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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue comparar la deteccién de ADN de Trypa-
nosoma cruzi mediante PCR en tiempo real (qPCR) y PCR convencional en
sangre periférica (n=25) y musculo esquelético (n=20) de ratones tratados
con drogas tripanomicidas luego de 6 meses post-tratamiento. En las mues-
tras de sangre se detectaron un total de 7 positivas por gPCR, mientras que
por PCR convencional sélo se detectaron 2. En musculo esquelético, 15
muestras fueron positivas por gPCR y 3 por PCR convencional. Los resulta-
dos obtenidos demuestran que la fuerza de concordancia es débil entre las
técnicas de PCR utilizadas para la deteccién de ADN de T. cruzi (k=0,37;
49% positivas por gPCR vs. 11% por PCR convencional, p=0,0001). En las
muestras de sangre, los valores diagnoésticos de qPCR con respecto a la PCR
convencional fueron: 100% sensibilidad; 78% especificidad; 30% VPP;
100% VPN; 4,6 RVP; O RVN. Para las muestras de musculo esquelético se
obtuvieron los siguientes valores diagnésticos de gPCR: 100% sensibilidad;
29% especificidad; 20% VPP; 100% VPN; 1,4 RVP; O RVN. Ambas técni-
cas fueron igualmente sensibles en el rango de mediana-alta concentracién,
pero qPCR fue mas efectiva para detectar bajas cargas parasitarias, en par-
ticular en las muestras de tejido.

Palabras clave: PCR convencional * PCR en tiempo real * ratones * carga
parasitaria * sangre periférica * muisculo esquelético * Trypanosoma cruzi

Summary

The aim of this work was to compare detection of Trypanosoma cruzi DNA
by real time (qPCR) and conventional PCR in peripheral blood (n=25), and
skeletal muscle (n=20) of mice treated with trypanocidal compounds after
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6 months post-treatment. A total of 7 blood samples were positive by gPCR; whereas, by conventional
PCR only 2 were detected. In skeletal muscle, 15 samples were regarded positive by gPCR and 3 by
conventional PCR. These results showed a weak concordance strength among PCR techniques employed
to detect T. cruzi DNA in the studied samples (k=0.37; 49% positives by gPCR vs. 11% by conventional
PCR, p=0.0001). In blood samples, gPCR diagnostic values in comparison with conventional PCR were:
100% sensibility; 78% specificity; 30% PPV: 100% NPV: 4.6 PVR; O NVR. For skeletal muscle sam-
ples, gPCR diagnostic values were: 100% sensibility; 29% specificity; 20% PPV: 100% NPV: 1.4 PVR;
0 NVR. Both techniques were equally sensitive in the medium-high concentration range, but gPCR was
more effective to detect low parasitic burden, particularly in skeletal muscle samples.

Key words: conventional PCR * real time PCR * mice * parasitic burden * peripheral blood * skeletal
muscle * Trypanosoma cruzi

Resumo

O objetivo deste estudo foi comparar a detecgdo de DNA de Trypanosoma cruzi por PCR em tempo
real (qPCR) e PCR convencional no sangue periférico (N=25) e musculo esquelético (N= 20) de ca-
mundongos tratados com medicamentos tripanomicidas depois de 6 meses de pds-tratamento. Nas
amostras de sangue foi detectado um total de sete positivas por qPCR; enquanto que apenas foram
encontradas 2 por PCR convencional. No musculo esquelético, 15 amostras foram positivas por
gPCR e 3 por PCR convencional. Os resultados mostram que a forga de concordancia é fraca entre
as técnicas de PCR utilizadas para a detecgdo de DNA de 1. cruzi (k=0,37, 49% positivas por qPCR
vs. 11% para a PCR convencional, p=0,0001). Nas amostras de sangue, os valores diagndsticos de
gPCR em relacdo a PCR convencional foram de 100% sensibilidade; 78% de especificidade; 30%
de VPP; 100% VPN; 4,6 RVP; O RVN. Para as amostras de musculo esquelético, os seguintes valores
diagndsticos de qPCR foram obtidos: 100% sensibilidade; 29% de especificidade; 20% de VPP;
100% VPN; 1,4 RVP; O RVN. Ambas as técnicas sdo igualmente sensiveis na faixa de concentracéo
média-alta, mas qPCR foi mais eficaz na detec¢do de baixas cargas parasitarias, especialmente em
amostras de tecido.

Palavras-chave: PCR convencional * PCR em tempo real* camundongos * carga parasitdria * sangue

periférico * misculo esquelético * Trypanosoma cruzi

Introduccién

La técnica de PCR amplifica fragmentos especificos
de ADN, detectados principalmente por dos métodos
diferentes. En la PCR convencional el ADN se detecta
mediante la iluminacién de un gel de agarosa por luz
UV, mientras que en la PCR en tiempo real o cuanti-
tativa (quantitative, qPCR), la deteccion se basa en la
fluorescencia acumulada a lo largo de los ciclos de am-
plificacion. La fluorescencia, directamente relacionada
con la cantidad de amplicones, puede ser generada por
agentes intercalantes como SybrGreen o por la libera-
cion de los fluoroforos de las sondas de nucleétidos es-
pecificos (1). El ciclo umbral (cycle threshold, Ct) es la
medida cuantitativa que identifica el ciclo de amplifica-
cion en el cual la cantidad de fluorescencia es superior
a un determinado umbral. Una cuantificacién absoluta
requiere de una curva estandar que relaciona el logarit-
mo de la concentracion de diluciones sucesivas de aci-
dos nucleicos con sus Cts. De esta manera, se deduce la
concentracion de dcidos nucleicos en muestras incégni-
tas a partir de la curva estandar (2). Ademas, el analisis
de las temperaturas de fusion, una caracteristica tinica
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de la quimica de SybrGreen, incrementa el poder de
discriminacion entre secuencias (3) (4).

Las secuencias de nucleé6tidos no codificantes repe-
tidas en tandem, llamadas satélites, constituyen fuentes
de variacion genéticay en Trypanosoma cruzi pueden ser
caracteristicas de diferentes aislados (5). Ademas, este
parasito hemoflagelado también presenta moléculas de
ADN circular extracromosémico llamadas minicirculos,
encontradas en grandes cantidades en el kinetoplasto
(en el orden de las 10.000 por célula) y cuyas secuen-
cias, de rapida evolucion, también son caracteristicas de
diferentes cepas (6) (7). Moser et al (7) describieron las
ventajas de amplificar secuencias de satélites genomi-
cos sobre la amplificacion de secuencias del minicirculo
kinetoplastico para detectar 7. cruzi mediante PCR. En
primer lugar, el mayor niumero de copias en los satéli-
tes genomicos provee mayor sensibilidad. En segundo
lugar, la disposicion lineal de los satélites, en contraste
con los minicirculos de ADN superenrollados en el ki-
netoplasto, facilita tanto el apareamiento de los primers
con su region complementaria especifica como el cre-
cimiento de la cadena de nucleétidos por la polimerasa
(5) (7). A su vez, ambos puntos disminuyen la probabi-



lidad de reacciones cruzadas y aumentan la especifici-
dad. Sin embargo, para el diagnoéstico molecular de la
infeccién por 7. ¢ruzi existe un acuerdo internacional
para emplear el par de primers 121-122 -que amplifica
una region de minicirculo kinetoplastico- en PCR con-
vencional, mientras que en el diagnéstico por qPCR se
utilizan primers de un satélite genémico (8).

La combinacién de baja carga parasitaria y fuerte res-
puesta antigénica durante la fase créonica hacen de la
serologia el gold standard para el diagnostico de la infec-
cion por 1. cruzi. Las pruebas parasitologicas (parasite-
mia, xenodiagnoéstico, hemocultivo) son ttiles cuando
muestran un resultado positivo. Por el contrario, un
resultado negativo en un fest parasitolégico no es consi-
derado como criterio de cura en ausencia de resultados
serologicos, especialmente durante la fase crénica (9)
(10). En combinacién con la serologia, la PCR repre-
senta una herramienta de diagnoéstico temprano y un
indicadora de éxito terapéutico en casos de transmi-
sion congénita (11) (12). La qPCR ya es ampliamente
utilizada por diversos autores para cuantificar la carga
parasitaria de 7. cruzi en modelos murinos, abarcando
desde muestras de tejidos (13) (14), liquido amnidtico
(15) y tejido conjuntivo (16). Caldas et al. (17) valida-
ron la técnica de qPCR frente a métodos serologicos y
parasitologicos convencionales, encontrando una fuer-
te correlacion entre ellos.

Bastien et al. (18) describieron a la PCR como un
método que abarca varias técnicas con muchas variables
que influencian los resultados, y en el presente trabajo
se reviso esta hipoétesis para el diagnostico de 7. cruzi
por PCR. El modelo murino de infecciéon por 7. cruzi
cuenta con protocolos de PCR convencional y qPCR
estandarizados para la deteccion de ADN del parasito
en muestras de sangre y tejido. El objetivo del presente
trabajo fue comparar las técnicas de PCR convencional
y qPCR en las mismas muestras a partir de una Unica
extraccion de ADN, pero con diferentes volimenes de
reaccion, reactivos, regiones blanco y termocicladores
de acuerdo con el protocolo de cada técnica.

Materiales y Métodos

Disefio experimental. Se emplearon ratones Swiss
hembra de un mes de edad, infectados intraperitoneal-
mente con 10° tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi
cepa Tulahuén, DTU VI (19). Los grupos de 5 animales
recibieron aleatoriamente alguno de los siguientes tra-
tamientos: BZL (benznidazol, 60 mg/kg/dia), NFOH
(hidroximetilnitrofurazona, 150 mg/kg/dia), NF (ni-
trofurazona, 150 mg/kg/dia), o placebo (vehiculo,
solucién de 9% NaCl-5% Tween 80). Los tratamientos
fueron administrados por via oral una vez al dia duran-
te 6 dias por semana hasta completar 60 dias de trata-
miento. Al finalizar los 6 meses post-tratamiento los ra-
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tones fueron sacrificados para la obtencién de muestras
de sangre y tejido, siguiendo las reglas internacionales
de cuidado animal (20), en un protocolo aprobado por
el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Salta.
Se analizaron 25 muestras de sangre y 20 de tejido, ya
que a 5 ratones no se les pudo sacar muestras de tejido.

Muestras de sangre. Se recolecté un volumen de 700
pL de sangre periférica en un tubo con 1400 pL de buf
fer guanidina (guanidina-HCI 6 M, EDTA 200 mM, pH
8,0). Un dia después de completar el volumen final, las
muestras fueron hervidas durante 10 min para lisar las
células y evitar la formacién de coagulos, y se guardaron
a 4 °C hasta su procesamiento.

Muestras de tejido. Se extrajo una secciéon de aproxi-
madamente 25 mg de musculo esquelético, que fue in-
mediatamente guardada a -20 °C hasta el momento de
la extraccion del ADN.

Control interno. Para evaluar la eficiencia de la ex-
traccion de ADN y la reaccion de PCR, la extraccion de
ADN se realiz6 agregando un control interno (CI). Con
este fin, el plasmido pZErO-Kan (Invitrogen, obtenido
gracias al Dr. Duffy) que contenia un fragmento de ADN
genomico de 195 pb de Arabidopsis thaliana, se incluy6 en
la extraccion de ADN. El fragmento fue amplificado con
los primers especificos “forward” 5’-AACCGTCATGGAA-
CAGCACGTACG-3’ y “reverse” 5’-CTAGAACATTGGCTC-
CCGCAACA-3’ (21). Se realiz6 una curva de calibracion
del plasmido para determinar la dilucién 6ptima a uti-
lizar en los ensayos con las muestras de sangre murina.
Se modificé ligeramente el protocolo de Duffy et al. al
elegir una dilucién con un Ct de 20 (1:1.000 a partir
del stock de ADN plasmidico) porque esta dilucién se
encontraba dentro del rango de deteccion lineal de la
curva de calibracion.

Para las muestras de musculo esquelético se utilizé el
gen TNIFa como control interno porque se encuentra
presente en una Unica copia por célula, y de esa manera
permite calcular el niimero de parasitos/célula en for-
ma directa (22).

Extraccion de ADN. Para las muestras de sangre se uti-
1iz6 el kit QIAamp® DNA Mini Kit for Tissue and Body
Fluids (Qiagen, Valencia, EE.UU.). De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, se emplearon 200 pL de
sangre, a los que se agregaron 20 pL de la dilucion de
CI. Debido a que las muestras fueron tomadas en buffer
de guanidina, el buffer de dilucion de muestras del kit
(que contiene guanidina) no fue empleado para evitar
un exceso en la concentracion de este inhibidor de la po-
limerasa. Para aumentar la concentracion final de ADN,
se realizaron dos eluciones de 50 y 75 pL con agua bi-
destilada, obteniendo un volumen final de 125 pL.

La extraccion de ADN de linfocitos para la curva de
calibracion de TNF« se realiz6 con el buffer del equipo
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porque se trataba de una alicuota de células suspendi-
das en medio de cultivo.

E1 ADN de las muestras de tejido se extrajo con Pure-
Link™ Genomic DNA Kits (Invitrogen, Life Sciences).
Para facilitar la disrupcién tisular y disminuir el tiem-
po de incubacion en el buffer con proteinasa K, cada
muestra se colocé en un criotubo y se sumergié en N, li-
quido por unos minutos, e inmediatamente después se
macer6 con una varilla de vidrio estéril hasta observar
la ruptura del tejido. Luego se agregé el buffer corres-
pondiente y se procedi6é segun el protocolo indicado
por el fabricante.

CURVAS DE CALIBRACION

Sangre: Se utiliz6 sangre periférica de un ratén sano,
sin infecciéon por 1. cruzi, obtenida como se describio
mas arriba. A la muestra de sangre sana se le agrego
una alicuota de epimastigotes de cultivo axénico de la
cepa Tulahuén, contados en camara de Neubauer, para
obtener una concentracién final de 106 parasitos/mL,y
se le agrego una alicuota de CI. Luego de la extraccion
del ADN, se realizaron diluciones sucesivas en un fac-
tor de 10 en el rango de 10% a 10 parasitos/mL. Estas
diluciones fueron empleadas como puntos de la curva
de calibraciéon necesarios para la cuantificacion de la
secuencia blanco en las muestras incognitas.

Linfocitos: Se utiliz6 el mismo protocolo de sangre,
pero sin el agregado de A. thaliana. Para ello se extrajo
el bazo de un ratén sano, sin ningun tipo de infeccién,
y se aislaron los linfocitos por perfusion del 6rgano con
RPMI helado, se transfirié la solucion obtenida a un tubo
de 15 mL, se incub6 5 minutos en hielo para luego cen-
trifugar a 1500 rpm (10 min), y se descart6 el sobrena-
dante. Los hematies se eliminaron por shock hipoténico
al resuspender el pellet en 1 mL de agua destilada estéril,
incubando por 15 sy lavando 2 veces con PBS. Los linfo-
citos obtenidos se resuspendieron en RPMI con 50% de
suero fetal bovino, realizando una dilucién de 106 célu-
las/mL para extraer el ADN. La curva de calibracién se
realiz6 con diluciones sucesivas en factor 10 en el rango
10%a 1 células/mL. La cantidad de células nucleadas pre-
sentes en la muestra de tejido analizada se calcul6 segun
la curva de calibracion de TNFa expresando los resulta-
dos como ntimero de parasitos/10° células (22).

PCR convencional. Se emplearon los primers 121 (5’-
AAA TAA TGT ACG GG (T/G) GAG ATG CAT GA-3’)
y 122 (5-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA
TA-3’). Este par de primers amplifica un fragmento de
330 pb del minicirculo kinetoplastico. La mezcla de am-
plificacion contenia 3 mM MgCl, (Promega); 0,2 mM
dNTPs; 0,1 pM de cada primer (Sigma); 1,65 unidades
de polimerasa GoTaq (Promega) y 10 pL. de ADN. La
amplificacién se llevé a cabo en un termociclador M.
J. Research (Watertown, Massachusetts, EE.UU.) en las
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siguientes condiciones: hot start a 94 °C por 2 min; 98
°C por 1 min, y 64 °C por 2 min, seguidos por 33 ciclos
de 94 °C por 1 min y 64 °C por 2 min, con un paso de
elongacion final a 72 °C por 10 min. El fragmento de
330 pb fue detectado por luz UV en un gel de agarosa
al 2% tenido con bromuro de etidio.

GgPCR. Se utilizaron los primersSat-F (5’-GCAGTCGGC-
KGATCGTTTTCG-3’) y Sat-R (5’-TTCAGRGTTGTTT-
GGTGTCCAGTG-3’) (21) para determinar la presencia
de ADN de T cruzi en sangre y tejido. Estos primers am-
plifican un fragmento de un satélite genémico de 146
bp, repetido aproximadamente 10 veces en la cepa Tu-
lahuen (5) (23). El elevado nimero de copias aumenta
la sensibilidad de la técnica permitiendo la deteccion
de fragmentos de parasitos en niveles menores a 1 para-
sito/mL, que pueden definirse como “equivalentes de
parasitos”.

Las concentraciones de cada reactivo fueron emplea-
das segun lo sugerido por el fabricante de SybrGreen
(Invitrogen, Life Sciences): 1X Master Mix, 1000 nM de
cada primer (Sigma) y 5 pL. de ADN, en un volumen fi-
nal de 25 pL por pocillo. La amplificacion se realizé en
un termociclador GeneAmp 5700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems) en los siguientes pasos: 2
min a 50 °C, 10 min a 95 °C, y 40 ciclos de 1552 95 °C, y
1 min a 63 °C. Luego de la PCR, se agregé un protocolo
de disociacion de amplicones a partir de 60 °C, con el
objetivo de verificar que los fragmentos obtenidos tuvie-
ran el tamano adecuado. El pico resultante correspon-
de a la temperatura de fusion del fragmento, y su altura
es proporcional a la concentracion.

Para las muestras de tejido y la curva de calibraciéon
de linfocitos, la amplificacion se realiz6 con los primers
TNF-F (5-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’) y
TNF-R (5’-CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’)
(13), empleando las mismas condiciones descriptas mas
arriba.

En cada placa se incluyeron controles positivos, ne-
gativos, y las curvas de calibracién correspondientes (de
T. cruziy A. thaliana para las muestras de sangre, y 1.
cruziy TNF-a para las muestras de tejido). Se emplearon
dos controles negativos, el primero contenia ADN de
un ratén sano, sin infeccion, y el segundo agua en lugar
de ADN (blanco). Las muestras se corrieron por dupli-
cado en cada ensayo, y cada ensayo se repitié dos veces,
arrojando un total de cuatro réplicas por cada muestra.
Las muestras se analizaron en paralelo a sus correspon-
dientes curvas de calibraciéon en cada ensayo.

El analisis de Ct y la curva de disociacion se realiza-
ron con el programa GeneAmp 5700 Sequence Detec-
tion Version 1.3 — Applied Biosystems, 1999. Las curvas
de calibracién se generaron con el programa GraphPad
Prism Version 5.0, 2009. El analisis estadistico se reali-
z6 con el programa Infostat 2008 (Grupo Infostat FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).



Resultados

En la curva de calibraciéon para muestras de sangre,
el primer punto correspondiente a la muestra de san-
gre sin diluir (10° pardsitos/mL) mostr6 una inhibi-
cion parcial de la PCR (Ct=13), que desapareci6 en la
siguiente dilucion (1:10; 105 parasitos/mL). Esta inhi-
bicion fue generada probablemente por un exceso de
ADN en la muestra, que contenia no sélo ADN del pa-
rasito sino también del raton.

La curva de calibracion para el ADN de 7. cruzi con
los primers Sat se realizé con los Ct de todos los puntos
no inhibidos (Figura 1A), segtn la ecuacion:

Ct=-3,4 Log C+ 30,76 [1]

donde C (parasitos/mL) es la concentracion de para-
sitos.

La eficiencia de amplificaciéon de la qPCR (EqPCR),
calculada segtn la ecuacion [2], fue de 0,968 para las
muestras de sangre, y 0,945 para las muestras de muscu-
lo esquelético. No se calcul6 EqPCR para A. thaliana (r? =
0,9719), porque se utilizé sélo como control interno para
corroborar la presencia de ADN en las muestras de san-
gre y en las diluciones de la curva de calibracion de T.
cruzi.

E 0 .1/pendieme)_1 [2]

qPCR = a

El sistema de cuantificacion de 7. cruzi por qPCR
mostré un amplio rango dindmico (8 6rdenes de mag-
nitud: 102 a 10° pardsitos/mL), mientras que la PCR
convencional tuvo un limite de deteccion un orden de
magnitud menor (de 107! pardsitos/mL) para el mismo
conjunto de diluciones.

En el caso de las muestras de musculo esquelético,
el rango de deteccion de la curva de calibracion de lin-

A
° Ct 40
30
20+
104
r T T T T T T T ]

3 2 414 0 1 2 3 4 5 6
log (N° parasitos/mL)

Ct 40-
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focitos por qPCR fue de 10 a 105 células/mL. El limite
inferior de la curva de calibracién fue menor que el de
T cruzi debido a que TNF-« es un gen de copia Unicay
por el volumen de muestra empleado, se detect6 un mi-
nimo de 10 células/mL (Figura 1B). La concentraciéon
de parasitos fue calculada directamente de la curva es-
tandar empleando la ecuacién [1], para luego estimar
el nimero de parasitos por célula (22).

Los resultados obtenidos analizando las muestras de
sangre por ambas técnicas se resumen en la Tabla I, y
los resultados obtenidos en las muestras de musculo es-
quelético en la Tabla II.

Tabla |. Deteccion de ADN de T. cruzi en muestras de sangre
por PCR convencional y gPCR.

PCR convencional
Positivos Negativos Totales
Positivos 2 5 7
gPCR Negativos 0 18 18
Totales 2 23 25

Aunque la carga parasitaria fue baja, 5 muestras po-
sitivas por qPCR resultaron negativas por PCR conven-
cional. Estas muestras correspondian a sangre de rato-
nes tratados con BZL (0,06 y 0,02 parasitos/mL) y tres
tratados con NFOH (0,03; 0,028 y 0,015 parasitos/mL).
En contraste, la PCR convencional solo detecté dos
muestras positivas, correspondientes a ratones sin tra-
tamiento (controles positivos; 0,35y 0,1 parasitos/mL).
Con estos resultados fue posible calcular el valor diag-
nostico de la qPCR con respecto a PCR convencional,
que en las muestras de sangre tuvo una sensibilidad de
100%; su especificidad fue del 78%, su valor predictivo
positivo (VPP) fue 30% vy el negativo (VPN) fue 100%,

304

20-

c T 1T L)
0 1 2 3 4 5

log (células/mL)

Figura 1. Curvas de calibracion de T. cruzi en sangre (A) y TNF-a en linfocitos (B). A. Amplificacion por gPCR del fragmento Sat en dilu-
ciones sucesivas de ADN de una muestra de sangre infectada artificialmente con T. cruzi (r?=0,996). B. Amplificacién por gPCR de un
fragmento de TNF-c. en diluciones sucesivas de ADN de linfocitos murinos (?=0,9804).
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mientras que la razén de verosimilitud positiva (RVP)
fue 4,6 y la negativa (RVN) de 0.

El CI (fragmento de A. thaliana) fue amplificado para
cada dilucién de ADN de 7. cruzi proveniente de sangre,
mostrando un elevado numero de copias en todas las
determinaciones (rango 3 x 107 copias/pocillo). Este re-
sultado fue importante para determinar que el proceso
de extracciéon de ADN fue adecuado y para excluir inhi-
bicién de la reaccion de amplificacién (24). Por lo tanto,
todas las muestras negativas fueron realmente negativas
debido a la ausencia del fragmento Sat. Los falsos negati-
vos, debidos a la pérdida de ADN durante la extraccion o
por inhibicién de la polimerasa fueron controlados por
la reaccion positiva del CI (datos no mostrados).

Tabla Il. Deteccién de ADN de T. cruzi en muestras de musculo
esquelético por PCR convencional y qPCR.

PCR convencional
Positivos Negativos Totales
Positivos 3 12 15
gPCR Negativos 0 5 5
Totales 3 17 20

En cuanto a la deteccion de ADN de 7. cruzi en
musculo esquelético, por qPCR se determinaron 15
muestras con 1 o mas parasitos cada 100.000 células
(rango 1-8 parzisitos/lO5 células), pero de éstas s6lo 3
resultaron positivas por PCR convencional. Aunque las
3 muestras positivas fueron cuantificadas con 8; 5y 2
parasitos/ 10° células, no pudo establecerse un rango
de deteccion para PCR convencional, ya que muchas
muestras con similar nimero de parasitos cuantificados
por qPCR no fueron detectadas por PCR convencio-
nal. S6lo b muestras resultaron negativas por qPCR, y
de éstas, 2 pudieron cuantificarse con 0,1 parasitos/10°
c€lulas. De esta manera, la comparacion de la técnica
de qPCR con respecto a PCR convencional mostré los
siguientes valores: 100% de sensibilidad; 29% de especi-
ficidad; 20% VPP; 100% VPN; 1,4 RVP y 0 RVN.

En el total de 45 muestras evaluadas, se detecté ADN
de T cruzi por qPCR en el 48,9% (22/45), mientras que
por PCR convencional solo se detect6 ADN del parasito
enel 11,1% (5/45) de los casos. Considerando estos re-
sultados, la fuerza de concordancia de Kappa (k) entre
ambas técnicas fue débil (37%), mostrando diferencias
significativas entre el rendimiento de la qPCR en com-
paracion con la PCR convencional (prueba de McNe-
mar corregida por efecto de estrato =16,34; p=0,0001)

Discusion y Conclusiones

La deteccion de 7. cruzi es dificil durante la fase cro-
nica de la infeccion porque hay una baja carga de parasi-
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tos circulantes en el torrente sanguineo, ya que €stos se
encuentran alojados principalmente en células de mus-
culo esquelético y cardiaco. Un hospedador mamifero
infectado con 7. ¢ruzi normalmente tiene niveles de an-
ticuerpos elevados durante la fase cronica, atn luego de
recibir tratamiento tripanomicida. En el presente traba-
jo, el limite de deteccion de 102 parasitos/mL para la
qPCR fue similar a los obtenidos por diferentes autores
empleando la misma quimica de deteccion. Caldas et
al (17) encontraron 10 pardsitos/mL en sangre de
ratones con infeccién crénica empleando TN« muri-
no como control interno, y Duffy et al. (21) obtuvieron
un limite de 10? pardsitos/mL en sangre de pacientes
humanos empleando A. thaliana como control interno.
De igual manera, empleando sondas TagMan, Piron et
al (25) detectaron hasta 10! parasitos/mL en pacientes
chagasicos, y Cummings y Tarleton (13) detectaron 10
parasitos/mL en muestras de sangre murina.

En el presente trabajo, los resultados mostraron
que qPCR y PCR convencional fueron igualmente
eficaces para detectar parasitos circulantes en sangre
en el rango medio-alto de la curva de calibracién. Sin
embargo, qPCR detect6 una menor carga parasitaria
en sangre, y su limite de deteccién fue sélo un orden
de magnitud menor que la PCR convencional. Para la
deteccion de ADN de 7. ¢ruzi en musculo esquelético,
la técnica de qPCR fue mas efectiva, ya que se determi-
naron 15 muestras positivas vs. 3 detectadas por PCR
convencional.

La fuerza de concordancia de Kappa (k=0,37) fue dé-
bil entre ambas técnicas, lo cual fue corroborado por la
prueba de McNemar (corregida por efecto de estrato),
la cual indica que los resultados de presencia/ausencia
de T. cruzi en las muestras analizadas dependen signifi-
cativamente de la técnica de PCR utilizada ($=0,0001).
La sensibilidad de la qPCR indica que esta técnica iden-
tifica el 100% de las muestras con ADN de 7. cruzi, tanto
en sangre como en musculo esquelético. En cambio, la
especificidad de la qPCR presento variaciones segun el
tipo de muestra analizado, ya que en muestras de mus-
culo esquelético fue del 29%, indicando que un 61%
de las muestras con ADN de 7. ¢ruzi no serian detec-
tadas con la PCR convencional. Al analizar sangre, la
especificidad de la qPCR fue de 78%, por lo cual en el
22% de estas muestras el ADN de 7. ¢ruzi no fue detec-
tado con la PCR convencional. El valor predictivo posi-
tivo de la qPCR para muestras de musculo esquelético
fue de 20%, mientras que para muestras de sangre fue
de 30%. El valor predictivo negativo de la qPCR para
musculo esquelético y sangre fue de 100% demostran-
do que, efectivamente, todas las muestras negativas no
contenian ADN de 7. cruzi. Ademas, de acuerdo con los
valores de la razén de verosimilitud positiva se puede
observar que la qPCR tiene 1,4 veces mas probabilidad
de detectar ADN de 7. cruzi en musculo esquelético que
la PCR convencional, mientras que en sangre esa pro-



babilidad es 3,4 veces mayor. Por otro lado, la razén de
verosimilitud negativa fue 0 para musculo esquelético y
sangre, indicando que no hay ninguna posibilidad de
detectar ADN del parasito por PCR convencional en es-
tas muestras cuando la qPCR da un resultado negativo.

Estos resultados apoyan parcialmente la discusion
de Bastien et al (18) que califican a la PCR como un
método con varias técnicas, y postula que la qPCR no
es necesariamente mas sensible que la PCR convencio-
nal debido a las distintas variables que influencian los
resultados. En este trabajo, la extraccion de ADN y la
manipulacién técnica fueron idénticas para ambas de-
terminaciones, pero los volimenes de reaccion, reacti-
vos, regiones diana y termocicladores fueron diferentes
para cada tipo de PCR, siendo la qPCR mas sensible que
la PCR convencional para ambos tipos de muestra, en
particular en las de musculo esquelético.

En términos del modelo murino experimental, la
mayor sensibilidad de la qPCR fue 1til para determinar
que la ausencia total de parasitos (cura estéril) luego
del tratamiento es dificil de lograr. Sin embargo, en tér-
minos de progresion de la enfermedad, una baja carga
parasitaria por qPCR indicaria un buen pronéstico para
el hospedador, equivalente a un resultado negativo por
PCR convencional. Los pocos parasitos circulantes en
sangre remanentes luego del tratamiento representa-
rian un menor riesgo de reinfeccion tisular, y sélo se-
rian peligrosos en caso de una inmunosupresion que
reactivara la infeccion, lo que también es valido para
tejidos con baja carga parasitaria, en el orden de 3 pa-
rasitos cada 100.000 células. En estas condiciones, seria
util establecer un limite para la cantidad de parasitos
circulantes en sangre que representa un riesgo signifi-
cativo para la progresion de la enfermedad, ya que en la
mayoria de los casos no existe una cura estéril.
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