98
HTA 1 769 1 769 2 1538 0 - 4 30,77

DISCUSION

El analisis de gPCR revel6 una tasa de deteccion de ADN de T. cruzi del 30% (n=9)
en muestras extraidas a partir de suero, y de 23.33% (n=7) en las de sangre
periférica. Estudios previos han comparado la capacidad de detecciéon de ADN
satelital de T. cruzi en muestras de sangre periférica y suero mediante PCR. Dos de
ellos, lograron detectar ADN del parasito en un porcentaje mas alto de muestras de
suero frente al presente estudio [14,24]. Lo anterior podria deberse a que en ambos



estudios se utiliz6 una muestra poblacional mayor y, por tanto, mas representativa.
En contraste, los resultados obtenidos demostraron un mayor porcentaje de
muestras positivas en suero comparado con otro estudio donde fue del 18,1% [25].
Por otro lado, al comparar el valor de la media de Ct para T. cruzi en suero con otros
reportados en la literatura, se encuentran valores que varian entre 30,3 y 32,48
cercanos a los hallados en este estudio [14,26].

Cabe senalar, que la falta de uso de buffer de clorhidrato de guanidina-EDTA en la
preparacion de la muestra de sangre periférica representd un factor limitante, pues
podria haber comprometido la viabilidad de las muestras, ya que esta sustancia
previene la degradacion por ADNasas durante el almacenamiento [27]. Por otro
lado, los valores altos de Ct en las muestras de suero pueden estar relacionados
con la limitada presencia de ADN del parasito circulando en sangre en pacientes en
fase cronica. A pesar de estos desafios, la temperatura de melting (Tm) obtenida se
alinea con los valores reportados en la literatura para T. cruzi bajo condiciones
similares [28,29,30], lo que confirma la especificidad del producto amplificado.

La deteccion de ADN de T. cruzi en muestras de pacientes con ECh en fase crénica
sugiere que el parasito puede circular en sangre durante esta etapa, posiblemente
durante episodios de parasitemia. En futuros estudios, se podria investigar la
deteccion del parasito mediante métodos directos en sangre durante la fase crénica
y correlacionarla con el estado de salud de los pacientes para obtener una
comprension mas completa de la dinamica de la infeccidon y su impacto en la
progresion de la enfermedad.

CONCLUSION

Se detectd ADN de T. cruzi en suero de pacientes en fase cronica, sin diferencias
significativas con respecto a sangre periférica, indicando una eficiencia de
amplificacion similar en ambas matrices. Estos hallazgos confirman la viabilidad del
suero para la deteccion del parasito y apoyan su uso complementario en el
diagnostico y monitoreo de la enfermedad. Ademas, estos resultados abren
oportunidades para futuros estudios sobre la dinamica del parasito en fase cronica.
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