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INTRODUCCIO

Concepte i generalitats

Guyana
Suriname
French Guiana

Zona rural (Miles, 2017. Infectious diseases. 4a edicién. Elsevier. p.

I Endemic area where interruption of 1065-1072)
vectorial transmission is not a goal

[ Endemic area where transmission by
the main vector has not been interrupted

[ Area where transmission by the main
vector is close to interruption

[] Area where transmission by the main
vector is interrupted

[ Area where the main vector has been
eliminated

[ Non-endemic area without evidence
of transmission

[ No data available

. Exemples de reservoris de T. cruzi (W. Commons).
Distribucié de la transmissi6 vectorial de T. cruzi I'any 2014 (Pérez-Molina i Molina, 2018. Lancet

391:82-94).
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Morfologia, formes evolutives i diversitat genética

S, ;

Tripomastigot Amastigot Epimastigot

Extrem
anterior

Flagel

Lo

Membrana
ondulant
Nucli
Citoplasma
Extrem <«— Kinetoplast
posterior

Tipologies morfologiques de T. cruzi amb las principals estructures. Imatges: CDC-DPDx. Esquemes: Gallego Berenguer, 2007
(Morfologia y Biologia de los paréasitos de interés sanitario).
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Cicle biologic i vies de transmissio

Trypomastigotes transform into
epimastigotes, and epimastigotes
replicate by binary fission (midgut)

Triatoma infestans

' Epimastigotes migrate to the

l', hindgut and rectum, and differentiate
: into metacyclic trypomastigotes that
are released by defecation

Infective metacyclic trypomastigotes
released onto skin of a mammalian
host in faeces

Rhednius prolixus

- 2 % e
—-— Metacyclic trypomastigotes enter the host
B i through rubbing or scratching of the bite
Triatoma dimidiata  Bloodmeal Triatomine insect !\ gl wound, ortrro;gh permissive mucosal or
. = conjunctival surfaces
/ Mammalian host . )

Trypomastigote
in blood smear Trypomastigotes
in bloodstream

Recruitment and fusion of

lysosomes from the host cell
are needed for trypomastigotes
to penetrate local cells N

Infection of
new cells

Trypomastigote in
.-~ lysosome-derived
membrane-bound
vacuole

_Escape from
vacuolet

Differentiation

Transformation of DA
Replication of : :
into amastigotes

amastigotes i
amastigotes b
After decades into trypomastigotes binary zssion :

Cicle biologic vectorial de T. cruzi (Adaptat de Rassi et al., 2010. Lancet 375:1388-1402)
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Epidemiologia

France
Spain W

Portugal

Costaica

Colombia '
Infected individuals Ecvador
[ 0-100 -
I 100-500

[1 500-1000

[1 1000-2000

I 3000-4000

= 4000-5000

B 47000-67000

[ 300000

1 Endemic countries*®
[ Data unavailable

El Salvador
Brazil

Bolivia

Uruguay

Argentina

Immigrants amb infecci6 por T. cruzi residents en paisos no endémics (Rassi et al., 2010. Lancet 375:1388-1402).
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Patologia i clinica

Exposicio al
parasit
\ -
No infeccio A Na

Fase aguda Signe de Romafia (CDC)

Immuno- L
Supressio Reactivacio .
Fase cronica Fase cronica :

indeterminada simptomatica

Megalies de cor, esofag i
colon (Barret et al., 2003.
Lancet 362:1469-1480)

Problemes
cardiacs i/o

digestius
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Patologia i clinica

Exposicio al
parasit

No infeccid

Fase aguda . "
Infeccions congénites

1

Fase aguda

Immuno-

J Reactivacid
supressio celalihe

Fase cronica

Fase cronica Fase cronica
indeterminada simptomatica 1
Migrants:
Protglem(_as infeccions en el pais
cardiacs i/o o
d'origen

digestius
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Diagnostic
DIAGNOSTIC DIRECTE :
METODES PARASITOLOGICS M%Iﬁggé)ssmméﬁggs
| MOLECULARS
FASE AGUDA FASE CRONICA
__________ — IgG
Pt Parasitémia

dies / setmanes anys



INTRODUCCIO

INFECCIO CONGENITA

Diagnostic

Trompa de Fal-lopi

Via transplacentaria
hematogena

Liquid amniotic

Via transuterina

<« \Vagina

La via congénita (Carlier i Truyens, 2015. Acta Trop 151:103-115)

1 mes

9 mesos
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Diagnostic

parasitologic

Context actual

Diagnostic
serologic

Diagnostic
molecular

Tipificacio
molecular

* L'observacio del parasit
confirma la infeccid.

* Requereix personal
especialitzat.

* La sensibilitat depen de
I'experiéncia de
I'observador.

* Cultiu requereix periode
mes llarg de temps per
obtenir els resultats.

« Dificultat de diagnostic
en la fase cronica.

* No existeix estandard
de referencia.

* Necessitat de realitzar
més d’'una técnica.

* Persisténcia post-
tractament en pacients
cronics.

* Transmissio
d’anticossos materns al
nadod.

« Reaccions creuades.

* Nova generacio de
tests disponibles.

* PCR i Real-Time PCR.

* Diagnostic precog en
congeénits per elevada
sensibilitat.

* Transferéncia DNA
matern al nado.

* Disminucio de la
sensibilitat en pacients
cronics.

+ Falta de consens entre
laboratoris.

+ Tests comercials i
automatitzats

disponibles.

* Possible associacio
entre UDT i
desenvolupament clinic
de la malaltia.

» Gran varietat de
marcadors moleculars
perd sense Consens.

+ Cal tenir en compte la
diversitat genetica de T.
cruzi alhora de
desenvolupar tests
diagnostics.
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Degut a la gran diversitat de metodes disponibles pel diagnostic de la malaltia de
Chagas i a la falta de consens en la seva implementacio, el nostre grup es va
plantejar aprofundir en la problematica d’aquest diagnostic i en la caracteritzacio

molecular de Trypanosoma cruzi.

Els objectius van ser:

1. Assajar i comparar diferents tecniques per diagnosticar la malaltia de Chagas, a

nivell serologic i molecular, en les diferents etapes de la malaltia.
2. Establir algoritmes diagnostics cost-efectius d’acord amb aquestes etapes.

3. Avaluar diferents métodes de caracteritzacio dels genotips de T. cruzi en adults i

nadons.



DIAGNOSTIC SEROLOGIC

Estudi preliminar
Architect Chagas i infeccio cronica

Architect Chagas i infeccio congenita
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Estudi preliminar

Técniques convencionals

ELISAc

T. cruzi IFI kit (Trinity Biotech) 5| = Inhouse (Rieraetal., 2009)
Ag sencer (epimastigots) 3,.2§$S§33  Agtotal
Dilucions dobles progressives GRS, \a& | + Epimastigots sonicats

Positiu = 1:40 i negatiu < 1:40 S| - Positiuz 20U i negatiu < 20U

1 n

Técniques recombinants

ELISAr CMIA

» BioELISA Chagas (Biokit) ARCHITECT Chagas (Abbott)
* Proteina TcF (4 péptids actius) 4 proteines (FP3, FP6, FP10 i TcF)
* Positiu=1, negatiu<0,9i2G 2 14 regions antigéniques
0,9<1 Positiu = 1, negatiu<0,8iZG=0,8 <1

Tecnica de desempat

- =+ Epimastigots lisats

ﬁ Ei * In house (Riera et al., 2012)

= * Ag total

=

a = * Positiu = 5/6 bandes: 28, 32, 38, 39, 40 i 48 KDa
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Estudi preliminar

mimn

‘m 15 dubtosos

IFI ELISAc ELISAr CMIA

IFI 1 4 0
ELISAc 2 1
ELISAr 6

CMIA 2 3 1

*1 sérum negatiu per IFl i ELISAr, positiu per ELISAc i zona gris per CMIA
*1 sérum positiu per IFI i ELISAr, negatiu per ELISAc i zona gris per CMIA

Positiu Negatiu

IFI ELISAc  ELISAr  CMIA  WB  EDAT
2140 220U > 1 21 25b
POS 1:40" POS53* NEG006 NEG031 NEG  ADULT
POS1:160 POS31 NEG058 NEG008 NEG ADULT
POS140 POS29 NEGOM NEG008 NEG ADULT
POS140 POS21 NEGO057 NEG004 NEG  ADULT
POS140 POS28 NEGO064 NEG008 NEG ADULT
POS1:40 POS30 NEG009 NEG032 NEG NADO
POS140 NEGT1 POS174 NEGO024 NEG ADULT
POS1:80 NEG13 POS15  GZ087 NEG NADO
POS140 NEG16 NEG038 POS523 NEG NADO
POS1:160 NEG17 NEGO17 POS3  NEG NADO
NEG120 POS21 NEGO061 POS39 NEG NADO
NEG120 POS26 NEGO076 POS417 NEG NADO
NEG120 POS27 NEG088 POS445 NEG NADO
NEG120 POS32 NEGO0S7 GZ087 NEG ADULT
NEG120 NEG17 POS126 POS144 NEG NADO
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Estudi preliminar

Sens. (%)
Esp. (%)
Efic. (%)

mimn
1]

‘m 15 dubtosos

6 FP per CMIA

M.

CMIA

IFI ELISAc ELISAr
99,32 100 99,32
91,25 95 98,75
96,46 98,23 99,12

VP
FP
N
FN

VP
FP
N
FN

IFl  ELISAc  ELISAr  CMIA

145 146 145 146
7 4 1 @
79 82 85 79
1 0 1 0

232 232 232 232

IFl  ELISAc  ELISAr  CMIA

145 146 145 146
7 4 1 1
/3 76 79 79
1 0 1 0

226 226 226 226
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Architect Chagas i infecci6 cronica

Abras A, Gallego M, Llovet T, Tebar S, Herrero M, Berenguer P, Ballart C Marti C, Mufioz C. Serological diagnosis of chronic Chagas
disease: is it time for a change? J Clin Microbiol 2016, 54(6):1566-1572.

N=315
PANELL | (n =107) PANELL Il (n = 125) PANELL Il (n =12) PANELL IV (n=T71)
* Adults amb Chagas » Adults no-chagasics * Adults amb resultats * Adults amb altres
cronic - discordants ELISAC | infeccions
* 64 zona endémica ELISAr

« /ona endémica « Zona no endémica

* 61zonano -
+ Resultats endéemica Zona endemica * Avaluacio de
coincidents ELISAC | + WB per interpretacid reaccions creuades
 Resultats :
ELISAr . : final . e
coincidents ELISAc i  Leishmaniosi, entre

ELISAr * 11 negatius i 1 d’altres
positiu

CMIA Architect Chagas
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Architect Chagas i infecci6 cronica

Sensibilitat; 100%

Especificitat: 97,6%

FP

B Positius (1=107)

B Negatius (n=125)

B Discordants (n=12)
Altres infeccions (n=71)

Unitats de lum relatives / punt de tall

1,83-4,57 S/CO

Panell | Panell Il Panell Il Panell IV

Sérums
Zona gris
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Architect Chagas i infeccié congénita

Abras A, Mufioz C, Ballart C, Berenguer P, Llovet T, Herrero M, Tebar S, Pinazo MJ, Posada E, Marti C, Fumado V, Bosch J, Coll O,
Juncosa T, Ginovart G, Armengol J, Gascén J, Portus M, Gallego M. Towards a new strategy for diagnosis of congenital
Trypanosoma cruzi infection. J Clin Microbiol 2017, 55(5):1396-1407.

0-1
mes

>12 ‘ >1-6

mesos mesos
\ /

>0-12 >6-9
mesosS MmesoS

Real-Time PCR IFl, ELISAc, ELISAr, @ » 4 infeccions congenites

M

SatDNA (Pirén et al., 2007) CMIA Architect Chagas, WB 63 sense infeccio
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Architect Chagas i infeccié congénita

PCR IFI ELISAc ELISAr CMIA WB
Cas 1 Mare >1:5120 169 8.39 12.31 6/6
0-1m 1:2560 8.52 - -
>1-6m 1:640 76 6.82 797 5/6
>6-9m 1:640 747 - -
~>9-12m Pos 1:640 6.67 - -
1m Pt. 1:640 8.70 - -
‘ 12m Pt. ‘ ‘ 1:80 42 1.63 3.57 0/6
Cas 2 Mare Po 1:1280 200 7.60 11.07 5/6
>12m Po 1:1280 162 5.99 12.04 5/6
Durant Tr. Neg - 164 5.96 11.78 3/6
5m Pt. Neg - 116 5.11 10.29 3/6
16m Pt. Neg 1:160 89 3.87 8.25 116
3aPt. - 66 2.07 8.07 116
4a Pt. 1:80 54 1.35 7.66 0/6
Cas 3 Mare 1:2560 178 5.78 10.9 5/6
~0-1m 1:1280 279 5.56 11.22 5/6
1d Pt. 1:320 95 3.52 5.02 3/6
‘ 2a Pt. - 8 0.2 - -
Cas 4 Mare 1:1280 159 2.65 12.81 5/6
0-1m 1:1280 141 3.1 - -
~>12m 1:1280 143 6.41 11.64 5/6
I 7m Pt. Neg 1:320 105 5.77 7.21 5/6

Casos congenits

N=4
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Architect Chagas i infeccié congénita

Nens no infectats

- N=63
14 -
‘=‘lg -
o 12=
- 1 (] 60% positius
[
2 10= ®
g {¢
E 8- ® 3 positius
w .
bt - () 2 zona gris
= . : Zona gris
S =
P $
2 $
3
=} o |
i S - G ==
IR :
) )
) o
N




PROTOCOLS | COST-EFECTIVITAT

Proposta pel Chagas cronic

Proposta pel Chagas congenit
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Proposta pel Chagas cronic

Abras A, Gallego M, Llovet T, Tebar S, Herrero M, Berenguer P, Ballart C Marti C, Mufioz C. Serological diagnosis of chronic Chagas
disease: is it time for a change? J Clin Microbiol 2016, 54(6):1566-1572.

Confirmacié zona gris i
positius < 6 S/CO

CMIA Architect Chagas ‘ 6,3% mostres analitzades ‘ Estalvi superior a 4.000 € / any
Determinacio unica

Métodes serologics i moleculars

Convencionals No convencionals
Objectius ELISA IFI HAI Agrecombinants PCR
Evidencia serologica (dos tests recomanats) X X X X
Cribratge bancs sang (un test recomanat) X
Infeccid congeénita (dos tests recomanats) X
Enquestes epidemiologia (un test recomanat) X X
Seguiment de tractament (dos tests recomanats) X X X X

Control of Chagas disease. Second report of the WHO expert committee (OMS, 2002. World Health Organ Tech Rep Ser 905:1-109)
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Proposta pel Chagas congénit

Switzerland

B o

- No standards / protocols
I:I Local initiatives not officially implemented
- National or Regional Legislation / Directive

E No data

|:| Country not included

;.

lv, g

Control de la transmissié congénita a la Uni6 Europea i Suissa (Requena-Méndez et al., 2014. PLoS Negl Trop Dis 8:32-45)
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Proposta pel Chagas congénit

Test parasitologic §

v v

Negatiu Positiu

PCR i/o Test parasitologic

! v ]
Negatiu Positiu i
+ i
Tractament i
8rologia <------=====m = ® 9 mesos
| i
v v !
Negatiu Positiu i

\ |
AU * ------------------------------------------------ 4 12 mesos

v v R
Negatiu Positiu Positiu
} Titol IgG < als 9 mesos Titol IgG 2 als 9 mesos
Alta medica ! !
No infectat. Seguiment Tractament

fins a la seroreversio
Abras et al. J Clin Microbiol 2017, 55(5):1396-1407



DIAGNOSTIC MOLECULAR

Dianes més utilitzades

Avaluacio d’un sistema automatic i comercial
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Dianes més utilitzades

SatDNA
195 pb
Reservosome
Nucleus i
— Subpellicular
Nucleous microtubules
‘ g 2 Regid
N . i s / conservada
oneme

Alcidocalcisome %
Paraflagellar rod ,

Contractile vacuole

Flagellar pocket

Regio
variable

Xarxa de minicercles

Estructura interna d’'un epimastigot de T. cruzi (de Souza, 2008. Mem Inst Oswaldo Cruz 103:313-325). ADN satél-lit modificat de Schijman, 2015 (A: Viotti y Vigliano.
Enfermedad de Chagas. Un enfoque practico basado en la investigacién médica). ADNk extret de Teixeira et al., 2006. Mem Inst Oswaldo Cruz 101:463-491. Xarxa de
minicercles de kDNA(B) extret de Schijman, 2015.
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Avaluacio d’un sistema automatic i comercial

Abras A, Ballart C, Llovet T, Roig C, Gutiérrez C, Tebar S, Berenguer P, Pinazo MJ, Posada E, Gascén J, Schijman AG, Gallego M,
Mufioz C. Introducing automation to the molecular diagnosis of Trypanosoma cruzi infection: a comparative study of sample
treatments, DNA extraction methods and real-time PCR assays. PLoS One 2018, 13(4):e0195738.

Protocol de referéncia Facultat de Farmacia UB (A)

Yo \ Panell | (n = 36): no infectats. 19
Sang + EDTA + Columnes de silice PCR in house nadons de mares chagasiques, 5

Guanidina Roche ABI7900 (Piron et al., 2007) | adults de zona endémica i 12 adults
de zona no endémica.

=0

PCRa
temps real

| Panell Il (n = 65): pacients amb
Chagas cronic no tractats.

Panell 1l (n = 22): mostres
infectades experimentalment amb
- cultiu d’epimastigots de T cruzi i
mostres no infectades com a
controls.

Sang + Particules magnétiques RealCycler CHAG
EDTA EZ1 virus mini kit (Qiagen) Progenie Molecular

Protocol de I’'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (H)
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Avaluacio d’un sistema automatic i comercial

Tractament o Real-Time Mostres Mostres

Protocol N mostra Extraccio d’ADN PCR positives inhibides
Columnes silice

A 123 GEB Roche In house 72 0
Columnes silice

B 123 GEB Roche RealCycler 99 0
Particules magnétiques

C 62 GEB Qiagen In house 8 35
Particules magnetiques

D 62 GEB Qiagen RealCycler 25 17
Columnes silice

E 25 EB Roche In house 11 0
Columnes silice

F 25 EB Roche RealCycler 11 0

G 64 EB Particules magnetiques In house 15 9
Qiagen

H 64 EB Particules magnetiques RealCycler 15 0

Qiagen




INTRODUCCIO - OBJECTIUS _D.SEROLOGIC » PROTOCOLS ~ D. MOLECULAR

Avaluacio d’un sistema automatic i comercial

Protocols N K Positius  Inhibicions N e.xcflcfent !)is_c c?n.:iant excloent K e.xcflqent
inhibicions inhibicions inhibicions

A-B 123 0,79 59 0 123 13 0,79

A-C 62 0,17 8 35 27 8 0,45

A-D 62 0,29 24 17 45 10 0,53

Comparaci6 amb el
protocol de A-E 25 0,92 1 0 25 1 0,92
referéncia (A)
A-F 25 0,76 10 0 25 3 0,76

A-G 64 0,92 15 2 62 0 1

* Quan s’apliquen variacions en el protocols originals (A i H), els resultats son menys
convincents.

» Laposada a punt de tot el procediment és clau per obtenir resultats satisfactoris.
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Avaluacio d’un sistema automatic i comercial

N excloent Discordant excloent K excloent

Protocols N K Positius Inhibicions .o cions inhibicions inhibicions

Comparaci6 amb el o . 3
protocol de r,=0,97 ——————— Associacio elevada i positiva entre protocols

referéncia (A)

1.25+

.00 e e Ve e e Mitiana +2 SD=0.97
T 0.75+
< 0.50- v
2 0.25- v v Protocols equivalents |
N e e e L e Mitjana = 0,12 —— O 000" CUIVAICNTS
o 0.00- vy intercanviables
r= v v
$ 0.25- vw v ‘
S _o.50- v

' y ~ H: Aplicable
I T8 R P P T RR PR |\/||1]ana -28D=-073 al diagnbstic
-1.00 T T T T 1 de rutina
A1 0 1 2 3 4

Mitjanade Ai H
(Logyq par.eq./10mL)



TIPIFICACIO MOLECULAR

Diversitat genetica i taxonomia

Avaluacio de metodes de caracteritzacio
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Diversitat genética i taxonomia

4 N\ 4 N\ 4 N\ 4 . N\
Biodemes Zimodemes Cl9nets | Esquizodemes
Models murins . MLEE (isoenzims) . MLEE (isoenzims) . RFLP/PCR-RFLP
Andrade, 1974 Miles y col., 1977; 1978 T 1683 el S ogo
\ ) \ y \ ’ ) L oy )
Satellite meeting, 1999 Brisse et al., 2000; 2001 Zingales et al., 2009
T cruzil Tcl Tc
Tclla TelV
Tellb Tell
T. cruzill Tclle Telll

Telld TcV
Tclle TeVi
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Avaluacioé de metodes de caracteritzacio

Abras A, Gallego M, Mufioz C, Juiz NA, Ramirez JC, Cura CI, Tebar S, Fernandez-Arévalo A, Pinazo MJ, de la Torre L, Posada E,
Navarro F, Espinal P, Ballart C, Portus M, Gascon J, Schijman AG. Identification of Trypanosoma cruzi Discrete Typing Units (DTUs)

in Latin-American migrants in Barcelona (Spain). Parasitol Int 2017, 66(2):83-88.

Diagrama de flux

PCR multiplex amb
sondes Tagman

SatDNA Real-Time PCR
(Pirén et al., 2007)

Diagrama de flux
PCR convencional

- Sequenciacié del
kDNA Real-Time PCR
(Quarnstrom et al., 2012) SatDNA

\4

Bolivians
14 adults
2 nens

4 nadons
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Avaluacioé de metodes de caracteritzacio

@ PCR multiplex amb sondes Tagman (MTq-PCR)

55555

SL-IR e
l ‘ 18S-COll £ o
- 240 .
H 50.,: ‘;-ooo‘oosus — T
@ PCR convencional
SL-IR SL-R| ~ SL-RII 24So-rDNA HN A10 HN
Tolv/ Tel TellV ol TellV/ Tl TellV/ TellVI TeV+Tell Telllv Ll Tov
u - VI -V P .-
? e m— “ , 525
157 475 = = S -45? 125+140 125

@ Seqlienciacié del SatDNA

Sequiencia SatDNA UDTs

Tipus | TCI-II

= ==

Tipus Il
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Avaluacioé de metodes de caracteritzacio

s v/ Rapid )
L . PCR « 27TcV y
MTa-PCR v Facil | cio , . X Laborios
e 3TcV 9 7 Evita aci6 convencional 2 TellVIVI v/ Economic
. 2TV n=5 Yo _ + 1 TeV+Tell v/ Més sensible
ar n=6 e 1 TeV+TellVI
\_ J
( N\
© 9TV - Seqtienciacio
e 3TclNMI Diagrames PCR gatDN A . 19tipus Il
e 1TcV+Tcll n=10 ~ « 1tipus|
e 1TcV+TelVI n=20
\_ )
v Cultius v Fase cronica
v/ Fase aguda v Mateix diana diagnostic
X Fase cronica X No nivell Unica UDT

Carrega parasitaria segons  Caracteritzats Caracteritzats

Poblacio segons edat N oinna opCR (par. eq./mL) diagrames PCR  seqiienciacié

Nadons congenits

(21 dies a 10 mesos) 4 937,7-20,2 4 A
Casos pediatrics

(10 13 anys) 2 15NQ 1 )
Adults cronics 14 105NQ : .

(26 a 43 anys)
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Architect Chagas és un sistema altament efectiu pel diagnostic de la malaltia de Chagas
cronica, amb el 100% de sensibilitat i permetent el diagnostic de la majoria de mostres quan
s'utilitza com a unica tecnica. Per contra, per la seva elevada sensibilitat no és el metode més
adequat pel diagnostic de la infeccidé congénita quan es realitza una Unica serologia als nou
mesos d’edat.

Architect Chagas es pot utilitzar com a unica técnica diagnostica per la infeccid cronica.
Nomeés les mostres en zona gris i les positives amb resultat < 6 S/CO caldra que siguin
confirmades per un segon test serologic per evitar falsos positius i reaccions creuades amb
Leishmania spp. L'aplicacié d’aquesta proposta resultaria en un estalvi molt important en el
cost del diagnostic de la malaltia de Chagas i, per tant, també en el control i la gestio de la
infeccio.

En el cas del diagnostic de la infeccié congénita, proposem una nova estrateégia més cost-
efectiva i amb un nombre reduit de proves a realitzar en comparaci6 amb els protocols
europeus existents. El protocol podria comencar al mes d’edat amb un test parasitologic i/o
una PCR. Si és negatiu, es realitzaria una serologia als nou mesos, seguida d’'una altra

serologia confirmatoria als 12 mesos en cas d'un resultat positiu. La proposta permetria un
estalvi significatiu en el cost del diagnostic de la infeccié congénita per T. cruzi.
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IV.  Pel diagnostic molecular, el protocol totalment automatitzat i comercial (sang amb EDTA, EZ1
Virus Mini Kit v2.0 i RealCycler CHAG) es troba en perfecte concordanga amb el protocol de
referéncia (sang amb EDTA + Guanidina, Columnes de silice de Roche i PCR in house) el
que el fa una bona opci6 pel diagnostic de rutina de la infeccié per T. cruzi. El métode permet
obtenir resultats en aproximadament dues hores, de manera senzilla i amb el minim de
manipulacié humana. Quan es realitzen variacions en els protocols originals els resultats que
s'obtenen s6n menys convincents indicant que cal una posada a punt de tot el procediment
per tal d’obtenir resultats satisfactoris. L'estudi contribueix a I'estandarditzacié de protocols
entre laboratoris i a I'aplicaci6 de la PCR en els centres de salut.

V. Finalment, en el cas de la caracteritzacié molecular de T. cruzi, els diagrames de flux basats
en PCR son molt utils per determinar les UDTs en les poblacions naturals del parasit perd no
son prou sensibles per a I'analisi de pacients amb carregues parasitaries baixes. L'analisi de
les sequiéncies de SatDNA no permeten discriminar entre les poblacions de T. cruzi a nivell
d’una unica UDT pero fan possible incrementar el nombre de casos caracteritzats en pacients
amb infeccié cronica. La UDT més identificada va ser TcV, comu a Bolivia i predominant en
sang periférica.
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