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En este trabajo  se estandarizó una PCR en tiempo real para detectar ADN satelital de T. cruzi, 
con el objeto de que sea aplicada a la detección de Chagas Congénito en un laboratorio de 
Salud Pública de la Provincia del Chaco.
 Dicho trabajo de estandarización comprendió desde el diseño del laboratorio de Biología 
Molecular, hasta la obtención de los resultados finales. En el proceso también se prepararon 
diluciones artificiales de epimastigotes de cultivo (clon CL-Brener), con el objeto de construir 
la curva estándar que nos permita validar la linealidad del ensayo de qPCR.
También se implementó un sistema de control externo de calidad para PCR en tiempo real 
desarrollado en el laboratorio de Biología Molecular del INP-Fatala Chaben.  Se recibieron 
paneles de control para realizar los métodos de PCR implementados en el laboratorio con el 
objeto de controlar todos los procesos transferidos.
Por último se procesaron muestras clínicas de individuos con Chagas crónico, proporcionadas 
por el laboratorio de Biología Molecular del Instituto de Medicina Regional de la UNNE de 
manera de cuantificar la carga parasitaria de las mismas en sangre periférica y compararlas 
con los valores obtenidos anteriormente en este último laboratorio, como un proceso más de 
control interlaboratorial.

RESUMEN
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Estandarizar un protocolo basado en la técnicas de PCR en tiempo real para el diagnóstico de 
la infección congénita por T. cruzi en el LCSPCh.

OBJETIVO GENERAL:

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

• Establecer la metodologías de PCR de referencia para el diagnóstico de la infección por 
T. cruzi, transferidas por el departamento de diagnóstico del INP, priorizando su aplicación 
en el diagnóstico de la infección congénita temprana, también aplicable al monitoreo post-
terapéutico y de reactivación de la enfermedad en pacientes inmunosuprimidos.
• Realizar un ensayo de implementación que incluya la validación de las técnicas de PCR con 
muestras de campo y un ensayo piloto de transferencia.
• Incorporar un Control de Calidad Externo que garantice la confiabilidad de los resultados y 
que sea monitoreado por el INP.
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ADN: ácido desoxirribonucleico.
kADN: ADN de Cinetoplasto.
satADN: ADN satélite.
T. cruzi: Trypanosoma cruzi.
POE: Procedimiento Operativo Estandarizado.
INP: Instituto Nacional de Parasitología Fatala-Chaben.
INGEBI: Instituto de Investigaciones en Ingeniería Genética y Biología Molecular “Dr. 
Héctor N. Torres”. CONICET.
IMR: Instituto de Medicina Regional.
UNNE: Universidad Nacional del Nordeste.
LCSPCh: Laboratorio Central de Salud Publica de la provincia del Chaco.
SNVS: Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud.
SIVILA: Sistema Nacional de Vigilancia Laboratorial.
qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real.
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.
LAMP: Loop Mediated Isothermal Amplification.

ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS:
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Introducción

El 23 de abril de 1909 el científico brasileño Carlos Chagas detectó, por primera vez en la san-
gre de una niña de tres años, el parásito causante de la enfermedad que hoy lleva su nombre, 
logrando un hecho inédito en la medicina al descubrir una nueva enfermedad (tripanosomiasis 
americana, más tarde llamada enfermedad de Chagas-Mazza), al identificar su agente causal 
(Trypanosoma cruzi), al describir su vector (Triatoma infestans - vinchuca) y al detallar su 
epidemiología, sintomatología y profilaxis, especificando los huéspedes.

Posteriormente, el sanitarista argentino Salvador Mazza redescubrió la enfermedad, hacién-
dola conocer al mundo científico. En 1926 encontró el parásito (Trypanosoma cruzi) en un 
perro infectado naturalmente, y en 1927 diagnosticó clínicamente el primer caso agudo en la 
Argentina. En 1935 Cecilio Romaña describió el síndrome de puerta de entrada ocular, con 
compromiso ganglionar, al que llamó complejo oftalmo-ganglionar, cuya expresión clínica es 
el chagoma ocular, posteriormente denominado “signo de Romaña”.

La importancia de la enfermedad radica en su elevada prevalencia, su incurabilidad en la for-
ma crónica, las grandes pérdidas económicas por incapacidad laboral, y la muerte repentina 
de personas aparentemente sanas. Se contempla dentro de la lista de las principales “enferme-
dades desatendidas”.

La infección se transmite principalmente por triatóminos de la familia Reduviidae, orden He-
míptera (chinches), Subfamilia Triatominae. 

Otros modos de transmisión son: transfusional, congénito, trasplante de órganos y oral. 

Se estima unos 7 millones de personas están infectadas a nivel global, con 21 países endémi-
cos de la enfermedad en Latinoamérica, en los que la principal mecanismo de transmisión es 
a través del contacto con heces de los triatominos, los artrópodos vectores, infectados (WHO. 
Chagas disease - American trypanosomiasis. Fact sheet. March 2017), con riesgo de infec-
ción un mínimo de 110 millones de personas en 21 países (Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, 
Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana, Guyana Francesa, 
Honduras, México, Nicaragua, Uruguay, Panamá, Paraguay, Perú, Surinam, Venezuela Sala-
zar-Schettino et al., 2016).

El escenario nacional actual de la enfermedad de Chagas presenta una “situación de alto ries-
go para la transmisión vectorial” en las provincias de Chaco, Formosa, Santiago del Estero, 
San Juan, Mendoza y Córdoba”. Así lo confirma el Boletín Integrado de Vigilancia que ela-
bora la Secretaría de Promoción y Programas Sanitarios del Ministerio de Salud de la Nación. 
El reporte de septiembre de 2012, advierte que esos distritos provinciales “presentan una 
reemergencia de la transmisión vectorial de Chagas debido a un aumento de la infestación 
domiciliaria y a una alta seroprevalencia en grupos vulnerables”.

El informe destaca que “la transmisión congénita en base a los datos disponibles en el sistema 
no sigue el patrón de riesgo de transmisión vectorial. En tanto, de las primeras  provincias 
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en orden de frecuencia de casos confirmados de Chagas Agudo Congénito sólo dos son de 
alto riesgo de transmisión vectorial”. Sumado a esto, y a pesar del subregistro evidente que 
aún persiste, en los últimos  años se confirmaron 237 casos de transmisión congénita  hasta 
la fecha, mientras que sólo fueron registrados 170 casos de transmisión vectorial en casi 10 
años, lo que acentúa la importancia de intensificar la vigilancia y control de la transmisión 
de la madre al niño como la principal vía de transmisión en Argentina en el momento actual.

Chagas congénito
Solo el 10-30% de los recién nacidos infectados presenta sintomatología (Torrico y col., 
2004). Generalmente la detección de la infección se realiza en la adultez, en el transcurso de 
la fase indeterminada, o más adelante, al aparecer las manifestaciones de la enfermedad (Frei-
lij y Altcheh, 1995; Burgos y col., 2005). Se han descripto abortos espontáneos, nacimientos 
prematuros, retardo de crecimiento intrauterino, mortinatos y diversas formas clínicas que 
pueden ir desde bajo peso al nacer, hepatomegalia, esplenomegalia, síntomas respiratorios 
agudos, anemia, hasta manifestaciones digestivas, cardíacas y compromiso del sistema ner-
vioso central (SNC). Estas y otras manifestaciones, con frecuencias diferentes según el área 
geográfica, han sido ampliamente descriptas (Freilij y Altcheh, 1995, Bern y col, 2011).
Para confirmar o descartar la transmisión congénita es necesario realizar el control a todos 
los hijos de madre reactiva, durante el primer año de vida. Este seguimiento implica la arti-
culación entre los distintos componentes de la estructura de salud (neonatología, laboratorio, 
atención primaria de la salud, programa provincial de chagas) que deben cumplimentar las 
actividades del mismo.
Desde la Red Bioquímica (y con la incorporación del Sistema Nacional de Vigilancia La-
boratorial-SIVILA-) el control de chagas congénito se incluye en la “estrategia de pesquisa 
neonatal”, y se realiza la búsqueda desde la mujer embarazada al niño.
A continuación se detallan los casos notificados por este sistema en lo que va del corriente año:

Casos informados durante el año 2017 al SIVILA en la provincia del Chaco.

Modalidad de vigilancia: FICHA INDIVIDUAL EXCLUSIVAMENTE para todo niño/a hijo/a 
de madre positiva < de 18 meses (caso notificado).

Introducción
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Si el resultado parasitológico es positivo, consignar como Resultado de laboratorio: Caso con-
firmado de infección por Trypanosoma cruzi.
En estudios serológicos realizados en niños de entre 10 y 18 meses de vida, en hijos de madre 
positiva para Chagas, se toman los siguientes criterios 

• ante serología reactiva por dos técnicas serológicas con títulos superiores al de corte, en 
una misma muestra de suero, consignar como resultado de laboratorio Infección congénita 
confirmada por serología. 
• ante serología no reactiva por dos técnicas serológicas en una misma muestra de sangre, 
consignar como resultado de laboratorio Caso descartado.

A continuación se detallan los casos reportados por el sistema por zonas del país entre los años 
2015 a 2016 (50 semana epidemiológica):

Introducción
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1 El agente etiológico de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma cruzi. Su clasificación 
filogenética es la siguiente:
Reino: Protista
Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Sub-orden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Sub-genero: Schizotrypanum
Especie: cruzi

Trypanosoma cruzi pertenece al orden de los kinetoplastidos, un grupo ampliamente distribuido 
de protozoos que poseen uno o dos flagelos. Conforman un grupo monofilético que divergió 
tempranamente de la rama común a los organismos eucariotas. La característica morfológi-
ca que los distingue es una estructura prominente y paraflagelar conocida como cinetoplasto, 
que corresponde a una condensación de ADN (ADNk), localizado en el interior de una única 
mitocondria que esta ramificada por toda la célula. Dentro de la familia Trypanosomatidae, el 
género Trypanosoma es uno de los más importantes por incluir una serie de especies que oca-
sionan enfermedades en humanos, como T. cruzi, T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense, 
agentes causales de la enfermedad de Chagas y del sueño, respectivamente; y T. brucei brucei, 
T. equiperdum, T. evansi y T. equinum, causantes de enfermedades en animales. En función del 
comportamiento del parásito, principalmente en el vector, el género Trypanosoma se ha dividi-
do en dos grupos. El primero de ellos, llamado Stercoraria, incluye a los tripanosomas que se 
desarrollan en el tubo digestivo del vector, con liberación de las formas infectivas en las heces. 
A este grupo pertenecen T. cruzi y T. lewisi. El segundo grupo, llamado Salivaria, incluye a tri-
panosomas que se desarrollan inicialmente en el tubo digestivo, atraviesan el epitelio digestivo, 
y llegan a las glándulas salivales, donde las formas infectivas son inoculadas mecánicamente. 
En este grupo se encuentran T. brucei, T. congolense y T. rangeli.

Figura Nº 1 Tripomastigotes. 
Ministerio de Protección Social. 
Guía Protocolo para la vigilancia 
en salud pública de Chagas. 2010.  
Colombia

Introducción
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Trypanosoma cruzi es un parásito unicelular que alterna su vida entre dos hospedadores multice-
lulares, uno invertebrado y otro vertebrado, presentando un ciclo de vida digenético (Figura I1). 
En función de la morfología celular (esférica, piriforme o alargada), la posición relativa entre 
el núcleo y el cinetoplasto (anterior, lateral o posterior), la forma de salida del flagelo (central o 
lateral), se definen tres formas evolutivas (Figura I1):

Epimastigote: forma elongada (20 - 40 x 2 μm), con el origen del flagelo próximo y por de-
lante del núcleo. Este estadío se desarrolla en el vector y en cultivos axénicos, y constituye una 
de las formas proliferativas del parásito. Es la forma que más fácilmente se cultiva “in vitro”.

Tripomastigote: forma elongada (20 - 25 μm), con el cinetoplasto situado por detrás del 
núcleo. El flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo, se libera por el 
extremo anterior, y crea la imagen de una membrana ondulante. Es la forma infectiva y no tiene 
capacidad replicativa. Este estadío se encuentra en la circulación del mamífero (tripomastigote 
circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote metacíclico).

Amastigote: forma esférica u ovalada (2 - 4 μm), que carece de flagelo libre. Es el estadío de 
localización intracelular y replicativo en el mamífero.

• Etapas en el ser humano. El ciclo se inicia cuando un insecto hematófago infectado pica 
a un ser humano y defeca. Los tripomastigotes metacíclicos se transmiten en las heces (1 en la 
figura). Entran en el huésped a través de la herida o por el cruce de las membranas mucosas. 
Cuando entran en una célula humana, se convierten en amastigotes (2). Esta es una etapa repro-
ductiva a través de la mitosis. Después de la reproducción, una gran cantidad de amastigotes 
se encuentran en la célula infectada, formándose seudoquistes (3). El amastigote se convierte 
de nuevo en tripomastigote y la célula se rompe. El tripomastigote vuelve a infectar otra célula 
repitiéndose el ciclo de multiplicación (4).

Ciclo vital:

Figura Nº 2 Ciclo 
de vida de Trypa-
nosoma cruzi. 
http://www.cdc.
gov/dpdx/trypano-
somiasisAmerican/
index.html
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• Etapas en el insecto. Cuando el insecto pica a un huésped infectado, algunos tripomasti-
gotes pasan a él a través de la sangre (5). En el intestino del insecto, se transforman en epimas-
tigotes (6), los cuales constituyen una segunda etapa reproductiva (7). Después de la reproduc-
ción a través de mitosis, los epimastigotes pasan al recto. Allí se convierten en tripomastigotes 
metacíclicos (8) y se evacúan a través de las heces. Las heces pueden infectar a un nuevo hués-
ped (1), repitiéndose el ciclo.

2  INFECCIÓN POR T. cruzi 

2.1 Etapas de la Infección:
La infección por T. cruzi evoluciona en dos fases: aguda y crónica. Cada una de ellas presenta 
características clínicas y criterios diagnósticos y terapéuticos diferentes.
 La fase aguda de la infección por T. cruzi se caracteriza por la presencia de parásitos en san-
gre en concentración elevada, la cual puede ser detectada por métodos parasitológicos directos 
como los métodos de concentración . se extiende durante dos a cuatro meses. Es de curso habi-
tualmente benigno en pacientes inmunocompetentes, con una tasa de letalidad del 2 al 7%. Un 
bajo porcentaje de los casos de enfermedad de Chagas se detectan en esta etapa. Como regla 
general, la fase aguda se inicia en el momento de adquirir la infección por cualquiera de sus vías. 
En algunos casos, se observan signos de puerta de entrada o chagomas de inoculación, lesiones 
cutáneas que son más frecuentes en cara y extremidades. Los chagomas pueden presentarse en 
cualquier parte de la piel, con aspecto furunculoideo, de color rosado o violáceo, e indurados. 
Un signo típico es el que se observa en la región ocular, llamado signo de Romana- Mazza. En 
general, las manifestaciones clínicas de la etapa aguda son más frecuentemente observadas en 
niños, donde el desarrollo de miocarditis aguda llega a ser mortal en un 5% de los casos. Algu-
nos pacientes presentan compromiso meningo-encefálico. En esta fase, las formas tripomastigo-
tes son fácilmente detectadas en sangre debido a la elevada parasitemia.
 Otras formas de presentación, como la reactivación de una infección crónica en un pa-
ciente inmunodeficiente, tienen algunas similitudes a la fase aguda de la primoinfección 
(reagudización). La duración y la presentación clínica de la fase aguda pueden ser va-
riables, dependiendo de la edad del paciente, del estado inmunológico, la presencia de 
comorbilidades y  la vía de transmisión.
 En cuanto a la presentación clínica, la misma puede ser sintomática, oligosintomática o asin-
tomática, siendo esta última la forma clínica más frecuente. Por tal motivo es indispensable 
mantener una actitud alerta y considerar la Enfermedad de Chagas en todo individuo con ante-
cedentes epidemiológicos (permanencia en área rural endémica, haber recibido transfusiones o 
nacido de una madre infectada).
 En todo individuo con sospecha clínica (síndrome febril prolongado, astenia, hepatoespleno-
megalia, etc.) de infección aguda por T. cruzi se debe: • Realizar el diagnóstico de la infección 
aguda por métodos de laboratorio. • Evaluar el estado clínico y potenciales complicaciones • 
Evaluar la situación epidemiológica y posibles vías de transmisión.
 La aparición de un caso de infección aguda por T. cruzi, independientemente de la vía de trans-
misión, es una enfermedad de notificación obligatoria, por lo que el médico interviniente debe: 
• Confirmar el caso, definir la vía de transmisión, y tomar la conducta terapéutica indicada. • 
Hacer de inmediato la notificación a la Dirección de Epidemiología Provincial y al Programa 
Provincial de Chagas.
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Fase crónica: Corresponde a la etapa que sigue a la fase aguda y comienza cuando la parasitemia 
se vuelve indetectable por los métodos parasitológicos directos por concentración. En esta fase, 
la infección es detectable principalmente por métodos serológicos (que demuestran la respuesta 
inmunológica del huésped frente al parásito) y también por métodos moleculares. Debido a 
que la mayoría de las infecciones agudas por T. cruzi ocurren en forma asintomática, una gran 
proporción de las personas infectadas son diagnosticadas en la fase crónica, por lo tanto debe 
sospecharse en cualquier individuo que: 
• Resida o haya residido en zonas endémicas en forma habitual o esporádica, tenga o no antece-
dentes clínicos compatibles con enfermedad de Chagas aguda o contacto con el vector. 
• Su madre biológica esté infectada por T. cruzi.
 • Haya recibido transfusión de sangre y/ hemoderivados.  
• Haya sido o sea usuario de drogas inyectables. 
• Refiera tener o haber tenido síntomas o signos compatible con infección por T. cruzi.
 • Tuviera familiar cercano que presentara enfermedad cardíaca o muerte súbita a edades tem-
pranas y/o con antecedentes de serología reactiva para T. cruzi.
 La mayor parte de las personas con infección crónica cursan el resto de su vida en forma asin-
tomática. Aproximadamente el 30% de estas personas desarrollarán lesión de órganos (princi-
palmente a nivel cardíaco y/o digestivo), en un plazo de 10 a 20 años, con signos y síntomas de 
expresión variada. De acuerdo a ello, esta fase se clasifica en dos formas clínicas: con patología 
demostrada y sin patología demostrada (anteriormente llamada forma indeterminada).
El Comité Científico de Enfermedad de Chagas de La Federación Argentina de Cardiología 
y el Consejo de Miocardiopatías y Enfermedad de Chagas de la Sociedad Interamericana de 
Cardiología reunidos en Buenos Aires durante el 7mo. Congreso Virtual de Cardiología en el 
año 2010 propuso una nueva clasificación para la Enfermedad de Chagas.  Según este Consenso 
Internacional Buenos Aires 2010, donde participaron expertos de Ecuador, Perú, Chile, Para-
guay, Guatemala, Panamá, El Salvador, Uruguay, Venezuela, Costa Rica, Bolivia, Honduras, 
Brasil, México, Puerto Rico, Estados Unidos y Argentina, se recomienda sustituir la antigua 
clasificación:
Chagas Agudo 
Chagas Crónico: 

1) Crónico Indeterminado 
2) Crónico Sintomático

por la nueva clasificación:
Chagas Agudo: 

a) Sintomático
b)  Asintomático

Chagas Crónico: 
1) Sin Patología Demostrada 
2) Con Patología Demostrada.

Esta clasificación está basada,  entre otros argumentos, en que para el común de la gente ser sano 
significa no tener enfermedad, mientras que para los médicos es no tener evidencia de evolución 
clínica.  Pero no encontrar  evidencia no significa que no exista.

Introducción

14



Figura Nº 3 Algoritmo para la evaluación inicial de la persona con infección crónica por T. cruzi.  Guías para 
la atención al paciente con Enfermedad de Chagas.

2.2 Chagas congénito
 Se estima que la vía congénita de infección es la vía más frecuente en la generación de nuevos 
casos. El Chagas congénito es la forma aguda de infección más frecuente en Argentina.
 Debido a que la infección con T. cruzi de la madre es un elemento indispensable en la génesis 
de un caso congénito, las medidas de control clínico deben comenzar antes del nacimiento del 
bebé,  mediante la evaluación de toda mujer embarazada.
 Control de la embarazada: de acuerdo a la ley nacional Nro. 26.281/07, toda mujer embara-
zada debe ser estudiada para confirmar o descartar una infección crónica por T. cruzi a través 
de una muestra de sangre. Idealmente, dicho estudio debería solicitarse en su primer control 
prenatal. Para ello deben realizarse dos pruebas serológicas en paralelo. Toda mujer emba-
razada que llegue al parto sin este estudio, debe realizarse el mismo durante su internación 
en el Centro Asistencial. Se recomienda verificar el resultado antes del alta. Recordar que la 
infección crónica no constituye una urgencia y que el embarazo contraindica la realización 
de estudios radiológicos y no se recomienda el tratamiento tripanocida en este período. El 
diagnóstico de infección crónica por T. cruzi en toda mujer en edad fértil obliga al estudio y 
evaluación de toda su descendencia. Los hijos mayores de 10 meses deberán ser estudiados 
por dos pruebas serológicas en paralelo. La infección por T. cruzi de la madre no constituye 
una contraindicación para la lactancia.
 Control del recién nacido: de acuerdo a la ley nacional de pesquisa neonatal Nro 26.279 

Introducción
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del año 2007, todos los recién nacidos vivos deben ser estudiados luego del nacimiento para 
descartar una eventual infección congénita por T. cruzi. Además, la ley Nro 26.281/07 hace 
obligatorio el seguimiento y estudio de todo niño de madre con infección crónica por T. cruzi 
hasta el año de vida. La confirmación diagnóstica de la infección congénita puede realizarse 
mediante la identificación directa del parásito en sangre (en las primeras semanas de vida) o 
por demostración de la serología reactiva una vez que desarrolle su sistema inmunológico (a 
partir de los 10 meses de edad). Debido a que la parasitemia inicial en la infección congénita 
puede ser baja y no detectable por los métodos convencionales de concentración, la exclusión 
de la infección congénita sólo puede realizarse luego de un seguimiento adecuado del recién 
nacido que permita demostrar que no desarrolló anticuerpos anti-T. cruzi a partir de los 10 
meses de vida. En cuanto a las manifestaciones clínicas, la mayoría de los niños con infección 
congénita, aproximadamente 90%, son asintomáticos. Los casos con manifestaciones clínicas 
pueden presentar:
 • Hepatomegalia 
 • Esplenomegalia
 • Ictericia
 • Prematurez 
• Bajo peso
 • Anemia
 • Taquicardia persistente 
Menos frecuentemente puede observarse: Hepatitis neonatal, Sepsis,  Miocarditis, Menin-
goencefalitis,  Edemas, Fiebre  Exantemas. Con menos frecuencia puede presentarse: *Me-
gaesófago * Megavejiga * Neumonitis * Calcificaciones cerebrales.
Los signos o manifestaciones de la infección congénita pueden ser de aparición precoz, en el 
período neonatal inmediato, o tardío después de los 30 días.
 Diagnóstico y seguimiento de la infección congénita: Todo recién nacido de madre con infec-
ción crónica por T. cruzi debe ser estudiado y seguido para confirmar o descartar una infec-
ción trasplacentaria. El tratamiento tripanocida está indicado una vez que se confirme la in-
fección. Para la evaluación de todo recién nacido se recomienda el siguiente esquema, el cual 
se resume en la Figura 4: Primer control del recién nacido: Implementar la búsqueda directa 
de T.cruzi por medio de un Micrométodo parasitológico en el periodo perinatal, preferente-
mente antes del alta del Centro Asistencial o lo más cercano al nacimiento. En todo niño cuyo 
control comience después del alta, el estudio de la infección congénita puede iniciarse con un 
método parasitológico directo hasta el noveno mes de vida. Sin embargo, la sensibilidad de 
estos métodos disminuye después del tercer mes. Si el resultado parasitológico es positivo, se 
deberá realizar el tratamiento etiológico. En caso de ser negativo, el niño deberá ser evaluado 
nuevamente entre los 10 a 12 meses con métodos de detección de anticuerpos específicos.
 Control del niño a partir de los 10 meses de edad: Llegados a este momento del seguimiento 
de un posible caso de infección congénita, la parasitemia será negativa. Por tal motivo, será 
necesario estudiar la respuesta inmunológica del niño mediante la realización de un análisis 
de sangre con dos técnicas serológicas en paralelo. No se recomienda la realización de es-
tudios serológicos antes de los 8 meses de vida dado que un resultado reactivo antes de esta 
edad puede ser el resultado de una transferencia de anticuerpos maternos, y no por infección 
congénita. Una vez que se descarte la infección congénita por métodos serológicos (a partir 
de los 10 meses) el niño podrá ser dado de alta del seguimiento. En el caso que los estudios 
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confirmen la ocurrencia de la infección congénita, el niño deberá ser tratado. A todo niño 
que reciba tratamiento tripanocida en área endémica, independientemente de que la infección 
haya sido adquirida por vía congénita, el Programa Provincial de Control de Vectores deberá 
intervenir para que la vivienda y el peridomicilio estén libres de triatominos.
Se muestra a continuación el Algoritmo sugerido para el estudio de la infección congénita:

Figura Nº 4   Algoritmo para el estudio de Chagas congénito en recién nacidos y menores de 1 año. Guías 
para la atención al paciente con Enfermedad de Chagas

2.3 Pacientes inmunosuprimidos: Existen dos posibilidades que pueden suceder en un pa-
ciente inmunocomprometido: i) que una infección crónica se reactive, o ii) que adquiera una 
infección aguda por diferentes vías de transmisión. En ambas circunstancias, el cuadro clínico 
es muy grave y requiere un rápido diagnóstico para que el tratamiento etiológico sea efectivo, 
para evitar complicaciones asociadas. En las formas agudas o reagudizadas en pacientes in-
munodeficientes las manifestaciones más frecuentes son el síndrome febril prolongado y las 
neurológicas (meningoencefalitis y/o granuloma cerebral). En orden de frecuencia le siguen 
las manifestaciones cardiológicas (miocarditis, arritmias, insuficiencia cardíaca). También 
puede observarse en pacientes trasplantados cardíacos lesiones como la paniculitis aguda en 
brazos, piernas y abdomen.
 Personas con infección por virus de inmunodeficiencia humana (VIH): Se estima que el riesgo 
de reactivación en una persona con infección crónica por T. cruzi se inicia cuando tiene recuen-
tos de CD4 inferiores a 200 células/mm³, al igual que para otras enfermedades oportunistas. 
Las manifestaciones más frecuentes de la reactivación en estos pacientes son miocarditis, 
meningoencefalitis, pseudotumores cerebrales, miocarditis y síndrome febril prolongado. La 
mortalidad es muy elevada si no se realiza un diagnóstico precoz que permita instaurar rápi-
damente el tratamiento etiológico. Desde el punto de vista clínico, toda persona con infección 
por VIH debe ser estudiada con el fin de descartar una infección crónica por T. cruzi. Todo pa-
ciente con infección crónica por T. cruzi en el cual se haga diagnóstico de infección por VIH 
debe iniciar tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) de acuerdo a los criterios 
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de guías nacionales o internacionales. El tratamiento indicado para las reactivaciones por 
Enfermedad de Chagas en pacientes inmunodeprimidos por infección por VIH es el conven-
cional. Sin embargo, la duración del tratamiento no ha sido definida, pudiendo ser necesario 
prolongar el tratamiento más allá de los 60 días en casos que no haya cambios favorables 
en la clínica o en las imágenes. Simultáneamente, el paciente debe recibir el TARGA con 
el objetivo de recuperar un valor de CD4 superior a 200 células/mm³. Una vez concluido el 
tratamiento de la fase aguda, y de persistir el paciente con un recuento de CD4 inferior a 200 
células/mm³ puede indicarse profilaxis secundaria. Para la profilaxis secundaria se emplean 
las mismas drogas y dosis diarias.
 Debe considerarse que la indicación de profilaxis secundaria es empírica (derivada del mane-
jo de otras infecciones oportunistas) dado que no hay estudios al respecto. 

Trasplante de órganos y de células hematopoyéticas: Todo donante y receptor de órganos deben 
tener el estudio serológico para esta parasitosis. Dicha evaluación debe realizarse con dos re-
acciones simultáneas. Cualquiera sea la indicación de intervención terapéutica por la patología 
de base sobre el paciente, es necesario que se siga un protocolo estandarizado de diagnóstico, 
tratamiento y seguimiento de la potencial reactivación en un paciente con infección crónica 
que será inmunodeprimido, así como de la infección aguda transmitida por el órgano donado 
o trasplantado. Al respecto se considera: Reactivación: cuando el receptor es reactivo, es decir 
con infección crónica previa al trasplante, en el que se detecte presencia de parásitos en sangre 
por métodos directos o se detecten parásitos en una lesión por biopsia. Esta definición es inde-
pendiente de la situación del donante (donante reactivo o no). Las principales manifestaciones 
clínicas de la reactivación son signos neurológicos (meningitis, encefalitis, accidente cerebro-
vascular, granuloma), cardíacos (miocarditis, insuficiencia cardíaca, arritmias), dermatológicos 
(paniculitis).Otros síntomas inespecíficos incluyen fiebre, fatiga, anorexia y diarrea. En estos 
pacientes, una prueba de PCR positiva puede ser orientadora de una reactivación.
 Transmisión por el órgano/células hematopoyéticas: cuando el receptor es no reactivo, con 
donante reactivo, en el que: a) se detecte presencia de parasitemia por métodos directos de 
concentración o PCR cuantitativa, b) se detecten parásitos en una lesión por biopsia, y/o c) 
se demuestre seroconversión positiva. En el caso del trasplante de células hematopoyéticas 
se considera un período mínimo de 30 días y hasta 60 días postrasplante para definir una pri-
moinfección. Desde el punto de vista clínico, todo paciente trasplantado con riesgo de reacti-
vación o de infección aguda debe ser controlado periódicamente por métodos parasitológicos 
directos por concentración. Se recomienda realizar controles semanales durante los 3 prime-
ros meses, mensualmente hasta el año y bianual posteriormente. Se sugiere además, siempre 
que fuera posible y se encuentre disponible, sumar la PCR a los métodos directos. En el caso 
de pacientes con PCR positiva antes del trasplante se sugiere utilizar para el monitoreo de una 
eventual reactivación la PCR cuantitativa para evaluar el incremento de la carga parasitaria 
post-trasplante. En estos pacientes, se recomienda volver al esquema de seguimiento inicial 
(con controles semanales) en toda situación clínica de etiología no aclarada que sea compati-
ble con reactivación de una infección crónica (por ejemplo síndrome febril prolongado). En 
casos de receptor no reactivo y donante vivo reactivo, se recomienda, de ser posible, realizar 
tratamiento al donante durante al menos 30 días (idealmente 60 días) previos al trasplante, a 
fin de disminuir la carga parasitaria y el riesgo de transmisión al receptor. La imposibilidad de 
realizar este tratamiento en el donante no contraindica el trasplante. Además, durante el trata-
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miento se recomienda realizar un seguimiento parasitológico por métodos de concentración 
para demostrar la efectividad del tratamiento.
 Otras condiciones de inmunodeficiencia: Se debe realizar serología para T. cruzi con el ob-
jetivo de detectar una infección crónica previo al inicio de todo tratamiento quimioterápico 
en oncología, o tratamiento inmunosupresor en reumatología. En los pacientes con grave 
compromiso de su inmunidad y con infección crónica por T. cruzi, se recomienda realizar mo-
nitoreo clínico, serológico y parasitológico por técnica de concentración en sangre en forma 
periódica. La conducta indicada ante el diagnóstico de una  reactivación de la infección por 
T. cruzi es realizar el tratamiento específico considerando al caso como una forma aguda de 
la enfermedad.

2.4 Evaluación general del paciente y tratamiento
 En todo paciente con infección aguda por T. cruzi se deberá realizar un examen clínico para 
detectar posibles manifestaciones que requieran tratamiento sintomático, además del trata-
miento antiparasitario específico. Se deberá realizar interrogatorio y examen físico completos. 
Adicionalmente se recomienda la realización como mínimo de un electrocardiograma (ECG), 
una teleradiografía de tórax y un laboratorio incluyendo hemograma, eritrosedimentación, 
creatinina o urea, y hepatograma. Estos últimos estudios permitirán realizar un monitoreo de 
seguridad del tratamiento farmacológico. La realización de otros estudios complementarios 
debe ser guiada por la presencia de signos y síntomas, así como de la capacidad instalada del 
centro asistencial. Debe tenerse en cuenta que la realización de estudios cardiológicos no debe 
retrasar el inicio del tratamiento. El objetivo principal del tratamiento en la fase aguda de la 
infección consiste en la eliminación del parásito mediante el tratamiento parasitario especí-
fico. Debido a que el tratamiento tripanocida comparte características similares en todas las 
fases de la infección por T. cruzi, independientemente de la vía de transmisión, el tratamiento 
específico se describe en forma global.  Se debe recordar además que se deben suministrar 
todas las medidas de soporte y control sintomático necesarias dependiendo de la presentación 
clínica y las manifestaciones que presente el paciente con infección aguda.

Tratamiento etiológico tripanocida 
El tratamiento etiológico tiene objetivos a nivel individual y colectivo.
 A nivel individual: 
• Prevenir lesiones viscerales o disminuir la probabilidad de progresión de la lesión establecida. 
• Curar la infección. 
A nivel colectivo: 
• Disminuir la posibilidad de transmisión del Trypanosoma cruzi por todas sus vías. 
El tratamiento tripanocida en la fase aguda (vertical, vectorial, transfusional, postrasplante) 
reduce la gravedad de los síntomas y acorta el curso clínico y la duración de la parasitemia 
detectable. La cura parasitológica (demostrable por negativización de la parasitemia y de la 
serología) es superior al 80% en fase aguda vectorial y más del 90% en los casos congénitos 
tratados durante el primer año de vida. En el caso de reactivaciones en pacientes con infec-
ción por VIH, que conlleva una alta mortalidad, el tratamiento tripanocida administrado en 
forma temprana mejora el pronóstico. En pacientes trasplantados con reactivación, la terapia 
tripanocida anticipada (tratamiento con parasitemia positiva sin síntomas de reactivación) y 
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el tratamiento precoz de la reactivación con síntomas reduce la morbilidad y mortalidad aso-
ciadas. En niños y adolescentes con infección crónica el tratamiento tripanocida es en general 
bien tolerado y ha demostrado una alta tasa de curación de la infección, demostrable por la se-
roconversión negativa. Todas las guías y recomendaciones actuales coinciden en indicar que los 
niños y adolescentes con Chagas crónico deben ser tratados lo más precozmente posible dado 
que presentan menos efectos adversos y mejor respuesta terapéutica. Un beneficio adicional del 
tratamiento en esta población sería la reducción subsecuente del riesgo de Chagas congénito en 
la descendencia de las niñas tratadas y el aumento del número de potenciales donantes de sangre 
y órganos. En adultos con infección crónica el tratamiento etiológico también ha demostrado 
asociarse a seroconversión negativa sugiriendo la curación de la infección, aunque la tasa ob-
servada es menor que en niños y adolescentes, y el tiempo requerido hasta la seroconversión es 
mucho mayor. Adicionalmente, el tratamiento tripanocida en adultos menores de 50 años con 
infección crónica y con lesión cardiológica incipiente reduciría la progresión a estadios clínicos 
más avanzados. Sin embargo, el tratamiento etiológico en este grupo de pacientes es en general 
menos tolerado que en niños y adolescentes. El uso de tratamiento tripanocida en pacientes con 
lesión orgánica moderada o grave es todavía motivo de investigación. 

Indicaciones del tratamiento tripanocida: Previo al inicio del tratamiento es muy importante 
que el médico le explique al paciente los posibles efectos adversos y las medidas terapéuticas 
para contrarrestar los mismos. El tratamiento a cualquier edad debe ser adecuadamente super-
visado. A continuación se resumen las recomendaciones generales (Guías para la atención al 
paciente con Enfermedad de Chagas año 2012) sobre el uso del tratamiento tripanocida para 
distintos grupos de pacientes, las cuales fueron alcanzadas por consenso del grupo de revisión 
de las presentes guías. Dichas recomendaciones se agrupan en 4 categorías, siguiendo la cla-
sificación propuesta por el grupo GRADE.
 Hacer: se agrupan en esta categoría aquellas indicaciones para el uso de drogas tripanocidas 
en las que se considera que la gran mayoría de las personas con información adecuada acuer-
da en realizar. Se incluyen en esta categoría: 
• Fase aguda de cualquier naturaleza (se incluye la reactivación en inmunocomprometidos). 
• Fase crónica en niños y adolescentes menores a 19 años. 
• Donante vivo reactivo en trasplante de órganos cuando el mismo no es de urgencia.
 • Accidente de laboratorio o quirúrgico con material contaminado con T. cruzi. 
Probablemente hacer: se incluyen en esta categoría aquellas indicaciones para el uso de dro-
gas tripanocidas en las que se considera que la mayoría de las personas con información 
adecuada acuerda en realizar, pero en las que una minoría substancial podría no acordar. Se 
incluyen en esta categoría: 
• Fase crónica, forma sin patología demostrada en pacientes ≥19 años y menores de 50 años. 
• Fase crónica, forma con patología demostrada, con hallazgos de cardiopatía incipiente, en 
pacientes ≥19 años y menores de 50 años. 
• Quimioprofilaxis secundaria luego de una reactivación en paciente inmunocomprometido. 
Probablemente no hacer: se incluyen en esta categoría indicaciones para el uso de drogas 
tripanocidas en las que se considera que la mayoría de las personas con información adecua-
da acuerda en no realizar, pero en las que una minoría substancial consideraría hacerlo. Se 
incluyen en esta categoría: 
• Fase crónica en pacientes ≥50 años. 
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• Fase crónica con cardiopatía avanzada. 
No hacer: se incluyen en esta categoría indicaciones para el uso de drogas tripanocidas en las 
que se considera que la gran mayoría de las personas con información adecuada acuerda en 
no realizar. Se incluyen en esta categoría: • Pacientes embarazadas y durante la lactancia. • 
Insuficiencia renal o hepática graves. • Trastornos neurológicos graves de base. 

Drogas tripanocidas Actualmente sólo existen dos drogas autorizadas para el tratamiento etio-
lógico: Benznidazol y Nifurtimox. 
Benznidazol: Se presenta en comprimidos birranurados de 50 y 100 mg. En otros países de la 
región existen presentaciones dispensables de 12,5 mg, las cuales pueden estar disponibles en el 
futuro para su uso en Argentina. Dosis: Todas las edades: 5-7 mg/kg/día, administrados en dos 
tomas diarias (cada 12 horas) luego de las comidas. Se sugiere una dosis máxima de 400 mg/día.
 Nifurtimox: Se presenta en comprimidos birranurados de 120 mg. Dosis: • Recién nacido y hasta 
los dos meses de vida: 10-12 mg/kg/día, administrados en dos tomas (cada 12 horas). • Lactan-
tes, primera y segunda infancia: 10-12 mg/kg/día, administrados en tres tomas (cada 8 horas). • 
Adolescentes y adultos: 8 – 10 mg/kg/día (máximo 700 mg en 24 horas), administrados en tres 
tomas (cada 8 horas). Las tomas deben administrarse luego de las comidas. En prematuros o niños 
de bajo peso se recomienda iniciar el tratamiento con dosis bajas de la droga seleccionada, la que 
puede administrarse en una sola toma diaria. Luego se puede aumentar la dosis cada 48 a 72 horas, 
realizando control de hemograma hasta alcanzar la dosis terapéutica.
 Tanto con Benznidazol como con Nifurtimox, la duración del tratamiento recomendada es de 60 
días. Ante el caso de intolerancia al medicamento que impida completar los dos meses, se puede 
considerar aceptable si cumplió al menos 30 días. En caso de suspender el tratamiento por la pre-
sencia de eventos adversos antes de los 30 días, y luego de controlados los mismos, se recomienda 
comenzar un nuevo tratamiento con la droga no utilizada.

 3 Diagnóstico de la infección  por T. cruzi 

3.1 Diagnostico parasitológico

3.1.1 Técnicas directas:

 La confirmación de la infección en fase aguda:

 La primera elección es demostrar la presencia del parásito por métodos parasitológicos di-
rectos. Entre estos, los métodos de concentración en una muestra de sangre son los indicados 
debido a la sensibilidad adecuada ante el nivel de parasitemia existente en esta fase, y a que 
pueden ser realizados en laboratorios de baja complejidad.
 
Los métodos de concentración que pueden utilizarse, en orden de menor a mayor complejidad son:

 • Gota fresca: examinación microscópica de una gota de sangre fresca anticoagulada permi-
tiendo la observación del rápido movimiento del tripomastigote de T. cruzi (Siqueira-Batista 
y col, 1994) .Es necesaria la examinación de por lo menos 100 campos microscópicos para 
llegar a la conclusión de la ausencia de los parásitos.
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 • Micrométodo con capilares (Técnica de microhematocrito): se emplea en recién nacidos, cuando 
se dispone de poca sangre; consiste en colocar la sangre en uno o más capilares heparinizados, y 
someterlos a centrifugación en la microcentrífuga. En la interfase entre el empaquetado de hematíes 
y el plasma, se encuentra una capa de leucocitos, en la que se observan los movimientos del flagela-
do al microscopio con ocular de 10x y objetivo de 40 aumentos. Alternativamente, se puede cortar 
el capilar en la interfase y poner el contenido sobre un portaobjetos para realizar la observación al 
microscopio como si fuese examen en fresco. Ha sido demostrada la mayor sensibilidad y rapidez 
en la detección del T. cruzi por microhematocrito con respecto a la gota fresca (Freilij y col., 1983). 
 • Micrométodo con microtubo: (De Rissio y col., 2009) Es la técnica utilizada en reemplazo del 
microhematocrito, ya que evita los riesgos de lesión al cortar los capilares de vidrio para las muestras 
de sangre. Se colecta sangre anticoagulada en tubos eppendorf de 2 ml, se realiza centrifugación y 
luego se observan 12 gotas de sangre de la interfase entre porta y cubreobjetos en aumento de 40x.
 • Strout: (Strout, 1962), consiste en la colecta de sangre (mínimo 3,0 ml) sin anticoagulante, 
dejando el tubo a 37ºC durante dos horas para la debida formación y retracción del coágulo. Si 
existen parásitos, migrarán para fuera del coágulo. El suero exudado se transfiere a otro tubo, 
el que se centrifuga suavemente (5 min a 50 g, aproximadamente 400 rpm), de lo cual queda 
un sobrenadante más claro, que se transfiere a un segundo tubo y se somete a centrifugación, 
ahora intensa (10 min a 400 g, aprox. 2.000 rpm). El sobrenadante, constituido por suero lím-
pido, se desprecia y se hace una preparación en fresco del sedimento.
 
 En casos de pacientes con síntomas neurológicos, toda vez que se pueda, también se debe 
buscar la presencia de parásitos en líquido cefalorraquídeo.

  3.1.2 Técnicas indirectas
Los métodos indirectos parasitológicos son los menos utilizados ya que requieren mucho 
tiempo, personal altamente especializado y un laboratorio adecuado. Solo se utilizan en cen-
tros de referencia, éstos permiten la multiplicación de los parásitos de la muestra. A continua-
ción una breve descripción de los mismo:

• Xenodiagnóstico: este método se basa en la amplificación del parásito dentro del vector 
alimentado con sangre del paciente. Se utilizan ninfas de triatominos no infectados y la 
observación al microscopio del contenido intestinal se realiza entre 30 y 45 días después 
de la ingestión. La sensibilidad del método durante la fase crónica puede llegar al 60% 
(Schenone y col, 1999, Portela-Lindoso y col., 2003).
• Hemocultivo: consiste en cultivar muestras de sangre del paciente. Los cultivos son ana-
lizados al microscopio a los 20, 30 y 45 días buscando formas epimastigotes (Chiari y col., 
1999). En la fase aguda, su sensibilidad puede alcanzar el 100%. Durante la fase crónica, 
presenta niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagnóstico, pero permite aislar más fá-
cilmente cepas del parásito. 
• Inoculación en animales sensibles: se utiliza principalmente ratones o cobayos, se los inocula 
con sangre del paciente tratada con anticoagulantes o con la porción de la “capa blanca”. El 
período de observación de la sangre del animal es a partir de 3-4 semanas. (Pifano y col., 1954).

3.2  Diagnóstico serológico

Por ser el Trypanosoma cruzi un protozoario extremamente antigénico, a los pocos meses de 
ocurrida la infección existe una respuesta inmune humoral eficaz para controlar el aumento de 
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la parasitemia, mediada por anticuerpos líticos y enzimas del sistema de complemento.

Existen anticuerpos contra diferentes antígenos de T. cruzi (de superficie, somáticos y de ex-
creción), que pertenecen a diferentes clases (IgG, IgA, IgM) y subclases (Rottenberg y col., 
1991). Los más frecuentes, y que se encuentran en mayor concentración, pertenecen a la clase 
IgG, subclases IgG1 e IgG3. Los anticuerpos sintetizados contra diferentes componentes del 
parásito sirven, de forma indirecta, para el diagnóstico serológico.

 Las IgGs pueden detectarse antes de los 30 días de ocurrida la infección aguda, alcanzando 
su nivel máximo al tercer mes.
 
Con el fin de detectar IgG se pueden emplear los siguientes métodos diagnósticos:
 • Ensayo inmuno-enzimático (ELISA). 
 • Inmunofluorescencia indirecta (IFI). 
• Hemoaglutinación indirecta (HAI).
 • Aglutinación con partículas de gelatina.
 
 En algunos casos en particular (reactivaciones cerebrales, lesiones dérmicas), la biopsia es de 
gran utilidad para establecer el diagnóstico.

Diagnóstico de fase crónica El diagnóstico de la fase crónica de la infección por T. cruzi se 
confirma al demostrar la respuesta inmunológica del huésped frente al parásito. Para ello deberán 
realizarse al menos dos reacciones serológicas normatizadas de principios distintos, que detecten 
anticuerpos diferentes. Ambas pruebas deben realizarse con la misma muestra de suero, siendo ne-
cesario además utilizar por lo menos una de las pruebas de mayor sensibilidad como ELISA o IFI.
 Para considerar el diagnóstico como definitivo (ya sea confirmando o descartando una infección 
crónica), el resultado de ambas pruebas debe ser coincidente (ambas reactivas o ambas no re-
activas). En caso de discordancia (una prueba reactiva y otra no reactiva) se deberá realizar una 
tercera prueba, o derivarla a un centro de referencia. Se debe tener presente que el valor diag-
nóstico de las pruebas serológicas debe interpretarse con cuidado en las siguientes situaciones: 
• Inmunodepresión o inmunosupresión que anula o compromete la respuesta inmunológica 
del huésped, lo cual puede conducir a un resultado falsamente no reactivo. 
• Luego de completado el tratamiento tripanocida. En este caso, la respuesta inmunológica 
puede persistir por años luego de eliminado el parásito, por lo que un resultado serológico 
reactivo no significa fracaso terapéutico ni persistencia de la infección crónica.

4 Deteccion y tipificación de T. cruzi mediante métodos de amplificación génica:

4.1 Reacción en cadena de la Polimerasa o PCR: La reacción en cadena por la enzima po-
limerasa (PCR de sus siglas en inglés) es una técnica que permite la amplificación in vivo de 
fragmentos de ADN del parásito que puede realizarse en centros que cuenten con infraestructura 
adecuada (mayor complejidad). Sin embargo, debido a su mayor sensibilidad en comparación 
con los métodos de concentración, la PCR puede ser positiva en una infección crónica. La sero-
conversión positiva entre dos análisis con 30 a 90 días de intervalo puede también servir como 
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diagnóstico confirmatorio de fase aguda si no puede realizarse la parasitemia. Sin embargo, 
se debe recordar que la seroconversión tiene menor valor en el diagnóstico de fase aguda en 
pacientes con tratamientos o enfermedades que generen inmunosupresión o inmunodepresión.

El diagnóstico de enfermedades infecciosas basado en la detección de ácidos nucleicos está 
reemplazando gradualmente, o complementando, a los ensayos bioquímicos, inmunológicos 
y a aquellos basados en cultivo, en los laboratorios de microbiología (Espy y col., 2006; 
Jannes y De Vos, 2006). El método más comúnmente utilizado es el de PCR. Esta técnica se 
basa en el principio de amplificación exponencial de la secuencia de ADN específica a la que 
se dirige la reacción, lo cual le confiere una elevada sensibilidad y especificidad analítica. A 
continuación se detallan diferentes variantes de la PCR.
PCR convencional. Se utiliza un par de oligonucleótidos para amplificar una parte
pequeña del genoma del agente infeccioso. La detección del producto de reacción se realiza 
normalmente en geles de agarosa. Es factible mejorar la sensibilidad y especificidad analíticas 
mediante la aplicación de la PCR anidada, o utilizando el método de Southern blot seguido de 
la hibridación de sondas específicas.
PCR multiplex. Se utilizan múltiples pares de oligonucleótidos dirigidos a diferentes
blancos moleculares en un único ensayo. Se pueden detectar y diferenciar de forma simultá-
nea varios agentes infecciosos o secuencias genómicas en un único tubo de reacción.
PCR anidada. Se utilizan dos ciclos de amplificación, con pares de oligonucleótidos
diferentes. Los productos de la primera tanda de amplificación se utilizan como molde inicial 
para la segunda tanda, utilizando uno (semi-anidada o HN, del inglés “hemi-nested”) o dos 
oligonucleótidos diferentes a los utilizados en el primer ciclo. En general, los ensayos de PCR 
anidada proporcionan una sensibilidad y especificidad analíticas superiores en comparación a 
las pruebas de PCR convencional.
 PCR en tiempo real (qPCR). Utiliza agentes intercalantes fluorescentes o sondas, que per-
miten el seguimiento continuo de la reacción durante el proceso de amplificación. Para ello, 
se utiliza un termociclador con sensores de fluorescencia, lo que permite medir la tasa de ge-
neración de uno o más productos específicos (Mackay, 2004). Dicha medición se realiza luego 
de cada ciclo de amplificación, y es por ello que se le denomina PCR en tiempo real. Bajo 
condiciones ideales, estos productos se acumulan de manera exponencial (sus cantidades se 
duplican en cada ciclo de temperaturas). El número de ciclos de PCR en el que la acumulación 
de producto supera un umbral fijo se denomina “ciclo umbral” (Ct) (Higuchi y col., 1993). En 
las técnicas de qPCR se pueden emplear fluorocromos no específicos o sondas moleculares 
dependientes de la secuencia. En las técnicas basadas en fluorocromos inespecíficos, como el 
SYBR Green, un agente intercalante permite detectar la generación de ADN de doble cadena 
(Zipper y col., 2004). Estas técnicas poseen la ventaja de requerir solo un par de oligonu-
cleótidos para efectuar la amplificación, lo que abarata su costo. Sin embargo, solo es posible 
amplificar y cuantificar un único producto en cada reacción. Las técnicas basadas en sondas 
específicas utilizan al menos un oligonucleótido marcado, lo cual incrementa la especificidad 
del ensayo. Una de las tecnologías más ampliamente utilizadas es la de las sondas TaqMan, 
donde la amplificación de productos de PCR se mide mediante un sistema en el cual la sonda que 
hibrida específicamente con el producto de PCR, se encuentra marcada con dos fluorocromos 
(Figura I4): un fluoróforo reportero en el extremo 5’ y una molécula que bloquea la emisión de 
fluorescencia del primero, en el extremo 3’ (denominada en inglés “quencher”). De este modo, 
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cuando se efectúa la reacción (con un par de oligonucleótidos y la sonda específicos), la 
sonda hibrida con el amplicón. En una primera instancia, no hay emisión de fluorescencia 
debido a la cercanía del fluoróforo reportero con el “quencher”. Cuando la polimerasa se 
encuentra con la sonda, la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5’-3’, provocan-
do la separación física entre el “quencher” y el fluorocromo reportero, y la consecuente 
emisión de fluorescencia (Figura I4). Esta emisión se encuentra cuantitativamente aso-
ciada a la cantidad de amplicón producido (Heid y col., 1996). Una gran ventaja sobre 
los colorantes inespecíficos es que distintas sondas, marcadas con fluoróforos que emiten 
a diferentes longitudes de onda, se pueden combinar para detectar varios productos en 
una misma reacción. La qPCR tiene diversas ventajas, en comparación con los métodos 
clásicos de PCR convencional o anidada. En primer lugar, el riesgo de contaminación 
cruzada por amplicones de corridas anteriores es mucho más bajo ya que la detección del 
producto de amplificación se realiza sin necesidad de abrir el tubo. Asimismo, se reduce 
el tiempo necesario para la realización de la técnica, permite la automatización mediante 
la utilización de placas y la realización de ensayos cuantitativos (Jannes y De Vos. 2006). 
La PCR cuantitativa se basa en la premisa teórica de que existe una relación log-lineal 
entre la cantidad de ADN blanco de partida y el valor de Ct, pudiéndose utilizar para 
estimar la concentración inicial de un blanco de ADN en una muestra desconocida. Para 
estimar la concentración de ADN a partir de los valores de Ct se utilizan estrategias de 
cuantificación relativa y absoluta. El enfoque de cuantificación relativa mide el cambio en 
la concentración de ADN blanco en relación con otra muestra de referencia, y es amplia-
mente utilizado en estudios de expresión génica. La cuantificación absoluta se consigue 
utilizando una curva estándar construída con cantidades conocidas de ADN blanco. Para 
ello, se requiere determinar la cantidad exacta de un estándar por medios independientes 
como la espectrofotometría, la utilización de colorantes intercalantes como PicoGreen, o 
el recuento del microorganismo (Sivaganesan y col., 2008).

Figura Nº 5. Esquema del mecanismo de amplificación de PCR en tiempo real utilizando sondas TaqMan 
para la detección del producto de reacción.
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Otros métodos de amplificación. Además de la PCR, se están desarrollando muchos
métodos nuevos para la detección molecular de patógenos, entre los que se encuentran los mé-
todos de amplificación isotérmica: NASBA (amplificación basada en la secuencia del acido 
nucleico) y LAMP (amplificación isotérmica mediada por asas). También, se están evaluando 
otros enfoques para detectar y analizar los productos de la PCR, tales como la desorcion/
ionización laser asistida por matriz (MALDI, del inglés “Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization”) y LUMINEX.

 4.2 PCR para la detección de T. cruzi
Los procedimientos de PCR han demostrado alto niveles de sensibilidad y especificidad, de-
pendiendo de un número de factores técnicos tales como, el volumen de la muestra extraída, 
las condiciones de conservación de la misma, el método usado en la extracción de ADN, los 
primers usados en la amplificación, los reactivos empleados y las condiciones de termociclado. 
La variabilidad de la PCR puede también en parte ser explicada por la presencia intermitente 
y la cantidad de parásitos circulantes a la hora de tomar la muestra sanguínea.  Por otro lado 
el diagnóstico molecular de diferentes laboratorios utiliza diferentes blancos moleculares, que 
en cepas pertenecientes a  diferentes Unidades Discretas de Tipificación  (UDTs,) presentan un 
número variable de copias  (Duffy y col, 2009; Vargas y col, 2004; Lewis y col, 2009).
Los polimorfismos de secuencia dentro de los fragmentos amplificados entre cepas de dife-
rentes UDTs pueden influir en la eficiencia de la amplificación. (Telleria y col, 2006; Ienne y 
col, 2010).
También pueden presentarse resultados falsos negativos debido a la interferencia de sustan-
cias inhibidoras de PCR que son co-purificadas durante los procesos de extracción de ADN 
de muestras sanguíneas, como también falsos positivos debido en su mayoría a contaminación 
por arrastre de amplicones .(Duffy y col, 2009; Ehrlich-Greenberg, 1994).
Mediante la técnica de PCR se amplifican secuencias específicas del ADN del parásito pre-
sente en la muestra. T. cruzi presenta un genoma de 100-200 x106 pares de bases (pb), va-
riable según los diferentes aislamientos y UDTs, compartimentalizado entre el núcleo y el 
cinetoplasto. Por sus cualidades de abundancia, longitud y estabilidad de secuencia, diversas 
regiones nucleares y del cinetoplasto han sido utilizadas como blanco de amplificación en las 
reacciones de PCR. La elección de la secuencia a amplificar es fundamental para poder desa-
rrollar un ensayo con alta especificidad y sensibilidad. La secuencia específica de T. cruzi con 
mayor número de repeticiones en el genoma nuclear es la secuencia de ADN satélite (ADN-
Sat), una secuencia conservada, organizada en serie, con unas 104 a 105 copias por genoma; 
no obstante, su contenido varia de 5 a 10 veces entre las UDTs TcI/TcIV y las UDT TcII/III/V/
VI (Duffy y col., 2009). Por otro lado, el ADN del cinetoplasto (ADNk) está compuesto por 
redes de maxicírculos y minicírculos concatenados, que representan entre un 10 y 20% del 
ADN total del parásito. T. cruzi presenta un número variable de minicírculos por célula, entre 
5000 y 10000, según el aislamiento. Ambas secuencias repetitivas son utilizadas como blan-
cos de amplificación para la detección por PCR de la infección por T. cruzi (Figura I.7) (Avila 
y col., 1991; Britto y col., 1995; Sturm y col., 1989; Vago y col., 1996b). 
La prueba de PCR ha funcionado con éxito durante la fase aguda de la infección (Antas y col., 
1999), y para diagnosticar casos de infección congénita en zonas endémicas y no endémicas 
(Schijman y col., 2003; Virreira y col., 2003; Bern y col., 2011). También, ha sido utilizada 
para la detección de la infección en pacientes en edad pediátrica (Wincker y col., 1997) y 
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en el seguimiento de pacientes con riesgo de reactivación debida a inmunosupresión post-
trasplante (Diez y col., 2007). 
En la fase crónica de la infección, la PCR ha sido utilizada como herramienta de diagnóstico y 
en la evaluación de la respuesta a la terapia parasiticida. Sin embargo, los trabajos publicados 
han informado valores muy heterogéneos de sensibilidad y especificidad, dependiendo del 
volumen de muestra recolectado, el método de extracción y purificación del ADN, los oligo-
nucleótidos, reactivos y termociclador utilizados, así como de las características epidemioló-
gicas de la población estudiada y de la heterogeneidad del parásito. La baja reproducibilidad 
y la falta de estandarización han dificultado la práctica de esta técnica con fines diagnósticos. 
En este sentido, los investigadores de INGEBI encabezaron un estudio que involucró a 26 
laboratorios con el objetivo de avanzar en la armonización de las estrategias de PCR utiliza-
das para el diagnóstico de T. cruzi. Como resultado de este estudio, se logró un consenso que 
permitió dictar recomendaciones y un protocolo armonizado para el diagnóstico de T. cruzi 
mediante PCR (Schijman y col. 2011).
Por otra parte, se han diseñado estrategias de qPCR para T. cruzi, con especial interés en 
proporcionar un marcador indirecto que evalúe la eficacia del tratamiento parasiticida (Piron 
y col., 2007; Duffy y col., 2009 y 2013; de Freitas y col., 2011; Qvarnstrom y col., 2012, Mo-
reira y col, 2013). Estas estrategias de qPCR están basadas en la detección por SYBR Green 
o sondas TaqMan, con el objetivo de amplificar las secuencias de ADNSat  o de ADNk de 
T. cruzi y de un control interno de amplificación (IAC), añadido a cada muestra antes de la 
extracción de ADN (Duffy y col., 2009, Moreira y col, 2013, Ramirez y col, 2015).
El empleo de Sybrgreen en la PCR en tiempo real implica que la amplificación de cada blanco 
deba realizarse en tubos separados, mientras que el uso de sondas TaqMan permite realizar 
sistemas de  qPCR multiplex para cuantificar tanto el ADN de T. cruzi como el del IAC en una 
misma reacción. Estas metodologías han sido utilizadas recientemente en ensayos clínicos, 
demostrando su utilidad como marcadores subrogantes de falla terapéutica (Molina y col, 
2014; Morillo y col, 2015; Alvarez y col, 2015) 
En el año 2012  un Consorcio Público Privado conformado por INGEBI-CONICET, ANLIS-
MALBRÁN y Laboratorios Wiener SA inició un proyecto (FITS SALUD 001-Chagas) finan-
ciado por la Agencia Nacional de Promoción Científica y Tecnológica, para el desarrollo de 
un equipo comercial (kit) de PCR en tiempo real multiplex de fabricación argentina para el 
diagnóstico temprano de Chagas congénito basado en el método qPCR multiplex con sondas 
TaqMan anteriormente mencionado. La última etapa de dicho proyecto, iniciada en 2015 
consistió en la validación en campo de un prototipo de este kit en binomios de mujeres sero-
positivas y sus recién nacidos en regiones endémicas de nuestro país, incluyendo la ciudad de 
Resistencia, Chaco. Una parte de estos datos se muestran en la Tabla Nº:2 de Resultados como 
parte de la Tesis doctoral del Dr. Raúl Horacio Lucero presentada en Septiembre de 2017 en 
la Facultad de Medicina de la UBA.
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MATERIALES
Y MÉTODOS



1 Áreas de trabajo
Como consecuencia de la elevada sensibilidad de los métodos utilizados para la amplificación 
del ADN, las técnicas poseen un considerable peligro de contaminación. Para disminuir este 
riesgo se utilizaron tres áreas físicamente separadas y aisladas una de otra. Estas áreas debie-
ron ser acondicionadas en el LCSPCh ya que no existía previamente ningún laboratorio de 
Biología Molecular en la institución, y el mismo debió ser creado para este fin.

i) Área de preparación de reactivos, en la cual se prepararon y almacenaron los reactivos para las mezclas 
de reacción de PCR y extracción de ADN.  Asimismo, en este sector se prepararon las mezclas de PCR. Esta 
área permanece cerrada, con fuente de luz UV, y se encuentra destinada exclusivamente para este fin.

ii) Área de preparación de muestras y extracción de ADN, en la cual se realizaron los 
procesos previos a la reacción de amplificación: preparación de la muestra y aislamiento del 
ADN. En este espacio también se añadieron los templados de ADN a los tubos de PCR. Esta 
área es cerrada, cuenta con fuente de luz ultravioleta (UV) para descontaminación de pipetas 
y mesadas, y está destinada exclusivamente al procesamiento de muestras clínicas para PCR.

iii) Área de amplificación y análisis de productos de PCR, en donde se realizan la amplifi-
cación de los diferentes blancos moleculares y el análisis de los productos de PCR a través de 
electroforesis, digestión u otros procedimientos.
En cada una de estas zonas de trabajo se utilizaron reactivos y materiales de uso exclusivo 
para ellas, incluyendo delantales, guantes descartables, micropipetas, puntas con filtro, tubos, 
agua y reactivos, que no se intercambian con las otras áreas.

Área de preparación de reactivos Área de preparación de muestras y extracción de ADN

2 Protocolo de extracción de sangre-Guanidina-EDTA
 Fundamento: 
Los ácidos nucleicos se unen a la superficie de una columna de fibra de vidrio en presencia de 
una sal caotrópica (Hidrocloruro de guanidina). Esto permite inmovilizar específicamente a 
los ácidos nucleicos (ADN y ARN) mientras que se liberan los contaminantes. 
 Documentos de referencia: 
Ver anexo pág. 43
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3  Reacciones de amplificación por PCR
31 Generalidades
Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizó un termociclador CFX96 Touch Real 
Time PCR (BIO- RAD) con seis canales ópticos del Laboratorio central de Salud Pública de 
la Provincia del Chaco.
 Las mezclas de reacción se prepararon de forma “casera” o se utilizaron
mezclas comerciales, en un volumen final de 20 μl, y con las condiciones que se detallan en 
las siguientes secciones. La detección en tiempo real de los productos se realizó  mediante 
sondas TaqMan.

3.2 Mezclas de reacción y programas de ciclado
Las mezclas de reacción y las condiciones de ciclado se presentan en la Tabla 2.

Procedimientos para detección y cuantificación de carga parasitaria 

qPCR-MTq: ensayo de PCR en tiempo real para la detección y cuantificación de T. cruzi 
(secuencia de ADN satélite) y del IAC en una misma reacción “multiplex” utilizando sondas 
TaqMan (Duffy y col, PlOS NTD, 2013).

La reacción se realizó con 5 µl. del ADN resuspendido, en un volumen final de 20 µl.,  uti-
lizando la mezcla de reactivos “FastStart Universal Probe Master Mix” (Roche Diagnostics 
GmbH Corp, Mannehim, Germany).Tabla 2.

Tabla 2: Procedimiento de preparación de la Mezcla de reactivos de qPCR-MTq.

Para cada corrida se utilizó un Control Negativo con ADN humano no infectado un Control 
Negativo de PCR ( Non Template Control: reactivos y agua en lugar de  ADN), dos Controles 
Positivos con ADN de la Cepa CL- Brener ( 1 equiv par/ mL y  100 equiv par/ mL) por dupli-
cado, como se recomienda (Burd, 2010).
Las condiciones de ciclado fueron 10 min a 95º C, 40 ciclos de 15 seg a 95 ºC, y 1 min a 58 º C. 
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4 Controles de calidad de PCR
El ADN de T. cruzi para los controles de calidad se preparó a partir de cultivos de epimastigo-
tes (sección 2.1.3). La concentración y calidad del ADN de T. cruzi e IAC se
midió a 260/280 nm en el equipo Nanodrop, por triplicado. Se prepararon alícuotas de las di-
luciones de trabajo, que se almacenaron a -20°C hasta su utilización. En cada PCR se incluyó 
un control negativo (mezcla con H2O en lugar de ADN); un control positivo débil (1 fg/μl) y 
uno fuerte (10 fg/μl) de ADN de T. cruzi cepa CL-Brener, en los ensayos de diagnóstico; y al 
menos un control positivo de T. cruzi correspondiente a la/las UDTs analizadas (10-100 pg/
μl), en los ensayos de tipificación.

4.1 Construcción de curvas estándar para qPCR a partir de muestras de
sangre periférica
 Recuento de células en la cámara de Neubauer
Los cultivos de epimastigotes de T. cruzi correspondientes a las cepas CL-Brener 
se lavaron para eliminar el ADN de parásitos muertos en el medio de cultivo y se contaron en 
cámara de Neubauer según el siguiente protocolo:
1. Centrifugar 1 ml del cultivo de T. cruzi en fase logarítmica durante 5 min a 3.000 rpm.
2. Descartar el sobrenadante de cultivo y lavar con 1 ml de PBS.	
3. Agitar con vórtex y centrifugar durante 5 min a 3.000 rpm.
4. Repetir desde el paso 2.
5. Agitar con vórtex durante 15 seg en pulsos (para separar las rosetas) y realizar la dilución 
adecuada para el recuento en PBS-formaldehido 3,8%.
6. Cargar la cámara con 10 μl de la dilución y realizar el recuento al microscopio (400X) en 
los 4 cuadrantes de blancos.
Se calculó el número de células de epimastigotes/ml según la siguiente fórmula: Parásitos/
ml = (partículas contadas) x (superficie contada (mm2) x profundidad de la cámara (mm) x 
factor de dilución)/4

4.2 Validación de la linealidad: Protocolo-Guía CLSI EP6
Estimación del rango lineal
Para la evaluación de la linealidad se siguió el protocolo del documento NCCLS EP6-A2 (2003).
El mismo plantea la evaluación polinomial de la linealidad, donde se compara el ajuste de 

los datos a modelos de primer, segundo y tercer orden. El modelo al que mejor ajusten los 
datos será aquel que presente tres condiciones de manera conjunta:

– el mayor valor de coeficiente de determinación (R2)
– el menor valor de desvío estándar de la regresión (Sy,x) 
– valores de significación menores a alfa para los estimadores de los coeficientes de regresión

El protocolo además evalúa la repetibilidad por nivel y el error de linealidad. Para esto, se 
estima la repetibilidad para cada nivel evaluado y se obtiene un valor de repetibilidad global 
que se compara con el valor más alto de CV% para repetibilidad, obtenido en el ensayo de 
evaluación de la precisión.
El criterio de aceptación para el error de linealidad o desvío de linealidad se establece a partir del 
50% del error total del método (dato también obtenido del ensayo de evaluación de la precisión).
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4.3 Paneles de competencia  para control externo de calidad
Se dispuso de paneles de muestras de referencia, utilizando como matriz sangre de indivi-

duos no infectados tratada con Hidrocloruro de Guanidina 6M-EDTA 0,2M, PH: 8, e inocu-
lada con parásitos de cultivo in vitro (epimastigotes) cuantificados en cámara de Neubauer.

Cada panel se hizo por duplicado: una alícuota fue enviada al Laboratorio de Biología Mo-
lecular del LCSPCh y otra alícuota quedó en el laboratorio de control de calidad (INP, Buenos 
Aires). Estos paneles se analizaron cada 3 meses y se informaron los resultados al laboratorio 
de control de calidad.

La extracción de cada muestra del panel se realizó por duplicado (un replicado por ope-
rador) y la PCR de cada extracto de ADN se realizó por triplicado. Esto permitió observar la 
concordancia de los resultados informados por cada operador del laboratorio adoptante con 
los resultados obtenidos por el laboratorio de control de calidad.

La concordancia esperada de los resultados cualitativos (detectable-no detectable) debe 
ser del 100% en el caso de los controles negativos y en el caso del control positivo fuerte. El 
control positivo cercano al límite de detección deberá presentar una concordancia mínima del 
75% por operador (asumiendo que sólo uno de los cuatro controles positivos de 1 equivalente 
parasitario/ml puede llegar a ser no detectable).

La Acordancia (probabilidad intralaboratorio) y la Concordancia (probabilidad entre labo-
ratorios) fueron calculados para análisis cualitativo de los resultados de las pruebas de aptitud.

Acordancia: Probabilidad media de encontrar el mismo resultado para dos muestras idénticas 
analizadas en el mismo laboratorio (por el mismo operador usando el mismo equipamiento)

Concordancia: Probabilidad media de encontrar el mismo resultado para dos muestras idén-
ticas analizadas en laboratorios diferentes (diferente operador usando diferente equipamiento)

La Concordancia Odds Ratio (COR) fue calculada como sigue: [COR= acordancia x (100 
- concordancia)/ concordancia x (100 - acordancia)]. Se utilizó un procedimiento Bootstrap 
con error estándar del 95% (Langton et al., 2002).

4.4 Análisis estadístico
Para la validación analítica de las técnicas diagnósticas se estimaron los parámetros de preci-
sión, linealidad, límite de detección y límite de cuantificación, siguiendo los procedimientos 
de los documentos NCCLS EP5A2; EP6A2; y EP17A  respectivamente.
Los datos se organizaron en una planilla de cálculo Microsoft Excel (2007) que también 
se utilizó para hacer relaciones y estimaciones entre las variables. Para las representacio-
nes gráficas se utilizaron GraphPad Prism 4.0 y QuikCalcsc (GraphPad Software, Inc., 
http://graphpad.com/quickcalcs.cfm).
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Curva con muestras preparadas por el laboratorio de Biología Molecular del IMR-UNNE

El análisis de Regresión lineal produjo la ecuación y= -3,66 x+29,49, lo que indica la linea-
lidad del ensayo.

TRANSFERENCIA DE LA METODOLOGIA DE PCR EN TIEMPO REAL EN 
EL MARCO DEL PROGRAMA NACIONAL DEL INSTITUTO NACIONAL DE 
PARASITOLOGÍA
El programa de transferencia tecnológica al Laboratorio de Biología Molecular del Laborato-
rio Central de Salud Pública de la Provincia del Chaco se inició a fines de 2015. En el marco 
de este programa se llevó a cabo la puesta a punto de la técnica de PCR en Tiempo Real con 
sondas TaqMan en un termociclador CFX96 Touch (BIORAD,) donado por la Embajada de 
Japón con intermediación de la Fundación Mundo Sano. 
La transferencia comprendió los siguientes aspectos:

	 Planificación edilicia del laboratorio de Biología Molecular: a partir de un 
laboratorio ya existente se diagramaron refacciones con divisiones de Durlock y 
puertas internas de manera de separar tres áreas definidas como: Área de extrac-
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ción de ADN, Área de preparación de Mix de trabajo para PCR y Área de Ampli-
ficación mediante el ciclador CFX96. (Ver Materiales y Métodos, sección 1.)
	 Capacitación por parte de la firma proveedora del ciclador BIO-RAD: median-
te un día de capacitación por parte de la representante quien realizó presentación 
teórica en power point con posterior demostración del funcionamiento del cicla-
dor y manejo del software específico.
	 Capacitación en pedidos de insumos: Se asesoró a la Dirección del laboratorio 
Central y a la profesional responsable del área en el pedido de descartables y re-
activos para el laboratorio de Biología Molecular.
	 Contacto con proveedores de los mismos: se procedió a pasar una lista de con-
tactos para la provisión de insumos de laboratorio.
	 Capacitación en técnicas de extracción de ADN por columnas comerciales: 
mediante la provisión de kits comerciales por parte del Instituto de Medicina Re-
gional (IMR) y de muestras de casos clínicos reales se llevó a cabo una demos-
tración de la técnica de extracción de ácidos nucleicos a la vez que se realizó una 
prueba de funcionamiento de los aparatos recibidos (Micropipetas automáticas, 
centrífugas, baños termostáticos y cabina de seguridad biológica).
	 Confección de reacciones de qPCR a partir de muestras clínicas y de Paneles 
artificiales de Control de Calidad externo junto con la capacitación en el manejo 
del ciclador CFX96: Se realizaron los cálculos y preparación de Mix de trabajo a 
partir de reactivos provistos por el IMR, como también la provisión de controles 
positivos de reacción de PCR y muestras de ADN extraídas anteriormente en el 
laboratorio de Biología Molecular del IMR y previamente caracterizadas median-
te análisis serológicos y PCR convencional hacia el kADN . En el mismo sentido 
se analizaron paneles de control de calidad externos provistos por INGEBI y el 
INP. 
	 Confección de Curvas estándar de diluciones seriadas de templados de ácidos 
nucleicos de concentraciones conocidas provistas por el INP y el IMR.
	 Cálculos de cuantificaciones absolutas de cargas parasitarias a partir de las 
curvas construidas en el paso anterior.
	 Interpretación de los resultados obtenidos.

Como resultados obtenidos se destaca el Control de Calidad Externo con muestras provistas 
por el INP, la construcción de la curva estándar a partir de diluciones de parásitos preparados 
por el laboratorio del INP y la extracción de ADN de muestras clínicas (sangre en guanidina) 
provistas por el mismo laboratorio, con columnas comerciales y posterior amplificación me-
diante qPCR con sondas TaqMan aplicando el POE del INP. En la Tabla  1 se muestran los 
resultados de tales ensayos.
Tabla 1: Primeros resultados de Paneles de Control de Calidad Externo del Laboratorio Cen-
tral de Salud Pública del Chaco.
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Referencias: N/A. No amplificó, NR: No realizado. Carga parasitaria de las muestras de los 
paneles de control externo: A1 y A5: 1 eq. Par/ml; A2: sangre seronegativa ; A3: 100 eq.par/
ml, A4: 10 eq.par/ml.

La corrida de PCR mostró una eficiencia de amplificación excelente (R²: 0,997). Los resulta-
dos obtenidos resultaron dentro de lo esperado  tanto respecto a la determinación correcta de 
la muestra no infectada (A2), como con respecto a la concordancia en carga parasitaria de las 
muestras inoculadas con concentraciones conocidas de parásitos (A1, A3, A4 y A5).
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Recientemente la aparición de la PCR ha sido una alternativa a las técnicas convencionales ya 
que es capaz de detectar parasitemias de muy baja intensidad e incluso fragmentos de parási-
to. Existen diferentes PCR que utilizan diferentes dianas del parásito como el minicírculo del 
kADN y la secuencia repetida del ADN satélite. Los diferentes protocolos de PCR permiten 
detectar el genoma de un solo parásito e incluso cantidades inferiores. En zonas endémicas la 
PCR sólo se utilizaba en estudios de investigación pero actualmente está sustituyendo otros 
métodos como el xenodiagnóstico. En países no endémicos la PCR es una herramienta habi-
tualmente utilizada en los bancos de sangre, en el control de posible reactivación postrasplan-
te y en el diagnóstico del Chagas congénito. En pacientes en fase crónica la PCR es una prue-
ba complementaria a la serología, de confirmación y también se utiliza para el seguimiento 
de curación parasitológica posterior al tratamiento. La PCR se puede realizar sobre diferentes 
tipos de muestra. En fase aguda sobre sangre, suero, plasma, líquido cefalorraquídeo y a partir 
de biopsias de tejido cardiaco o bien de placenta o cordón en los casos de congénita. En los 
casos de Chagas crónica se puede realizar sobre muestras de sangre o plasma, o de capa leu-
cocitaria. Un requisito para mejorar los resultados de PCR es la conservación de la muestra. 
Es aconsejable conservar la muestra a 4 ºC o congelada. En el caso de sangre total, se debe 
mezclar con tampón guanidina 6 M-EDTA 0.2 M lo antes posible para preservar el ADN. De 
esta forma se puede conservar a temperatura ambiente o nevera, se produce la hemólisis de 
los hematíes, se homogeniza el ADN y se inhibe la acción de las ADNasas. En condiciones 
óptimas la sensibilidad de la PCR en fase crónica es de un 50 %, aunque según el protocolo 
utilizado los resultados de sensibilidad son variables. Probablemente estas diferencias sean 
debidas al volumen de sangre procesada, a los procedimientos de extracción del ADN o a la 
región de ADN de T. cruzi amplificada. Dentro de las PCR que se usan la nested PCR propor-
ciona una mayor sensibilidad que la PCR simple. Es una técnica altamente sensible, pero que 
en cambio consume mucho tiempo y tiene el riesgo de falsos positivos debido a la posibilidad 
de contaminaciones por amplicones.

DIAGNÓSTICO DEL CHAGAS CONGÉNITO Debe realizarse en aquellos casos en que 
la madre tiene un diagnóstico de Chagas agudo (poco frecuente en área no endémica) o un 
Chagas crónico. Hay que tener en cuenta que entre un 60 % y el 90 % de los recién nacidos 
infectados no presentarán clínica y por lo tanto el diagnóstico, de confirmación, para estable-
cer el tratamiento sólo se podrá hacer mediante pruebas diagnósticas. Al recién nacido se le 
realizaran las siguientes pruebas: 
a) El microhematocrito: Sacar sangre preferentemente del talón. Si el microhematocrito es 
positivo se confirma la infección y hay que establecer el tratamiento lo más rápidamente 
posible. Paralelamente se puede realizar el examen en fresco, frotis o gota gruesa. Cuando 
la parasitemia es baja el microhematocrito puede ser negativo, en estos casos está indicado 
realizar un cultivo y una PCR a partir de sangre y hacer un seguimiento periódico tanto clínico 
como parasitológico del niño hasta los 9 meses.
 b) Pruebas serológicas: se realizarán siempre que el microhematocrito, el cultivo o la PCR 
hayan sido negativos. La determinación de anticuerpos específicos se realizará siempre utili-
zando dos pruebas serológicas validadas. Es importante realizar esta prueba a partir de los 9 
meses para evitar la presencia de anticuerpos maternos. Si la serología a los 9 meses es po-
sitiva, se confirmará que el niño está infectado y se establecerá el tratamiento. Otras pruebas 
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que se pueden realizar son la detección de parásitos en placenta por histología o por PCR y en 
el líquido amniótico, aunque no siempre la detección de T. cruzi en estas muestras se puede 
asociar a una infección congénita. 
(Educación continuada en  el laboratorio clínico. Comité de educación. M. Rodríguez, D. 
Balsells y col. 2013. ISSN 1887-6463)

En base a la sensibilidad de los métodos de laboratorio mencionados, es fundamental en 
Chagas congénito, emplear el test de mayor sensibilidad posible de manera de detectar lo más 
pronto que se pueda los casos de neonatos infectados para instaurar el tratamiento parasiticida 
que en la mayoría de los casos logra la negativización de la parasitemia.

En ese contexto, los resultados presentados en la Tesis doctoral titulada: 
 “Asociación de la variación genética de Trypanosoma cruzi con la transmisión congénita y 
las manifestaciones cardíacas de la infección crónica en áreas de alta prevalencia de la Pro-
vincia del Chaco”  por el Dr. Raúl Horacio Lucero en la Facultad de Medicina de la UBA en 
Septiembre de 2017, mostraron que la sensibilidad de qPCR fue de 100% en contraste con el 
Microhematocrito que demostró un 25% de sensibilidad en un estudio de 78 recién nacidos 
en el Hospital Julio C. Perrando de la ciudad de Resistencia, Chaco, y que arrojó un 5,12% de 
infectados de madres seropositivas. 

Se estudiaron por PCR 181 muestras de 78 casos.  Cuatro de los 78 casos resultaron con diag-
nóstico de Chagas congénito por el algoritmo estándar de oro (parasitológico en sangre de 
cordón o muestra de sangre periférica basal  y serológico a los 10 meses), evidenciando una 
tasa de transmisión de 5,12%. Estos cuatro casos resultaron positivos por qPCR y por LAMP, 
dando un valor de sensibilidad de un 100%, mientras que el micrométodo resultó positivo 
en solo uno de los cuatro casos congénitos. Cabe aclarar que el único caso con prueba de 
micrométodo positiva resultó serológicamente no reactivo a los 10 meses, por haber recibido 
tratamiento etiológico.

La tabla Nº 2 muestra resultados de qPCR con Cts< 39, interpretables como PCR positivos 
según el inserto del kit, que fueron obtenidos en muestras  de 11 bebés del estudio de campo. 
Seis presentaron resultados de qPCR con cargas parasitarias por encima del límite de cuan-
tificación , cuatro de  los cuales corresponden a los pacientes con Chagas congénito arriba 
mencionados, mientras que dos, correspondientes a los casos  4044 y 4047 (casos 4 y 6 en 
Tabla 2.) presentaron resultado parasitológico negativo y serología no reactiva, debiendo ser 
interpretados como falsos positivos de la PCR, dando un valor de especificidad del 95%.Sin 
embargo, uno de estos casos es positivo por LAMP, lo que pone en duda el resultado serológi-
co. No conocemos al momento si estos pacientes recibieron tratamiento etiológico por lo cual 
no podemos aseverar que estos casos sean o no  falsos positivos de la PCR
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Tabla Nº 2. La carga parasitaria es expresada en eq.par/ml. Tipo de muestra: Sangre de cordón o sangre pe-
riférica entre 2-12 semanas.  Ne: No evaluado; R: Reactivo; NR No reactivo; nA: No Aplica; S/D sin datos. * 
Promedio de Cts de duplicados;  ** Esta muestra presentó resultados del IAC fuera de rango (Ct>28).
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CONCLUSIONES



• Se diseñó y puso en funcionamiento el primer laboratorio de Biología Molecular del 
LCSPCh.
• Se realizó la estandarización de un método de PCR en tiempo real dirigido a secuencias 
de ADN satélite con sondas TaqMan, a partir de ADN extraído por el método comercial de 
columnas de extracción Roche. 
• Se implementó un sistema de control externo de calidad de la PCR en tiempo real, median-
te el procesamiento de paneles de competencia con excelentes valores de concordancia y 
acordancia.
• Se transfirió esta metodología con el objeto de ser aplicada en la detección temprana de 
Chagas Congénito en un área de alta prevalencia de la enfermedad en Argentina.
• Se trabajó en paralelo con el Laboratorio de Biología Molecular del IMR de la UNNE de 
manera de verificar la validez de los resultados obtenidos tanto de muestras, como de curvas 
de calibración.

Técnicas montadas en el laboratorio de Biología Molecular del LCSPCh
La ubicación estratégica que tiene el laboratorio de Biología Molecular del LCSPCh y el 
equipamiento con el que cuenta como también sus instalaciones edilicias, lo convierten en 
un referente para el estudio de enfermedades infecciosas endémicas en esta zona del país, 
como es la enfermedad de Chagas. El laboratorio funcionó adecuadamente en técnicas 
coordinadas con el laboratorio de Chagas del INP, con el cual se creó un importante vínculo 
de trabajo e intercambio de muestras y técnicas de Biología Molecular entre ambos labora-
torios.
Las técnicas que fueron secuencialmente puestas a punto permitirán, por primera vez en la 
Región, conocer la carga parasitaria de pacientes con enfermedad de Chagas congénito. Se 
realizó una validación analítica exhaustiva siguiendo Guías Internacionales en el caso de la 
PCR en Tiempo Real que permite partir de un volumen pequeño de muestra clínica.

1. Control Externo de Calidad en diagnóstico Molecular: Análisis de paneles de 
competencia

Otro  aporte importante de este trabajo lo constituye la participación del Laboratorio de 
LCSPCh, en un sistema de Control de Calidad Externo que se pudo implementar desde 
INGEBI para monitorear la calidad de los experimentos de qPCR y el desempeño de opera-
dores, reactivos y equipos. En efecto, el análisis de paneles de competencia permitió realizar 
pruebas de aptitud de qPCR en el Termociclador CFX96 .Los resultados se compararon en-
tre sí y con respecto a los resultados de qPCR realizados por el laboratorio de referencia que 
preparó los paneles (INP). El porcentaje de Acordancia obtenido fue de 100% (intervalos de 
confianza 100-100), el de concordancia fue de 100% (IC 100-100) y el COR (odds radio) 
fue de 1, indicando resultados excelentes. 

2. Impacto del Trabajo de Tesis en capacidades institucionales y académicas: 
Se logró capacitar a dos profesionales del Laboratorio Central de Salud Pública del Chaco 
para la Transferencia de la metodología de PCR en tiempo real con sondas TaqMan de ma-
nera de ingresar al Programa Nacional de pesquisa de Chagas Congénito, coordinado por el 
INP Dr. Fatala Chaben.
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