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codificantes para la histona H2A/SIRE con pruebas serológicas

convencionales para el diagnóstico de la enfermedad de
Chagas crónica en pacientes colombianos
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Introducción. El diagnóstico de la enfermedad de Chagas en sus fases latente y crónica se
dificulta por la baja parasitemia, razón por la cual se recurre a métodos serológicos y
moleculares.
Objetivo. Comparar la prueba de reacción en cadena de la polimerasa basada en la
amplificación del elemento SIRE insertado en el gen que codifica para la histona H2A con las
pruebas serológicas convencionales para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas en
pacientes colombianos.
Materiales y métodos.  Se realizó un estudio de concordancia comparando la PCR TcH2AF/
R con las pruebas de inmunoensayo enzimático e inmunofluorescencia indirecta,
determinándose además la sensibilidad y especificidad de la prueba. Se clasificaron y
examinaron 156 individuos según los hallazgos clínicos y epidemiológicos y los resultados de
las pruebas serológicas. Adicionalmente, 97 de las 156 muestras fueron comparadas con la
PCR S35/S36.
Resultados.  De 156 muestras, 89 (57%) fueron positivas por IFI y ELISA, y 84 (53,8%)
presentaron el perfil de amplificación correspondiente a la banda esperada de 234 pb,
obteniéndose una sensibilidad de 88% (I.C. 95%: 75% - 95%) y especificidad de 92,5% (I.C.
95%: 87,7% - 97,2%). El índice kappa, indicador de concordancia entre las pruebas serológicas
y TcH2AF/R fue de 0,8 (I.C. 95%: 73% - 86%), en tanto entre las PCR TcH2AF/R y S35/S36 fue
de 0,9 (I.C. 95%: 84% - 96%), interpretados como una concordancia buena y casi perfecta,
respectivamente.
Conclusiones. La PCR TcH2AF/R es una prueba diagnóstica promisoria complementaria a
las pruebas serológicas, para la detección de Trypanosoma cruzi.

Palabras clave:  reacción en cadena de la polimerasa, histonas, miocardiopatía chagásica,
Trypanosoma cruzi.

Comparison of a PCR test based on the histone H2A/SIRE genes with classical serological
tests for the diagnosis of chronic Chagas disease in Colombian patients

Introduction.  Diagnosis of Chagas disease in its latent and chronic phase is difficult because
of the low parasitemia levels. Therefore, serological and molecular techniques are necessary
to achieve an appropriate diagnosis.
Objective. The polymerase chain reaction based on the amplification of the SIRE element
inserted into H2A encoding genes was compared with classical serological tests for the diagnosis
of Chagas disease in Colombian patients.
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Materials and methods.  An agreement study was carried out by comparing the PCR with
ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)  and IFAT (indirect immunofluorescence) tests.
In addition, the PCR sensitivity and specificity were determined. A sample of 156 individuals
was tested with the H2A PCR primers after a Chagas disease classification based on clinical,
epidemiological and serological data associated with each patient.  In addition, 97 out of 156
samples were also compared with the S35/S36 PCR primers.
Results.  Eighty-nine of 156 samples (57%)  were positive by both IFAT and ELISA and 84
(53.8%) presented the expected 234 bp amplification fragment. The sensitivity of the TcH2AF/
R PCR was 88% (95% C.I.: 75%--95%) and its specificity 92.5% (95% C.I.: 87.7%--97.2%). The
kappa index for concordance between serological tests and TcH2AF/R PCR was 0.8 (95% C.I.:
73%--86%), and between the TcH2AF/R and S35/S36 PCR primers was 0.9 (95% C.I.: 84%--
96%).  These indices indicated a “good” and “almost perfect” agreement, respectively.
Conclusions. The TcH2AF/R PCR is a promising diagnostic tool for the detection of T. cruzi and
is suggested as a tool complementary to the classical serological tests.

Key words:  polymerase chain reaction, histones, Chagas myocardiopathy, Trypanosoma cruzi
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Trypanosoma cruzi es un parásito protozoo
hemoflagelado, agente causal de la enfermedad
de Chagas, entidad que afecta a 18 millones de
personas en 15 países endémicos, con una
incidencia anual de 200.000 nuevos casos (1).
En Colombia se estima que hay cerca de 700.000
personas infectadas con un 23% de la población
en  riesgo de contraer la enfermedad y entre 30 y
40 mil nuevos casos anuales (2).

T. cruzi se distribuye ampliamente en Sur América,
presentando un amplio rango de vectores,
hospederos y reservorios, así como un amplio
pleomorfismo genético y biológico (3-6). En
Colombia se ha visto que aun cuando la mayoría
de las cepas del parásito pertenecen al grupo T.
cruzi I o zimodema Z1 (7-13, Dib J, Restrepo M,
Parra G, Tibayrenc M, Barnabe C, Triana O.
Definición de dos poblaciones de Trypanosoma
cruzi I en el norte de Colombia mediante análisis
de RAPD y el gen de la proteína flagelar.
Memorias XII Congreso Colombiano de
Parasitología y Medicina Tropical. Biomédica
2005;25:207-8.), éstas varían en sus caracterís-
ticas genéticas dependiendo especialmente de su

ciclo de transmisión (7, Dib J, Restrepo M, Parra
G, Tibayrenc M, Barnabe C, Triana O. Definición
de dos poblaciones de Trypanosoma cruzi I en el
norte de Colombia mediante análisis de RAPD y
el gen de la proteína flagelar. Memorias XII
Congreso Colombiano de Parasitología y Medicina
Tropical. Biomédica 2005;25:207-8.). Por otra
parte, T. cruzi presenta morfología similar y
reacción inmunológica cruzada con Trypanosoma
rangeli, parásito con el cual también comparte
zonas endémicas, vectores y reservorios (14,15).
Debido a lo anterior, se hace necesario el
desarrollo de pruebas específicas que disminuyan
o eliminen el riesgo de falsos negativos por
variabilidad intra-cepa y falsos positivos por la
presencia de T. rangeli.

Algunos estudios han demostrado la utilidad y el
alto potencial de la prueba de reacción en cadena
de la polimerasa (PCR) para el diagnóstico de la
enfermedad de Chagas, tanto en su etapa aguda
como en la crónica (16,17). Una de las pruebas
más usadas es la PCR basada en los iniciadores
S35/S36, los cuales amplifican los minicírculos
del ADN del cinetoplasto (kADN) del parásito (18).
Sin embargo, estos iniciadores también amplifican
el kADN de T. rangeli, presentándose perfiles que
sólo pueden ser distinguidos en geles de
poliacrilamida y que, en caso de infecciones
mixtas por ambos tripanosomas, pueden
enmascarar la presencia de T. rangeli haciéndolo
pasar por T. cruzi (19). Además, recientemente
se ha visto que el kADN es capaz de integrarse
al ADN de la célula hospedera, de manera que
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existe la posibilidad de amplificación de las
bandas esperadas en ausencia de infección (20).
Por estas razones se requiere explorar el uso de
otras pruebas para la identificación específica de
T. cruzi.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se
propuso la evaluación de la prueba de PCR
basada en la amplificación del gen que codifica
para la histona H2A en pacientes colombianos
para la detección de T. cruzi y su comparación
con los métodos serológicos convencionales de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmuno-
ensayo enzimático (Elisa) (21).

Materiales y métodos

Pacientes y grupos de estudio

En este estudio participaron 156 individuos entre
los 18 y 65 años, de quienes se obtuvo
consentimiento informado. Dichos individuos
fueron clasificados de acuerdo con el cuadro
clínico, las variables epidemiológicas y el resultado
de las pruebas serológicas IFI y Elisa (22) en 4
grupos: grupo control (A), conformado por 55
(35,3%) individuos sin riesgo epidemiológico,
examen físico y electrocardiograma normal y
resultados de IFI y Elisa negativos; grupo de
pacientes infectados sin cardiopatía (B),
conformado por 16 (10,2%) individuos
asintomáticos, con riesgo epidemiológico, examen
físico y electrocardiograma normales y pruebas
serológicas positivas; grupo de pacientes
infectados con cardiopatía (C), constituído por 73
(46,8%) individuos sintomáticos con riesgo
epidemiológico, examen físico y electrocardio-
grama anormales con síntomas cardiovasculares
clínicamente significativos y pruebas serológicas
positivas, y grupo control de individuos no
infectados con cardiopatía (D), conformado por
12 (7,7%) individuos con examen físico y
electrocardiograma anormales, con cardiopatía
dilatada de origen no chagásico y pruebas
serológicas negativas.

Este estudio corresponde a una investigación con
riesgo mínimo, de acuerdo con la resolución No.
08430 del Ministerio de Salud de Colombia, y fue
aprobado por el Comité de Investigación y Ética
de la Facultad de Ciencias y del Hospital

Universitario San Ignacio de la Pontificia
Universidad Javeriana y del Instituto Nacional de
Salud.

Extracción de ADN a partir de sangre

A partir de una muestra de 5 ml de de sangre
anticoagulada con EDTA se realizó la extracción
de ADN utilizando una alícuota de 0,5 ml mediante
el estuche comercial “GFX™ Genomic Blood DNA
Purification Kit” (Amersham Pharmacia) y el
método fenol-cloroformo-alcohol isoamílico según
el protocolo descrito por Vallejo y colaboradores
(18), realizando el paso de extracción con fenol-
cloroformo-alcohol isoamílico tres veces. El ADN
obtenido fue resuspendido en 10 mM de Tris y 1
mM de EDTA, pH 8,0 (TE) estéril.

Extracción de ADN del parásito

Se trabajó con formas epimastigotas de las cepas
de T. cruzi, D.A. (MHOM/CO/01/DA) y Munantá
(IRHO/CO/98/MTA). El cultivo en masa de los
parásitos en fase logarítmica se centrifugó a 4.000
r.p.m. durante una hora. El precipitado obtenido
se lavó tres veces con 1 ml de solución salina
amortiguada con fosfatos (PBS); se centrifugó
nuevamente a 6.000 r.p.m. durante 10 min a 4°C
y se resuspendió en 1 ml de PBS y 100 µl de
NP40 al 10% en agua; se mezcló, centrifugó a
10.000 r.p.m. por 5 min y se resuspendió en 2 ml
de PBS y SDS al 10%. El ADN se extrajo según
el método de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico,
seguido de precipitación con etanol. Finalmente,
se midió la concentración del ADN por
espectrofotometría a 260/280 nm y se evaluó en
geles de agarosa al 1% coloreados con bromuro
de etidio (23).

Pruebas de PCR

Para la reacción de PCR TcH2AF/R se utilizaron
los oligonucleótidos TcH2AF (5´- AGT GGC AGA
CTT TGG GGT C -3´) y TcH2AR (5´- GAG AGT
GAT GGG AGA GC -3´), los cuales anillan en el
elemento SIRE insertado en la región no
codificante de la unidad de 1,2 kb del gen de la
histona H2A de T. cruzi (24). La reacción de PCR
se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito por
Pavia y colaboradores (21), utilizando el siguiente
programa en un termociclador PTC -100 MJ
Research®: denaturación inicial a 95°C por 5 min,
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15 ciclos con el siguiente perfil: denaturación a
95°C por 30 segundos, anillaje y extensión a 72°C
por 30 segundos cada uno. Luego, se realizaron
30 ciclos con denaturación a 95°C por 30
segundos, anillaje a 65°C por 30 segundos y
extensión a 72°C por 30 segundos, seguidos de
la extensión final a 72°C por 5 min. Como blanco
de reacción se reemplazó el ADN de la muestra
por agua o por TE; como control negativo se utilizó
ADN humano y como positivo ADN de la cepa
Munantá (IRHO/CO/98/MTA) del parásito. Los
productos de amplificación fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
teñido con bromuro de etidio (23). La prueba de
PCR S35/S36 se realizó de acuerdo a lo descrito
por Vallejo y colaboradores (18). Con el fin de
eliminar la posibilidad de inhibición de la reacción
de PCR en las muestras negativas, éstas fueron
amplificadas nuevamente tras la adición de 50 ng
ADN de la cepa Munantá (IRHO/CO/98/MTA) del
parásito.

Determinación del poder de detección de la
PCR

Se determinó la cantidad mínima de parásitos a
detectar por ambas reacciones de PCR mezclando
cantidades en base 10 de formas epimastigotas
del parásito con sangre humana libre de infección,
seguida de la extracción de ADN y ensayos de

PCR. Ambos ensayos se realizaron tres veces
para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Análisis estadístico

Los datos fueron consignados en una base de
datos elaborada con el paquete estadístico EPI-
INFO 6.0. El análisis estadístico descriptivo de
las pruebas diagnósticas se realizó a través del
paquete estadístico Stata 6.0. Se analizaron las
características operativas de la prueba
(sensibilidad y especificidad) y se realizó el cálculo
del índice de concordancia kappa con sus
respectivos intervalos de confianza (25).

Resultados

Determinación de la capacidad de detección
de la prueba de PCR TcH2AF/R

Se observó el producto de amplificación esperado
de 234 pb con la PCR TcH2AF/R hasta con una
forma del parásito en ambas cepas a partir del
ADN extraído por el método de triple extracción
con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico en tres
réplicas del experimento (figura 1). Igualmente,
con la PCR S35/S36 se pudo detectar hasta un
parásito utilizando el método de extracción de
triple fenol-cloroformo-alcohol isoamílico,
independientemente de la cepa empleada. No
obstante, con el estuche comercial disminuyó el
poder de detección de ambas pruebas de PCR de

Figura 1. Prueba de PCR basada en los iniciadores TcH2AF/R a partir de epimastigotes de la cepa Munanta de T. cruzi
mezclados con sangre humana libre de infección y extracción de ADN por el método triple fenol: cloroformo: alcohol
isoamílico. Gel de agarosa al 1,5%, teñido con bromuro de etidio: marcador de peso molecular 100 pb (Promega) (1); 102

parásitos (2); 102 parásitos diluidos 1/5 (3); 102 parásitos diluidos 1/10 (4); 101 parásitos (5); 101 parásitos diluidos 1/5 (6); 101

parásitos diluidos 1/10 (7); 100 parásitos (8); 100 parásitos diluidos 1/5 (9); 100 parásitos diluidos 1/10 (10); agua milli-Q como
blanco de reacción (11) y ADN de la cepa Munantá de T. cruzi como control positivo (12).
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1 a 100 parásitos en el caso de la cepa D.A. y de
1 a 10 parásitos en el caso de la PCR S35/S36
usando el ADN de la cepa Munantá como blanco
de amplificación.

Con el fin de corroborar los resultados anteriores,
se realizó una prueba piloto con 31 muestras de
pacientes chagásicos y 26 de individuos sanos,
en la cual se observó que de 57 muestras a las
cuales se les realizó la prueba de PCR TcH2AF/
R a partir del ADN extraído con ambos métodos
de extracción, 18 (31,5%) fueron positivas para
ambos métodos, dos (3,5%) fueron positivas
únicamente para el estuche comercial y 13 (22,8%)
para el de triple extracción con fenol-cloroformo-
alcohol isoamílico. Se obtuvo un índice de
concordancia kappa de 0,49 (IC 95%: 36 - 62%),
interpretado como una concordancia moderada
entre estos dos métodos de extracción. Con base
en estos resultados, se seleccionó el método de
triple extracción con fenol-cloroformo-alcohol
isoamílico para la extracción del ADN de las
muestras a analizar.

Comparación de la prueba de PCR TcH2AF/R
con las pruebas serológicas y la PCR S35/S36

Se realizó un estudio de concordancia en donde
se comparó la PCR TcH2AF/R con las pruebas
serológicas de IFI y Elisa, técnicas utilizadas en
el Instituto Nacional de Salud como referencia
para el diagnóstico y confirmación de la

enfermedad de Chagas, utilizando cepas nativas
colombianas (22). Ambas pruebas serológicas en
este estudio arrojaron resultados idénticos.

Del total de 156 muestras, 89 (57%) fueron
positivas por IFI y Elisa y 84 (53,8%) presentaron
el perfil de amplificación correspondiente a la
banda esperada de 234 pb, presentándose 79
muestras positivas por ambos métodos (figura 2).
Por su parte, de las 67 muestras negativas por
ambas pruebas serológicas, 62 de ellas también
fueron negativas por la prueba de PCR TcH2AF/
R (figura 2).

Se obtuvo una sensibilidad de 88% (IC 95%: 75 -
95%) y especificidad de 92,5% (IC 95%: 87,7 -
97,2%) al comparar la prueba de PCR TcH2AF/R
con las pruebas serológicas.

El índice de concordancia kappa entre la prueba
de PCR TcH2AF/R y ambas pruebas serológicas
fue de 0,8 (IC 95%: 73 - 86%), interpretado como
una buena concordancia.

El análisis del desempeño de la PCR TcH2AF/R
en cada grupo de estudio fue el siguiente: en el
grupo control de pacientes no infectados (A), de
un total de 55 muestras, cuatro (7,3%) fueron
positivas por PCR y 51 (92,7%) fueron negativas.
En el grupo de pacientes infectados asintomáticos
(B), de un total de 16 muestras, 15 (93,7%) fueron
positivas por la PCR TcH2AF/R. En el grupo de

Figura 2. Detección de T. cruzi en sangre total de pacientes colombianos mediante la PCR TcH2AF/R. Gel de agarosa al
1,5%, teñido con bromuro de etidio: marcador de peso molecular de 100 pb (Promega) (1); muestra 085, negativa (2); muestra
085 diluida 1/5 (3); muestra 085 diluida 1/10 (4); muestra 079, positiva (5); muestra 079 diluida 1/5, (6); muestra 079 diluida
1/10 (7); muestra 074, positiva (8); muestra 074 diluida 1/5 (9), muestra 074 diluida 1/10 (10); ADN de la cepa Munantá de T.
cruzi como control positivo (11); ADN humano como control negativo (12) y agua Milli-Q estéril como blanco de reacción (13).
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pacientes sintomáticos (C), de un total de 73
muestras, 64 (87,6%) fueron positivas por PCR y
9 (12,3%) fueron negativas. En el grupo de
individuos control con cardiopatía (D), de un total
de 12 muestras, 11 (91,7%) fueron negativas por
la PCR TcH2AF/R y una fue positiva.

Considerando los individuos seropositivos (grupos
B y C) o seronegativos (grupos A y D), se tiene
que en los primeros la PCR TcH2AF/R detectó
como positivos al 88,7% (79 de 89), en tanto que
en los segundos, de 67 muestras, 5 (7,5%) de
ellas fueron positivas por la prueba de PCR.

Por otra parte, de las 156 muestras, 96 de ellas
también fueron analizadas mediante la PCR S35/
S36, encontrando un índice kappa de 0,9 (IC 95%:
84 -96%), interpretado como una concordancia
casi perfecta.

Discusión

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas
depende de la etapa de la enfermedad en la que
se encuentre el paciente y se debe apoyar en la
información tanto epidemiológica como clínica
del paciente, así como en las pruebas de
laboratorio.

Mientras en la etapa aguda de la enfermedad el
diagnóstico no presenta problemas debido a la
elevada parasitemia, en las etapas indeterminada
y crónica, el diagnóstico es muy complejo y
requiere de varias pruebas de laboratorio para su
confirmación (1,17,22). Entre las pruebas de
laboratorio disponibles para el diagnóstico en las
etapas indeterminada y crónica de la enfermedad,
actualmente se encuentran las pruebas
serológicas y el diagnóstico molecular directo por
PCR. Mientras las primeras son pruebas indirectas
que se basan en la detección de anticuerpos contra
el parásito y dependen del estado inmunológico
del paciente, de los antígenos, de la fase de
desarrollo del parásito empleado en la prueba y
del tiempo transcurrido desde la infección, los
segundos se basan en la detección directa del
ADN del parásito y no dependen del estado
inmunológico del paciente ni del tiempo de
adquisición de la infección (16,26).

En este trabajo se comparó el desempeño de la
prueba de PCR TcH2AF/R para el diagnóstico de

pacientes chagásicos indeterminados y crónicos
con miras a su utilización como una prueba de
apoyo en el diagnóstico de esta enfermedad.

El poder de detección de la prueba TcH2AF/R,
evidenciada por la detección de hasta una forma
parasitaria en los ensayos de infección artificial,
se explica por la abundancia de los genes H2A
(24,27) y por que el elemento SIRE short
interspersed repetitive element, con 2.000 a 3.000
copias por genoma, se encuentra integrado en el
extremo 3’ no traducido (UTR) de los genes
codificantes para la histona H2A del parásito y
sus nucleótidos 16 a 248 (no. de acceso al
GenBank, AF098063) corresponden al fragmento
amplificado con los cebadores TcH2AF/R
(27,28).

Los resultados obtenidos en este trabajo se
apoyan en la especificidad de la prueba TcH2AF/
R reportada por Pavía y colaboradores, según la
cual los iniciadores TcH2AF/R amplifican
exclusivamente el ADN de cepas de T. cruzi
pertenecientes a los grupos I y II hasta ahora
descritos del parásito (29), en tanto que no
amplifican el ADN de otros tripanosomátidos que
circulan en Colombia, como T. rangeli tanto de
cepas KP 1(+) como KP 1(-), representantes de
los linajes de este parásito (30) ni de Leishmania
spp. y Crithidia spp., entre otros (21).

Es así como la PCR TcH2AF/R fue capaz de
detectar el 88% de los individuos serológicamente
positivos, porcentaje similar al 84,8% descrito por
Gutiérrez y colaboradores en un estudio llevado a
cabo en 79 individuos seropositivos en Santander
(Colombia) utilizando como blanco el ADN del
cinetoplasto del parásito (31). Resultados
similares de 83,5 y 90% de positividad fueron
reportados por Gomes y colaboradores en 79
pacientes seropositivos y por Britto y
colaboradores en 61 en Brasil (32,33). Porcentajes
superiores de positividad por PCR en pacientes
crónicos han sido descritos con un número menor
de pacientes (34) o sometiendo los productos de
amplificación a un paso posterior de hibridación
con un cebador interno dentro de la secuencia
amplificada (35).

En este estudio, el 12% de los individuos
seropositivos no fue detectado a pesar de que se
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descartó la presencia de inhibición de la PCR.
Estos resultados pueden deberse a alguna de las
siguientes razones o a una combinación de las
mismas: (i) niveles escasos de parasitemia, de
forma que en los 500 µl de la muestra no estuviera
presente ningún parásito (36); (ii) intermitencia en
la parasitemia (37), o (iii) presencia de falsos
positivos en las pruebas serológicas posiblemente
por reacción cruzada con otros tripanosomátidos
como Leishmania y T. rangeli (38).

En el caso de los cinco pacientes positivos por
PCR y negativos por serología, en primer lugar
llama la atención  cómo estos pacientes fueron
positivos tanto por la prueba TcH2AF/R, que
amplifica blancos nucleares (21), como por la
prueba S35/S36, que amplifica blancos
mitocondriales (18), lo cual apoya la presencia de
infección. Se ha reportado que pacientes
chagásicos pueden presentar pruebas de
xenodiagnóstico positivas y serologías negativas
en algunos momentos de la enfermedad,
especialmente en individuos recién infectados o
con estado inmunológico comprometido (39),
situación que puede explicar la presencia de PCR
positiva en ausencia de anticuerpos IgG anti-
T.cruzi. Este hallazgo también fue observado en
el estudio reportado por Gutiérrez y colaboradores,
en el que uno de los 25 individuos serológicamente
negativos (4%) fue positivo por PCR (31); por
Salomone y colaboradores, quienes encontraron
que de 80 individuos seronegativos, 12 (15%)
tenían PCR positiva y tres de éstos presentaban
síntomas clínicos compatibles con la enfermedad
de Chagas (40); por Gomes y colaboradores,
quienes reportaron que 10 de 21 (47,6%) pacientes
con serología negativa presentaron PCR y ensayos
de lisis mediada por el complemento positivas (32),
y por Avila y colaboradores, quienes encontraron
PCR positiva en tres de cuatro pacientes
seronegativos (35).

Adicionalmente, analizando los posibles factores
de riesgo de contaminación durante el proceso
de manipulación, extracción y amplificación del
ADN, se tiene que cada uno de los pasos de las
pruebas de PCR (extracción del ADN, reacción
de pre-PCR, amplificación y electroforesis) se
realizó en áreas diferentes y separadas, utilizando

material anti-aerosol, blancos de reacción y
controles negativos.

Es de especial interés el buen desempeño presen-
tado por la prueba de PCR TcH2AF/R en el grupo
de pacientes crónicos asintomáticos, en los cuales
no se dispone de la ayuda que brinda la sintomato-
logía para el diagnóstico basado en la tríada pruebas
de laboratorio, sintomatología y epidemiología. Así
mismo, en pacientes cardiópatas con síntomas
compatibles con la enfermedad de Chagas, la PCR
TcH2AF/R puede constituir una herramienta
valiosa para descartar la infección por T. cruzi.

Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo
y las deficiencias de las pruebas serológicas
convencionales en cuanto a la posibilidad de
reacción cruzada con otros tripanosomátidos, lo
que da lugar a falsos positivos y también a falsos
negativos en casos de infección reciente o estado
inmunológico comprometido, la PCR TcH2AF/R
se perfila como una prueba diagnóstica promisoria
de apoyo para la detección de T. cruzi en
pacientes crónicos.

Con el fin de aumentar el poder de detección de
la prueba de PCR se proponen las siguientes estrate-
gias: (i) aumentar el volumen de sangre a analizar
a una alícuota de  0,7-1 ml; (ii) preservar la muestra
de sangre en clorhidrato de guanidina; (iii) tomar
muestras seriadas con intervalos mínimos de dos
a tres meses, e (iv) hibridar el producto de
amplificación obtenido con un iniciador interno.

A pesar de los resultados prometedores de las
pruebas de PCR, se requiere de un mayor número
de estudios sobre consistencia y conformidad con
la PCR TcH2AF/R y otras pruebas de PCR que
utilizan blancos diferentes de amplificación, para
postular su uso como patrón de oro en el
diagnóstico de la enfermedad de Chagas.
Adicionalmente, el requerimiento de equipo
especializado y elevado costo de las pruebas de
PCR hace difícil su uso común y de rutina,
característica primordial de todo patrón de oro.
No obstante, estudios paralelos del grupo de
investigación proponen el uso de un “constructo”
como patrón de oro, utilizando la PCR como
prueba diagnóstica, además de los hallazgos
clínicos y epidemiológicos (41).
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