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RESUMEN 
 

El objetivo principal del presente trabajo fue la implementación de una prueba 
de alta sensibilidad y especificidad, como la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), para el diagnóstico molecular de Trypanosoma cruzi en 
triatominos vectores de la enfermedad de Chagas. Para el proceso de 
estandarización de la prueba, en primer lugar, se analizaron las heces 
preservadas en papel de filtro de 30 insectos reduvídeos, 15 infectados y 15 
sin infección, previamente identificados y enviados por el Laboratorio de 
Referencia Nacional de Inmunodiagnóstico de Chagas (Maracay, 
Venezuela). El ácido desoxiribonucleico (ADN) fue extraído y purificado 
empleando columnas de sílica de la casa comercial Qiagen. La PCR, se llevó 
a cabo utilizando los cebadores TCZ3 y TCZ4 que amplifican fragmentos 
específicos de ADN del parásito de 168 pb, 360 pb y 550 pb. El criterio de 
positividad de la prueba fue la observación de las bandas específicas del 
ADN de T. cruzi con los pesos moleculares anteriormente mencionados. Los 
resultados fueron expresados en porcentaje de sensibilidad y especificidad 
obteniendo un 100% y un 93,33%, respectivamente. Asimismo, se obtuvo un 
valor predictivo negativo y positivo de 100% y 94,00%, respectivamente. Este 
trabajo constituye unas de las primeras investigaciones realizadas utilizando 
el par de cebadores TCZ3 y TCZ4 en heces de triatominos y representa una 
herramienta de gran valor en el diagnóstico de la infección por T. cruzi en 
vectores. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico brasileño, ha sido considerado un 

genio científico, gracias al descubrimiento de la enfermedad de Chagas. Este 

médico investigador se destacó por ser el único en realizar la descripción de 

una enfermedad infecciosa en todos sus aspectos: etiológico, patológico y 

clínico. En 1909, en medio de una investigación en una comunidad de Brasil, 

descubre no sólo al Trypanosoma cruzicomo agente etiológico de la 

enfermedad, sino también el ciclo de vida y el mecanismo de transmisión del 

parásito, estableciendo que en el mismo participaban insectos vectores 

portadores de T. cruzi; sus reservorios naturales y la patología en sí misma 

(Bastien, 1998).  

 

La enfermedad de Chagas es una parasitosis endémica en numerosas 

regiones del continente americano, extendiéndose desde el sur de los 

Estados Unidos al sur de Argentina y Chile. Afecta a 17 países y se estima 

que en el mundo existen no menos de 10 millones de personas infectadas, 

principalmente en América Latina, provenientes tanto de áreas urbanas como 

periurbanas y rurales (Werner et al., 2008). Según la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) (2010), 25 millones de personas están en riesgo de 

adquirir la enfermedad y se calcula que en el año 2008 provocó 

aproximadamente 10 000 defunciones.  

 

El género Trypanosoma es uno de los más importantes incluidos en la familia 

Trypanosomatidae. Dentro de él, se engloban especies tales como T. 

gambiensey T. rhodesiense, agentes causales de la enfermedad del sueño; 

T. brucei, T. equiperdumy T. equinum, causantes de enfermedades en 

animales y T. cruzi, responsable de la tripanosomiasis americana (Rodríguez, 

2011). 
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T. cruzi es un hemoprotozoario flagelado que alterna su ciclo de vida en dos 

hospederos multicelulares, uno invertebrado y otro vertebrado. El ciclo inicia 

cuando los triatominos se alimentan de la sangre de un mamífero infectado 

que contiene las formas tripomastigotes sanguíneos, éstas se transforman a 

epimastigotes en el intestino medio del insecto. Los mismos migran al recto 

donde sufren otra transformación para convertirse en 

tripomastigotesmetacíclicos. La fase en el vertebrado se inicia cuando el 

triatomino se alimenta de sangre del hospedero, éste al picar defeca sobre la 

piel y expulsa los tripomastigotesmetacíclicos que son introducidos en el 

organismo a través de las mucosas, del orificio de la picadura o por las 

escoriaciones que se produce el individuo al rascarse (Becerril y Romero, 

2004; Koneman y Allen, 2008). 

 

Desde el punto de vista de clasificación de la enfermedad, se definen tres 

fases bien diferenciadas (Maldonado, 1998). Inicialmente, una fase aguda 

que se presenta generalmente como un síndrome febril prolongado, en 

algunos casos acompañado de otros síntomas inespecíficos como edema, 

vómitos, esplenomegalia, hepatomegalia, hipertrofia de ganglios linfáticos, 

entre otros. Igualmente, de un 30,00% a 80,00% de los casos se puede 

observar los signos de puerta de entrada como el signo de Romaña, 

caracterizado por edema unipalpebral o bipalpebral; al igual que el chagoma 

de inoculación, representado por una lesión eritematosa en el sitio de la 

picadura. La presentación clínica, en algunos casos, puede orientar el 

diagnóstico en zonas donde la parasitosis es endémica. En este primer 

periodo la probabilidad de recuperar el parásito en sangre es más elevada 

(Organización Panamericana de la Salud, 1982; Botero y Restrepo, 2003; 

Botero et al., 2007; Romero, 2007).  

 

El período latente o indeterminado, segunda fase de la enfermedad, tiene 
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una duración media de 10 años, la parasitemia es baja y no hay presencia de 

síntomas aparentes. En esta etapa, el diagnóstico se realiza a través de 

pruebas serológicas de laboratorio, en las cuales se determinan anticuerpos 

específicos producidos contra el parásito. En esta fase, el examen 

radiológico y el electrocardiograma convencional arrojan resultados 

normales, lo que en muchos casos da lugar a resultados erróneos y 

enmascaramiento de la enfermedad (Acha y Szyfres, 2003; Botero y 

Restrepo, 2003). En la fase crónica, de 30 a 40% de los pacientes 

chagásicos desarrollan una enfermedad inflamatoria que comúnmente 

resulta en cardiomiopatías y disfunciones del tracto gastrointestinal (Romero, 

2007). 

 

Recientemente, se reclasificó la enfermedad en sólo dos fases: aguda y 

crónica. Ésta última puede presentarse con o sin patología demostrada, esta 

clasificación fue objeto de estudio en el Consenso Internacional sobre la 

Etapa Indeterminada de la Enfermedad de Chagas, llevado a cabo en 

Buenos Aires, Argentina (OMS, 2007).  

 

El mecanismo de transmisión, es principalmente a partir de hemípteros 

hematófagos de la subfamilia Triatominae, incluida en la familia Reduviidae 

(Romero, 2007; Paviaet al., 2009). Otros de los medios por los cuales se 

puede adquirir la enfermedad de Chagas son la transmisión oral, 

transplacentaria o congénita, leche materna, por trasplante de órganos, 

transfusiones sanguíneas, manejo de animales infectados y por accidentes 

de laboratorio (Botero y Restrepo, 2003).  

 

Hoy en día, se reportan alrededor de 140 especies de triatominos, de las 

cuales 22 están presentes en el país, todas ellas potencialmente capaces de 

transmitir T. cruzi; sin embargo, relativamente pocas son de importancia 
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como vectores del parásito (Castillo y Wolff, 2000; Soto, 2009). En todo el 

continente americano se han descrito diversas especies responsables de la 

mayoría de los casos de enfermedad de Chagas por transmisión vectorial, 

siendo las más comúnmente halladas:Triatoma dimidiata, Triatoma venosa, 

Triatoma infestans, Rhodnius pallescens, Triatoma maculata, Panstrongylus 

geniculatus y Rhodnius prolixus; las tres últimas corresponden a las especies 

de mayor interés epidemiológico en Venezuela, debido a la frecuencia con 

que se encuentran colonizando el domicilio humano y al alto porcentaje de 

infección por T. cruzi (Feliciangeli, 2009). Cabe señalar, que en el año 2010 

se realizó el reporte de un caso de Eratyrusmucronatus infectado por T. cruzi 

en un área urbana peridomiciliar del estado Anzoategui, constituyendo éste el 

primer caso registrado de infección de esta especie en dicho estado 

(Morocoimaet al., 2010). De igual manera, se han referido aproximadamente 

155 especies de mamíferos silvestres y sinantrópicos que actúan como 

resorvorio de T. cruzi. La persona infectada también es considerada 

reservorio de la infección (Soto, 2009). 

 

Debido a la existencia de diferentes fases de la enfermedad y los oscilantes 

niveles de parasitemia en cada una de ellas, los métodos de diagnóstico 

deben ser seleccionados cuidadosamente en cada caso, con la finalidad de 

escoger aquellos que permitan obtener resultados con el mayor porcentaje 

de confiabilidad y de esta manera efectuar un diagnóstico preciso. Desde el 

descubrimiento de la enfermedad en el año 1909 hasta hoy, pasados ya 100 

años, se han dado grandes adelantos científico tecnológicos que han 

permitido mejorar el diagnóstico de la infección (Gomes et al., 2009). 

 

Las diferentes etapas de la enfermedad son un indicio para la escogencia del 

método más confiable que permita realizar un diagnóstico certero. Así se 

tiene que en la fase aguda, debido a los elevados niveles de parasitemia, las 
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técnicas se fundamentan en la detección de formas tripomastigotes de T. 

cruzi en muestras frescas de sangre (Maldonado, 1998). Los métodos 

parasitológicos utilizados en esta etapa, son el examen microscópico al 

fresco, gota gruesa y el extendido coloreado. En aquellos casos en donde la 

parasitemia ya se encuentra en declive, se debe optar por métodos de 

concentración como el de Strout y microhematocrito (Konemanet al., 2008). 

De igual forma, se emplean métodos parasitológicos indirectos como el 

hemocultivo y xenodiagnóstico, aunque se ha descrito que estas técnicas 

poseen buena especificidad pero su sensibilidad es baja de 50-74% (Chiari, 

1999, Schenone, 1999).   

 

En la fase crónica de la enfermedad, sin patología demostrada, existe menos 

posibilidad de recuperación del parásito en sangre y el diagnóstico se basa, 

principalmente, en la búsqueda de anticuerpos contra T. cruzi (Chávez et al., 

2007). Las pruebas serológicas comúnmente usadas son,el ensayo 

inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA), inmunofluorescencia 

indirecta,hemaglutinación indirecta y fijación de complemento (Maldonado, 

1998; Botero y Restrepo, 2003; Konemanet al., 2008; Gomes et al., 2009).  

 

Los métodos serológicos y parasitológicos disponibles para el diagnóstico de 

la enfermedad de Chagas han mejorado de forma importante, con el fin de 

reducir al mínimo los falsos negativos y ofrecer mayores beneficios al 

paciente. Las técnicas serológicas han dejado de usar los antígenos crudos 

que en un principio se utilizaban, para incluir antígenos purificados, 

recombinantes y péptidos sintéticos que mejoran considerablemente la 

sensibilidad y especificidad de las mismas (Moncayo y Luquetti, 1990).  

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) como método parasitológico 

de diagnóstico, se comenzó a implementar a partir de la decada de los 80 por 
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Kary Mullis, como herramienta exitosa para la detección de numerosos 

agentes infecciosos. Por esta razón, la invención de esta técnica, dio inicio al 

mejoramiento en el campo del diagnóstico de innumerables patologías, entre 

ellas la enfermedad de Chagas (Russomandoet al., 1992; Dornet al., 1999; 

Paviaet al., 2003; Gil et al., 2007; Gomes et al., 2009). 

 

La PCR constituye un sistema que permite obtener, en poco tiempo, millones 

de copias de una secuencia específica de ácido desoxirribonucleico (ADN). 

La reacción incluye varios ciclos que comprenden a su vez tres pasos. Estos 

ciclos consisten, principalmente, en la propiedad que posee el ADN de 

desnaturalizarse a altas temperaturas y la capacidad de las enzimas 

polimerasas de iniciar la replicación del mismo con la ayuda de ciertos 

componentes primordiales de la reacción. La mezcla utilizada para la 

amplificación de un fragmento del ADN molde, requiere de oligonucleótidos 

que actúan como cebadores, una enzima ADN polimerasa termoestable, 

desoxirribonucleótidos que realizan un papel importante como sustrato para 

copiar las cadenas nuevas a partir del molde, un amortiguador que se 

encarga de estabilizar la reacción y cloruro de magnesio (MgCl2) cofactor de 

la enzima (Villegas et al., 2009). 

 

Son numerosas las dianas moleculares que han permitido la identificación de 

T. cruzi (Chávez et al., 2007). Sin embargo, las más utilizadas para el 

diagnóstico son el minicírculo del ADN del kinetoplasto (ADNk), que 

corresponde a una condensación de ADN mitocondrial formado por una red 

de moléculas circulares: maxicírculos y minicírculos. A su vez, cada 

minicírculo presenta cuatro regiones constantes y cuatro variables. Muchos 

investigadores, han utilizado esta PCR por ser un blanco altamente sensible 

y específico, ya que sólo amplifica regiones del ADN de T. cruzi y no de otros 

parásitos relacionados (Rivas y López, 1993; Ferrer et al., 2008). 
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Otras de las secuencias comúnmente utilizadas es la del ADN satélite 

(ADNs) (Moseret al., 1989; Breniereet al., 1992; Coronadoet al., 2006). Este 

posee,aproximadamente, 120 000 copias de una secuencia de 195 pb, esto 

representa del 9,00% al 10,00% del ADN del parásito, lo que la hace una 

diana altamente sensible. La amplificación de secuencias repetitivas y 

específicas del ADN parasitario le ha concedido una alta sensibilidad y 

especificidad, lo cual representa una importante herramienta de diagnóstico 

(Moseret al., 1989; Rivas y López, 1993; Elías et al., 2005; Molina et al., 

2007; Ferrer et al., 2008). 

 

La PCR de ADN satélite de T. cruzi fue diseñada por Moseret al. (1989), en 

ella se amplificó un fragmento de 188 pb de ADN repetitivo a partir de 

muestras de sangre de pacientes y ratones infectados con T. cruzi. 

Posteriormente, Ndaoet al. (2000) modificaron la técnica y amplificaron un 

producto de 168 pb en sangre proveniente de monos del género Saimirisp. 

 

Debido a la variabilidad de modificaciones que se pueden aplicar a la PCR, 

ésta se ha utilizado con éxito en la detección de secuencias de ADN de T. 

cruzi en diferentes muestras biológicas, entre ellas sangre completa y suero; 

al igual que en heces y hemolinfa de triatominos. Numerosos autores han 

reportado que esta técnica presenta elevada sensibilidad y especificidad 

(Dornet al., 2001; Pavía et al., 2003; Brazet al., 2008). 

 

Russomandoet al. (1996) evaluaron una prueba de PCR para identificación 

de ADN de T. cruzi en heces de Triatoma infestans. En su investigación, 

realizaron comparaciones de esta técnica con otros métodos parasitológicos, 

como el xenodiagnóstico y la observación microscópica de las heces en 

busca de flagelados. Estos autores demostraron que mediante la PCR, se 

pueden obtener resultados con más rapidez en contraste al xenodiagnóstico, 
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ya que para éste se debe contar de 30 a 45 días luego de la alimentación del 

insecto para realizar el diagnóstico, además del laborioso procedimiento 

empleado, mientras que con técnicas moleculares se obtienen los resultados 

en aproximadamente dos días. Al mismo tiempo, demostraron que la 

sensibilidad de la PCR fue significativamente mayor al examen directo al 

microscopio (EDM), esto fue evidenciado por el hecho de que en 50 insectos 

analizados, 84,00% fueron positivos por PCR y sólo un 26,00% resultaron 

positivos por la EDM. 

 

Estudios efectuados por Molina et al. (2007), para determinar la prevalencia 

de infección de los triatominos silvestres por T. cruzi, utilizando PCR y 

microscopía óptica, concluyeron que ambas técnicas eran 100% sensibles y 

específicas, por lo que fueron utilizadas como estándares de oro para 

posteriores estudios comparativos con técnicas de inmunoensayo aplicadas 

en deyecciones de insectos. 

 

De igual forma, Guevara et al. (2007) dirigieron sus estudios hacia el 

mejoramiento en el procesamiento de muestras para la detección molecular 

de infecciones por T. cruzi y T. rangelien vectores. En su experimento 

demostraron que aumentando el tiempo de incubación, de 10 minutos a 24 

horas, durante el tratamiento con el reactivo de extracción del ADN de las 

muestras de contenido intestinal y hemolinfa de chipos preservadas en papel 

de filtro, se podían obtener amplificaciones reproducibles de hasta 0,2 

parásitos. Asimismo, ponen de manifiesto que el seguimiento de las 

infecciones en triatominos es elemental para la epidemiología de la 

enfermedad de Chagas. 

 

La PCR ha demostrado tener un grado variable de eficiencia para el 

diagnóstico de T. cruzi en pacientes chagásicos. En la fase crónica, por 
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ejemplo, Junquera et al., (1996) reportan un 59,40% de sensibilidad en 

pacientes crónicos con pruebas serológicamente positivas. El empleo de la 

PCR en deyecciones de triatominos abre nuevas brechas en el diagnóstico 

de la enfermedad de Chagas, con lo que su aplicación puede aumentar 

significativamente la sensibilidad y especificidad con respecto al diagnóstico 

parasitológico convencional (Coronado et al., 2006). 

 

En el estado Sucre, se cuenta con laboratorios que reciben constantemente 

especies de insectos vectores de la enfermedad de Chagas, a los cuales le 

son realizados estudios del contenido intestinal, para la identificación de 

flagelados; sin embargo, mediante el examen directo de las heces de los 

reduvídeos sólo es posible determinar género (Trypanosoma sp.). 

Igualmente, se ha reportado un alto grado de variabilidad con respecto a la 

sensibilidad y especificidad de esta técnica. En este contexto, se hace 

necesaria la implementación de nuevas herramientas que permitan ofrecer 

un diagnóstico confiable en cuanto a la enfermedad de Chagas y positividad 

de infección en triatominos. Por tal motivo, en el siguiente trabajo de 

investigación, se estandarizó una prueba de PCR para realizar el diagnóstico 

de vectores infectados por T. cruzi, de esta manera, se puede contar 

actualmente con una técnica molecular estandarizada, altamente sensible, 

específica y confiable en nuestra región. 
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METODOLOGÍA 
 

OBTENCIÓN DE LAS HECES DE LOS TRIATOMINOS 
Para la presente investigación se utilizaron heces preservadas en papel de 

filtro, de 15 triatominos infectados por T. cruzi y 15 sin infección, las cuales 

fueron facilitadas por el Laboratorio de Referencia Nacional de 

Inmunodiagnóstico de Chagas (LRNICH) (Maracay, Venezuela). Las 

especies de los vectores fueron seleccionadas aleatoriamente de acuerdo a 

la disponibilidad de insectos del laboratorio de referencia: 20 (Rhodnius 

prolixus), 5 (Panstrongylus geniculatus) y 5 (Triatoma maculata).  

 

Para los controles positivos se emplearon vectores infectados procedentes 

del LRNICH, los cuales fueron mantenidos y alimentados por 

xenodiagnóstico artificial en el Laboratorio de Diagnóstico Serológico de 

Enfermedades Infecciosas del Postgrado en Biología Aplicada de la 

Universidad de Oriente, estado Sucre.  

 

Xenodiagnóstico artificial 
Los triatominos positivos a infección por T. cruzi (n = 8) se colocaron en 

frascos de plástico de 50 ml, con una pieza de papel de filtro (Whatman Nº 1) 

en el fondo de éstos y cubiertos con una tela tipo tul. Se obtuvo sangre 

anticoagulada de personas no infectadas para T. cruzi. La sangre se colocó 

dentro de guantes de látex, los cuales se anudaron a cada extremo, éstos se 

colocaron sobre los envases que contenían los triatominos. Los insectos 

ascendieron por las paredes del frasco en busca del alimento y se dejaron 

alimentar por un tiempo aproximado de 30 minutos. Luego, se esperó que los 

triatominos defecaran y se retiró el papel filtro con una pinza estéril. Las 

muestras se conservaron a -20ºC hasta su procesamiento y posterior 

aislamiento del ADN (Russomandoet al., 1996) (Apéndice 1). 
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Para la estandarización de la reacción en cadena de la polimerasa para el 

diagnóstico de T. cruzi en vectores, se inició ensayando dos protocolos de 

extracción de ADN. Se utilizaron columnas de sílica (QIAamp DNA mini kit, 

Qiagen) que retienen específicamente el ADN y admiten el paso de otras 

sustancias contaminantes (Qiagen, 2010); y el kit de Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega) en el que se emplean soluciones como SDS-

hipotónica para la lisis nuclear, solución precipitadora de proteínas, entre 

otras y se basa principalmente, en la precipitación del ADN mediante el uso 

de isopropanol (Doyleet al., 1996). 

 

EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ADN DE LAS MUESTRAS DE HECES 
PRESERVADAS EN PAPEL DE FILTRO  
Extracción con QIAamp DNA mini kit (Qiagen) 

Para la extracción del ADN de las muestras fecales, se siguieron las 

instrucciones descritas en el inserto de la casa comercial, como se detalla a 

continuación: fueron recortados 3 círculos del área manchada con las heces 

de los triatominos del papel de filtro, cada uno es equivalente a 0,5 µl de 

materia fecal. Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml de 

capacidad y se agregaron 180 µl de buffer de lisis (ATL), se incubaron a 85ºC 

por 10 minutos, pasado el tiempo se centrifugó rápidamente a máxima 

velocidad. Se añadieron 20 µl de proteinasa K a la solución; se aplicó vórtex 

y se incubó a 56ºC por 1 hora.  

 

Transcurrido el tiempo, se centrifugó a máxima velocidad con la finalidad de 

sedimentar los restos que quedaron en las paredes y la tapa del tubo. 

Posteriormente, se adicionaron 200 µl de un segundo buffer de lisis (AL) a la 

muestra, se mezcló con vórtex y se incubó a 70ºC por 10 minutos, para luego 

centrifugar rápidamente a máxima velocidad. Se procedió a retirar los 

círculos de papel de filtro y adicionar a cada tubo 200 µl de etanol (96,00–
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100%), se mezcló haciendo pulsos con el vórtex y se realizó una 

centrifugación a 14 000 rpm por 1 minuto. La mezcla se aplicó a la columna 

de QIAamp DNA mini kit (en un tubo de recolección de 2 ml), se centrifugó a 

8 000 rpm durante 1 minuto, luego se colocó en un tubo de recolección de 2 

ml y se descartó el tubo que contenía el filtrado. 

 

Para el lavado de la columna se agregaron 500 µl de tampón de lavado 1 

(AW1), se centrifugó nuevamente a 8 000 rpm por 1 minuto. Se colocó la 

columna en un nuevo tubo de recolección de 2 ml y se descartó el tubo que 

contenía el filtrado. Se procedió a realizar el paso anterior, agregando 500 µl 

de tampón de lavado 2 (AW2) y se centrifugó por 3 minutos a 14 000 rpm. Se 

colocó la columna en un nuevo tubo de recolección de 2 ml, se centrifugó a 

máxima velocidad durante 1 minuto. Esta última centrifugación, se efectuó 

con la finalidad de eliminar los restos de buffer AW2 que pudieron haber 

permanecido en la columna.  

 

Finalmente, se colocó la columna en un tubo limpio de 1,5 ml y se 

adicionaron 150 µl de tampón de elución (AE), se incubó a 25ºC durante 1 

minuto y se centrifugó a 8 000 rpm por 1 minuto. Se obtuvo la solución con el 

ADN purificado y se almacenaron las muestras a -20ºC hasta su 

procesamiento.  

 

EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ADN DE CULTIVO DE 
EPIMASTIGOTES (AISLADO CHHP) 
Para la extracción y purificación del ADN de epimastigotes de T. cruzi 

(aislado CHHP) fueron utilizados dos protocolos, los cuales son 

especificados a continuación: 

Extracción con QIAamp DNA mini kit (Qiagen) 

Se empleó el aislado CHHP, el cual es mantenido en el Laboratorio de 
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Diagnóstico Serológico de Enfermedades Infecciosas del Postgrado en 

Biología Aplicada de la Universidad de Oriente, en medio de cultivo LIT (pH 

7,4) por pasajes semanales del cultivo. Previo a la extracción del ADN de 

epimastigotes, se procedió a realizar 3 lavados con fosfato buffer salino 

(PBS) (pH 7,4) para posteriormente centrifugar a 3 400 rpm durante 10 

minutos a temperatura ambiente, con la finalidad de eliminar los restos de 

medio de cultivo que pudieran interferir en el proceso de extracción. El 

sedimento de parásitos fue suspendido en un volumen final de 2 ml de PBS. 

Luego se siguieron las instrucciones descritas en el inserto de la casa 

comercial. 

 

Extracción con WizardGenomic DNA Purification Kit (Promega)  
En este caso, se tomaron 2 ml de la suspensión de parásitos en PBS y se 

colocaron en un tubo Eppendorf, se centrifugó a 14 000 rpm durante 2 

minutos a 18ºC, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento. 

Luego se agregaron 200 µl de solución lisante de células y se incubó la 

mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente, invirtiendo el tubo de 2 a 3 

veces durante la incubación, este se centrifugó nuevamente a 14 000 rpm 

durante 5 minutos a 18ºC. Posteriormente, se descartó la mayor cantidad de 

sobrenadante posible y se mezcló vigorosamente en vórtex durante 15 

segundos. Se añadieron 300 µl de solución lisante de núcleos a la 

resuspensión anterior y se mezcló por inversión, se incubó a temperatura 

ambiente por 10 minutos. Se adicionaron 100 µl de solución precipitante de 

proteínas y se mezcló vigorosamente en el vórtex, durante 20 segundos y se 

incubó la muestra a 0ºC por 5 minutos, luego se centrifugó a 14 000 rpm por 

15 minutos a 4ºC.  

 

El sobrenadante fue trasvasado a un tubo Eppendorf limpio que contenía 500 

µl de isopropanol a temperatura ambiente, se mezcló y se centrifugó bajo las 
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mismas condiciones del paso anterior. Se procedió a decantar el isopropanol 

y se agregaron 500 µl de etanol al 70,00% a temperatura ambiente. Se 

centrifugó a 14 000 rpm por 3 minutos a 4ºC y se decantó el etanol para 

luego dejar secar el sedimento a 37ºC durante 2 horas.  

 

Finalmente, el sedimento seco, fue resuspendido en 150 µl de solución 

rehidratante de ADN, se incubó a temperatura ambiente por 24 horas y se 

almacenó a -20ºC hasta su posterior procesamiento.  

 

AMPLIFICACIÓN DE ADN SATÉLITE DE T. CRUZI        
Para el desarrollo de la PCR se siguió el protocolo descrito por Ndaoet al. 

(2000), el cual se basa en la amplificación de un segmento del ADN satélite 

de T. cruzi. Se utilizó, el par de cebadores TCZ3 (5’-

TGCACTCGGCTGATCGTTT- 3’) y TCZ4 (5’-ATTCCTCCAAGCAGCGGATA-

3’), los cuales permitieron la amplificación de tres fragmentos del ADN 

satélite del parásito de 168 pb, 360 pb y 550 pb. 

 

La amplificación del ADN extraído de heces de vectores y de cultivo axénico 

de epimastigotes (aislado CHHP), se realizó en un volumen final de reacción 

de 50 µl. La mezcla de reacción estuvo constituida por los reactivos 

siguientes: 14 µl de agua bidestilada y estéril; 4 µl de MgCl2 25 mmol.l-1; 10 µl 

de buffer verde 5X, Promega; 1 µl de desoxirribonucleótidos (dNTP) 10 

mmol.l-1, Promega; 0,25 µl de cada cebador (TCZ3 y TCZ4) 0,4 µmol.l-1 y 0,5 

µl de la enzima Taq ADN polimerasa 5 u/µl, Promega.   

 

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador (Gene Amp, PCR 

system 9700), agregando 20 µl de la muestra de ADN en la mezcla de 

reacción, los tubos se colocaron en el termociclador y éste se programó para 

que realizara un ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC/1 minuto, luego 29 
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ciclos de desnaturalización a 94ºC/30 segundos, alineamiento a 54ºC/30 

segundos, 54ºC/90 segundos y extensión a 72ºC/30 segundos, 72ºC/90 

segundos, por último una extensión final a 72ºC/5 minutos, estabilización a 

37ºC/10 minutos, para finalizar a 12ºC.  

 

ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA 
Los productos obtenidos en la prueba de PCR se separaron en geles de 

agarosa al 2,00%, teñidos con bromuro de etidio0,5 µg.ml-1 en solución 

tampón Tris-acetato 0,04 mol.l-1, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

0,001 mol.l-1, pH 8,0 (TAE 1X) y un sistema de electroforesis horizontal. Se 

empleó un voltaje de 59 voltios por 2 horas. Posteriormente, las bandas de 

ADN separadas en el gel fueron visualizadas y fotografiadas empleando un 

transiluminador UV (Gel doc, Biorad). 

 

ANÁLISIS DE DATOS 
Para la determinación de la sensibilidad, la especificidad, valor predictivo 

negativo y valor predictivo positivo de la prueba de PCR de ADN satélite de 

T. cruzi, se emplearon las fórmulas descritas por Wayne (1999) (Apéndice 2) 

y se presentaron los resultados en forma de tablas y figuras. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 

En el presente trabajo, la extracción del ADN mediante el uso simultáneo de 

dos protocolos, permitió hacer comparaciones para determinar cual de ellos 

ofrecía mejores resultados en cuanto a la calidad del ADN. Para la extracción 

del mismo, en ambos casos se utilizó cultivo axénico de epimastigotes de T. 

cruzi (aislado CHHP). Para verificar que se contaba con la presencia de ADN 

para la estandarización de la PCR, el eluato de la extracción fue visualizado 

en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio (Lamprea et al., 

2004; De Jesús et al., 2005). 

 

En la figura 1 se presenta la imagen de los ADNs genómicos, la cual muestra 

que la extracción utilizando columnas (Qiagen) permite la obtención de un 

ADN más puro (carril 1 y 2). Esto se puede observar por la gran cantidad de 

material que se visualiza (carril 3) utilizando la extracción con isopropanol 

(Promega), en donde se evidencia un exceso de señal, lo que podría indicar 

la presencia de proteínas, ARN y otros componentes celulares que no se 

pudieron eliminar en el proceso de purificación y que pueden influir 

negativamente en las reacciones de amplificación (Zulantayet al., 2009). En 

este sentido, el método que demostró ser más eficaz en la recuperación del 

ADN fue el kit de la casa comercial Qiagen, el cual permite una mayor 

eliminación de posibles interferentes de la reacción y una muestra más 

purificada, por ende fue el protocolo de elección para realizar la extracción de 

ADN de los vectores de referencia infectados o no por T. cruzi.  

 

Resultados similares fueron obtenidos en el trabajo realizado por Zulantayet 

al. (2009), en el cual evaluaron distintos protocolos de extracción y 

purificación de ADN en sangre periférica de pacientes chagásicos crónicos y 
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deyecciones de triatominos infectados. En ese caso, los métodos se basaron 

tanto en la precipitación por solventes orgánicos, como en la utilización de 

microcolumnas. Esos autores demostraron que la extracción y purificación 

del ADN utilizando columnas, permite una mayor recuperación del ADN y una 

purificación más óptima lo cual es indispensable para la reacción de PCR. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Productos de extracción de ADN a partir de cultivo de epimastigotes 
de T. cruzi (aislado CHHP) utilizando columnas de sílica y extracción con 
isopropanol. Electroforesis unidimensional en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidio,1-2: ADN genómico extraido de cultivo de epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP) 
mediante columnas (Qiagen), 3: extracción con isopropanol (Promega), M: marcador de 
peso molecular de 100 pb (Fermentas). 
 
 
En contraste, Ramírez et al. (2009) realizaron investigaciones empleando 

métodos como el fenol cloroformo y pruebas comerciales para la extracción 

de ADN de T. cruzi, de sangre de pacientes chagásicos en fase crónica, con 

la finalidad de valorar cual método permitía la obtención de una mayor 

cantidad y calidad del ADN y cual de ellos proporcionaría una mejor 

sensibilidad en las subsecuentes reacciones de amplificación. En ese caso 

concluyeron que, el método de extracción con fenol cloroformo es ideal para 
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la detección y amplificación de ADN de T. cruzi. En tal sentido, se puede 

señalar que uno de los pasos más importantes en las reacciones de PCR es 

la escogencia de un método de extracción ideal, que se ajuste al tipo de 

muestra que se esta empleando (Fernández, 2004). 

 

Seleccionado el protocolo de extracción que permitiera obtener la mejor 

calidad de muestra de ADN, para optimizar las condiciones de la 

amplificación, se procedió a estandarizar la prueba de PCR,siguiendo el 

protocolo descrito por Ndaoet al. (2000). En primer lugar, se probaron 

diferentes diluciones del ADN extraído del cultivo axénico de T. cruzi (1/10 

hasta 1/1280), cuya concentración en el medio de cultivo era de 41,10x106 

parásitos/ml; así como también, se modificó el número de ciclos de la prueba 

del protocolo original de 25 a 29 ciclos, se aumentó progresivamente la 

temperatura de alineamiento de 50ºC a 54ºC y el tiempo de 

desnaturalización del ADN de 30 segundos a 1 minuto. Estas modificaciones 

permitieron observar de forma nítida la presencia de las bandas especificas 

de 168 pb y 360 pb de T. cruzi en las muestras de cultivo analizadas. De 

igual manera, se obtuvieron dichas bandas en las muestras de ADN 

altamente diluidas (1/1280) (Figura 2). 

 

La figura 2 corresponde a los productos de amplificación obtenidos a partir 

del ADN de cultivo de epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP),al cual se le 

realizaron diluciones seriadas desde 1/10 hasta 1/1280; en la misma, se 

evidencia que a medida que se aumenta la dilución, las bandas especificas 

se observan con mayor nitidez. Al respecto se puede inferir que, el ADN 

extraído de cultivo se encuentra altamente concentrado y se ha descrito que 

las elevadas concentraciones de ADN tienen la capacidad de inhibir a la 

enzima Taq polimerasa, por lo que se inhibe la reacción de amplificación 

(Maldonado, 1998; Inniset al., 1995). 
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Una vez estandarizadas las condiciones de la PCR con ADN de T. cruzi 

proveniente de cultivo axénico, se procedió a analizar las heces de los 

vectores de referencia, con la finalidad de determinar la sensibilidad y 

especificidad de la prueba. 

 

En la figura 3 se observan los productos de amplificación del ADN sin 

diluir(por duplicado), extraído de las heces de un triatominoR. prolixus 

infectado con T. cruzi (carril 1 y 2)  y el ADN diluido 1/1 280 de cultivo de 

epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP) (carril 3). Al respecto, es importante 

destacar que en el primer caso, las bandas específicas de 168 pb, 360 pb y 

550 pb de T. cruzi se presentan con mayor nitidez que en las muestras de 

ADN de cultivo de epimastigotes de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Productos amplificados mediante la PCR de ADN satélite, basada 
en los cebadores TCZ3 y TCZ4, del ADN de T. cruzi extraído de cultivo de 
epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP). Electroforesis en gel de agarosa al 
2% teñido con bromuro de etidio, M: marcador de peso molecular 100pb 
(Fermentas), 1-8: diluciones del ADN de cultivo 1/10 - 1/1280, C-: agua 
bidestilada. Flechas indican los productos específicos esperados de T. cruzi 
(168 pb y 360 pb). 
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Figura 3. Productos amplificados mediante la PCR de ADN satélite, basada 
en los cebadores TCZ3 y TCZ4, del ADN de T. cruzi extraído de una mezcla 
de heces de vectores (controles positivos) y de cultivo de epimastigotes de T. 
cruzi (aislado CHHP). Electroforesis en gel de agarosa al 2% teñido con 
bromuro de etidio, M: marcador de peso molecular 100pb (Fermentas), 1-2: 
ADN T. cruzi sin diluir extraído de heces de R. prolixus, 3: ADN de cultivo de 
epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP) diluido 1/1280, C-: agua 
bidestilada. Las flechas indican los productos específicos de amplificación 
esperados de T. cruzi (168 pb, 360 pb y 550 pb). 
 
 
Debido a que en las heces del insecto la cantidad de parásitos es 

comparativamente mucho menor que en la del cultivo axénico (41,10x106 

parásitos/ml), la cantidad de ADN extraído será también menor. Esto a su 

vez, disminuye la posibilidad de inhibición de la enzima polimerasa, por 

consiguiente una reacción de amplificación más óptima (Queirozet al., 2001). 

 

Establecidas las condiciones óptimas de la PCR, tanto en cultivo de 

epimastigotes como en heces de vectores, se procedió a analizar las 

muestras de heces preservadas en papel de filtro de los triatominos de 

referencia infectados o no por T. cruzi. En la figura 4 se puede observar que 

en todas las muestras de heces provenientes de vectores infectados se 

amplificaron las bandas esperadas de 168 pb, 360 pb y 550 pb.  
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Asimismo, al analizar las muestras de heces de vectores sin infección, en 

14/15 no se observaron las bandas específicas de amplificación. Sólo una 

muestra (figura 5, carril 3) se amplificó la banda específica de 168 pb. En 

este sentido, no se puede afirmar que se trate de un falso positivo, ya que los 

vectores de referencia eran alimentados con sangre de gallinas y se conoce 

que las aves son refractarias a la infección (Kierszenbaumet al., 1976), por lo 

que se deduce que posiblemente, se cometió un error técnico al seleccionar 

y empaquetar las heces en papel de filtro y enviarlas al laboratorio donde 

éstas iban a ser procesadas. 

 

En la figura 5 se visualizan también algunos productos de amplificación no 

específicos, estos pueden generarse por diversas condiciones y 

constituyentes de la reacción. Las situaciones más reportadas que dan lugar 

a la aparición de estos productos son, temperaturas de alineamiento fuera de 

los rangos recomendados para los iniciadores empleados; concentraciones 

inadecuadas de la enzima polimerasa. Igualmente las concentraciones de 

MgCl2 y un elevado número de ciclos, entre otros (Eckert y Kunkel, 1991). 
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Figura 4. Productos amplificados mediante la PCR de ADN satélite de T. 
cruzi,basada en los cebadores TCZ3 y TCZ4, de las muestras de heces de 
los vectores de referencia infectados con T. cruzi. Gel de agarosa al 2% 
teñido con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular 100pb 
(Fermentas). Pozos 1 al 15: muestras evaluadas. C+: Control positivo de 
heces de triatominos de referencia infectados. Cc: Control positivo de cultivo 
de epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP). C-: agua destilada. Las flechas 
indican los productos específicos de amplificación esperados de T. cruzi (168 
pb, 360 pb y 550 pb). 
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Figura 5. Productos amplificados mediante la PCR de ADN satélite de T. 
cruzi,basada en los cebadores TCZ3 y TCZ4, de las muestras de heces de 
los vectores de referencia no infectados con T. cruzi. Gel de agarosa al 2% 
teñido con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular 100pb 
(Fermentas). Pozos 1 al 15: muestras evaluadas. C+: Control positivo de 
heces de triatominos de referencia infectados. Cc: Control positivo de cultivo 
de epimastigotes de T. cruzi (aislado CHHP). C-: agua destilada. Las flechas 
indican los productos específicos de amplificación esperados de T. cruzi (168 
pb, 360 pb y 550 pb). 
 
 

Es importante destacar que en muchas de las muestras que se utilizan para 

el diagnóstico de T. cruzi y de otros agentes patógenos, se encuentran otras 

sustancias y componentes que pueden actuar como interferentes en la 

reacción y propiciar la aparición de productos de amplificación no 

específicos. Tal es el caso de las muestras fecales, en donde se hallan 

muchos sedimentos, partículas, bacterias y células; de allí la importancia de 

la purificación de este tipo de muestras para así minimizar la amplificación de 

fragmentos que no corresponden al ADN en cuestión (Queirozet al., 2001). 

 

La prueba de PCR estandarizada, utilizando ADN satélite (TCZ3 y TCZ4) de 

T. cruzi, presentó 100% de sensibilidad y 93,33% de especificidad. 
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Asimismo, el valor predictivo negativo fue de 100% y el valor predictivo 

positivo de 94,00% (tabla 1). 

 

Tabla 1. Especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo y valor predictivo 
negativo de los resultados obtenidos con la prueba de PCR para la detección 
de ADN satélite de T. cruzi en muestras de heces de vectores.  

PCR ADN-sat: Reacción en cadena de la polimerasa de ADN satélite; Sens.: Sensibilidad; 
Espec.: especificidad; VP+: valor predictivo positivo; VP-: valor predictivo negativo; %: 
porcentaje. 

Vectores 
triatominos 

Técnica 
PCR ADN-sat 

    

 Positivos Negativos Sens. Espec. VP+ VP- 
Vectores 

infectados 
por T. cruzi 

15          1 100% 93,33% 94,00% 100% 

Vectores no 
infectados 
por T. cruzi 

  0        14     

Total 15  15     

 
Existen numerosas técnicas de PCR para el diagnóstico de T. cruzi basadas 

en distintos cebadores y blancos de amplificación. Dentro de estas podemos 

mencionar: la PCR del espaciador intergénicoribosomal (González et al., 

1994), PCR anclado sobre secuencias repetitivas dispersas o Clon 6 (Araya 

et al., 1997), la PCR de la región variable del minicírculo del ADN del 

kinetoplasto (ADNk) y las secuencias repetidas en tándem del ADN nuclear, 

siendo las dos últimas las más utilizadas en el diagnóstico de T. cruzi en 

pacientes chagásicos,tanto en su fase aguda como en la crónica (Junquera 

et al., 1996; Carrada 2004; Coronado et al., 2006). 

 

Ramírez et al. (2009) realizaron estudios basados en contrastar 5 técnicas 

para la detección de T. cruzi en sangre de pacientes chagásicos crónicos, 

entre ellas evaluaron técnicas serológicas y moleculares como la PCR del 

ADNk y ADNs, utilizando en el primer caso los cebadores específicos del 
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minicírculo de T. cruzi 121 y 122; para el ADNs el par de cebadores TCZ1 y 

TCZ2. De igual forma, en su estudio evaluaron distintos protocolos de 

extracción de ADN parasitario de las muestras de sangre para seleccionar 

aquel que le proporcionara una muestra de mayor calidad y así optimizar su 

reacción de amplificación. Para la extracción, el protocolo que le aportó la 

mejor concentración y calidad de ADN fue el fenol cloroformo, el cual también 

aumentó en un 17,00% la sensibilidad de la PCR de ADNs y un 13,00% para 

la PCR de ADNk. En ese estudio, la sensibilidad de la PCR de ADNk y la de 

ADNs fue de un 70,00% y 75,00%, respectivamente y el límite de detección 

de ADN fue de 0,5 fg de ADN parasitario/ml y  0,1 fg, respectivamente.  

 

Zulantayet al. (2009) demuestran que la PCR de deyecciones de insectos 

alimentados mediante xenodiagnóstico de pacientes chagásicos, basada 

igualmente en los cebadores específicos del minicírculo de T. cruzi 121 y 122 

(ADNk) y la extracción y purificación de ADN utilizando columnas, es el 

método de elección para el diagnóstico de enfermedad de Chagas crónica, 

con los que obtuvieron hasta un 96,00% de sensibilidad para la PCR. De 

manera similar, Molina et al. (2007) registraron un 100% de sensibilidad y 

especificidad en la detección de T. cruzi en heces de vectores, mediante el 

uso de PCR de ADNk basada en los cebadores KNS1 y KNS2, los cuales 

amplifican productos de 293-340 pb. También, Chiurilloet al. (2003) 

reportaron el uso de secuencias teloméricas con un 100% de sensibilidad, 

aplicada a muestras de sangre y heces de triatominos. 

 

El uso de los cebadores TCZ1 y TCZ2 para el diagnóstico de T. cruzi ha sido 

ampliamente reportado en todo el mundo. Brazet al., (2007), emplearon este 

par de cebadores para la detección de ADN de T. cruzi en muestras del 

tracto digestivo de Triatoma infestans en días sucesivos después de la 

alimentación de los mismos con ratones Balb/C, experimentalmente 

25 



 

infectados con T. cruzi y la visualización del parásito en las heces de los 

triatominos por microscopía. Ellos demostraron que existe diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos métodos, obteniendo que después 

de 30 días de alimentados los insectos, la sensibilidad fue de 90,00% para la 

PCR y de sólo un 20,00% para la microscopía.         

 

Diversos estudios, han demostrado que la sensibilidad y especificidad de la 

PCR va a depender de factores propios de la reacción, como el par de 

iniciadores utilizados, la calidad y la cantidad del templado, las 

concentraciones de polimerasa y MgCl2, entre otros parámetros a tomar en 

cuenta, para la mayor optimización de una prueba de PCR y por ende mayor 

calidad de los productos amplificados. La evaluación de cada uno de estos 

parámetros y el estricto control de los mismos garantizan resultados 

confiables y con buena sensibilidad y especificidad (Eckert y Kunkel, 1991; 

Moreira, 1998; Fernández, 2004).  

 

En el campo del diagnóstico de la enfermedad de Chagas, las técnicas a 

utilizar se deben seleccionar de acuerdo a la fase en la que se encuentra la 

infección; en base a esto, se debe elegir aquella que permita la visualización 

del parásito por examen directo de la sangre del paciente; detección de 

anticuerpos contra el mismo o la identificación directa del ADN de T. cruzi 

mediante biología molecular (Maldonado, 1998; Chávez et al., 2007). 

 

Con respecto a la PCR de ADN satélite, existen pocas referencias sobre la 

utilización del par de cebadores TCZ3 y TCZ4. Este trabajo corresponde al 

primer estudio realizado con dichos cebadores para el diagnóstico de T. 

cruzien heces de insectos vectores. En la presente investigación, se logró 

demostrar que a través del uso de la PCR, basada en los cebadores TCZ3 Y 

TCZ4, se pueden obtener resultados confiables, de esta manera se garantiza 
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un diagnóstico preciso y específico de triatominos portadores del 

parásito(Coronado et al., 2006; Braz, 2007). 

 

Los resultados de este estudio  permiten concluir que la detección de ADN de 

T. cruzi en insectos vectores a través de PCR, es una herramienta altamente 

sensible y especifica. Además, permite resaltar que el seguimiento y el 

control de cada una de las condiciones de la extracción, purificación y 

amplificación del ADN son puntos claves en los resultados de la PCR; por lo 

mismo deben ser optimizados y estandarizados según la disponibilidad y 

necesidades de cada laboratorio. Es de suma importancia la implementación 

de estas técnicas en estados donde la zoonosis es endémica, como en el 

estado Sucre y así complementar y contribuir a un mejor diagnóstico, tanto 

en vectores portadores del parásito como en pacientes en las distintas fases 

de la enfermedad de Chagas.  
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CONCLUSIONES 
 

El método de extracción de ADN en columnas, permite obtener una muestra 

de mayor calidad  que garantizará una prueba con resultados más confiable. 

La utilización de papel filtro para la recolección de heces de vectores 

transmisores de T. cruzi es un método práctico, seguro y que permite la 

obtención de una cantidad de muestra apropiada para la extracción de ADN. 

La gran cantidad de ADN obtenida de cultivo de epimastigotes de T. cruzi es 

un factor de inhibición de la PCR, por lo tanto, se deben realizar diluciones de 

la muestra cuando se utilicen controles positivos de este tipo de cultivo.  

En la presente investigación se logró estandarizar una prueba de PCR  

utilizando los cebadores TCZ3 y TCZ4 para el diagnóstico de vectores 

reduvídeos infectados por T. cruzi altamente sensible y específica, lo cual 

representa una nueva herramienta de diagnóstico molecular para el estado 

Sucre.  
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APÉNDICES 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Apéndice 1. Xenodiagnóstico artificial realizado en el Laboratorio de 
Diagnóstico Serológico en  Enfermedades Infecciosas (Postgrado en Biología 
Aplicada, UDO-Sucre). 
 
Apéndice 2. Clasificación de sujetos de acuerdo al estatus de la enfermedad 
y el resultado de la prueba diagnóstica. 

 Enfermedad 
Resultado del test 1. Presente 2. Ausente 3. Total 

Positivo a b a + b 
Negativo c d c + d 

Total a + c b + d  
 

Sensibilidad = a/ (a + c) x 100 

Especificidad = d/ (b + d) 
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VPP = a/ (a + b) 

VPN = c/(c + d)  

Donde:  

a = número de individuos con la enfermedad y positivos por la prueba 

diagnóstica que se está evaluando (verdaderos positivos). 

b = número de individuos sin la enfermedad pero positivos con el test que se 

está evaluando (falsos positivos).  

c = número de individuos con la enfermedad pero negativos con el test que 

se está evaluando (falsos negativos).  

d = número de individuos sin la enfermedad y negativos por la prueba que se 

está evaluando (verdaderos negativos).  
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representa una herramienta de gran valor en el diagnóstico de la infección por T. cruzi 
en vectores. 
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