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ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad es endémica en 21 paises, y afecta a 6-7 millones de personas,
aunque las migraciones de personas infectadas pueden llevarla a paises no

endémicos de América y el Mundo.
30 mil casos nuevos anuales por todas las formas de transmision

12 mil muertes anuales

Triatomineos

Trypanosoma cruzi




DIAGNOSTICO MOLECULAR

En infecciones que cursan con bajas parasitemias. ETAPA CRONICA

Chagas congenito, en recien nacidos. PCR HAN DEMOSTRADO ALTA SENSIBILIDAD

En pacientes con inmunodeficiencias 0 en pacientes inmunocomprometidos, en los cuales, la
produccion de anticuerpos es deficiente. REACTIVACION.

También, en el seguimiento a los pacientes en tratamiento donde los métodos
iInmunologicos no son adecuados, ya que la respuesta de anticuerpos se mantiene por mucho
tiempo.

Confirmacion después del "screening” de donadores de sangres.

Ademas, la PCR es muy importante en individuos no respondedores o con niveles bajos
de anticuerpos.

En trasplantes de 6rganos.

En brotes de Chagas por transmision oral.

Para diferenciar infeccion por T. cruzi de infeccion por T. rangeli.
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T.cruzila } T. cruzilb T.cruzild

28 bp]] 250 bpﬂ 200 bpﬂ

I Mini-exon genotype determination® ]

I I

T.cruzil }{ T.cruzi | }

Hohpﬂ Ulllbﬂ

D7 domain 245a rONA® [¢==3[ Mini-exon' | [ satelliteDNA |

2bpor ampléscation
nnhnﬂ 2 ﬂ 3coupﬂ ﬂlllund 195bp

D7 domain 24Sa rDNA3 ﬁb T.cruziV

assay uorescence signa

POR resctem

SLAR MTq FAM HEX i N i
CAL Fluor Red 610

FAM
18S-COIl MTq o5 HEX FAM
Y

PCR 24Sa-lllNV FAM HEX
MTq

, eV, | =
ﬂ DTU confirmation ﬂ 3 s l 1
Mokxular kentification of Trypaisosore ric Tel Tcll TeV TeVi Tclll TclV

165bp No Discrete Typeng Units i End-Stage Chronie Chagn
*"’”‘-’-‘-‘"-Ramirez et al., Haoart Disorse and Reactivation after Hoart

Tm:SJS‘Cﬂ Tm=85 5‘cﬂ
) T.cruzill | | T cruziVI
T. cruzi lll m '—I L J 2010

VT cruzilll i

qPCR satellite DNA*

Trarsglantatuon

Cura etal., 2015

Table 2
Oligonucicotide primers for cach MLS-PCR. annealing temperature (Ta). DTU that amplify
with their corresponding amplicon sizes.

Flujogramas de Tipificacion T. cruzi 9p72 / Taql

Primers  DTU  Sequence Ta ("C) Product (bp)
i X61-1 TC1 ~TGATATACCACTACCACCGTTACC-3" 65 11
X61-¢ - AGATAGAGTGCGTGTGAGATGAGT-3
X71-¢ TCl  S-ATTTCTTATACCACCATTTTA-3" 47 187
Tcl X71-¢ 5 - TATGGTTGTTTAGTTATTGTAGT-3"
_ T 181 T<n ACACGCAAACCACCTCTACTACA-3* 63 168
(57 osom. ruzi 181-r ATTATCTTATGTGTCTGTGGTGGA-3"
Ti panosoma  cruzi Tclv CrP-f Tcv GGGATTAGGGTATACTTAGTTGC-3" ss 2
Tevi GrPur TTCCAACCCCACAAATGATA-3"
Freitas et al. 2006 < GrO-f ToV CCCTTACCCTCTCGATAGE- 3"
2 GrO-r CGCGAAACCCATACAA-3
RFLP -COR - Al - ‘ Grpl-f  TCWI ATCCAGACCCCAATTTTACTAC-3
Grpl-r - ATGTGATTGGATAGGTGATAGAT-3"
1f8 / Alw211 Tulll-f TCVI S-AATTTCCGTATTTTCTGA-3
Tulll-r S -TTTATAGTGGTATGTTTGAGTT-3
A Bm B Bp e 7 12 18 25 28

Burgos etal, 2007
TS —Mins-exon

Nest-PCR
kDNA

i

St | 7 cruzi 111 T cruzi V T v T cruzi V1

Andrea M. Macedo 2011 Bomtempi et al., 2016

NECESIDAD DE BUSCAR ALTERNATIVAS DE DETECCION MAS SENCILLAS
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Protelnade choque termlco de 70 kDa (HSP70)

Marcador evolutivo promisorio. ESTUDIOS FILOGENETICOS. Exjemplos: Cryptosporidium spp. Babesia spp.,

Giardia spp., Entamoeba spp., Microsporidium spp., Blastocystis hominis, Leishmania genus.
Proteina HSP70 es altamente conservada en secuenciay funcion.
Chaperona molecular- plegado de la proteina -transporte.

El gen se organiza en repeticiones en tandem de la cabeza a la cola. Ejemplo: T. cruzi —tiene al menos 7 copias

PCR-RFLP para diagnostico e identificacion de especies de Leishmania (Garcia et al. 2007; Fraga et al. 2012;
Montalvo et al. 2012, 2014, 2017; Veland et al. 2012)

HSP70-1/cytoplasmatic

hsp70 sense hsp70 antisense

1 435 455 1836 1856 74

1380bp
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ANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO DEL GEN HSP70 ENTRE ESPECIES DEL GENERO

TRYPANOSOMA ‘
Trypanosoma ([ | [ TR
65 cepas
1380 nucleotidos alineados 11 especies de Trypanosoma
Region rica en GC 60.6 %
854 Sitios conservados
(61.9%) Marcador Molecular
526 Sitios variables (38.1%) ‘ aproprad
o TIPIFICACION ESPECIES
412 Sitios parsimoniosamente s oo
informativos (29.8%) (PCR, PCR diplex, PCR en
tiempo reaI,.P(EI?-RFLP,
75- 100 % (86.8%) Similaridad —

dN/dS< 1. Seleccion purificadora- perservar la funcionalidad de la
HSP70
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ANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO DEL GEN hsp70 ENTRE ESPECIES DE T. cruzi, T.
rangeli y T.cruzi marinkellei

1380 nucleotidos alineados

0 / 33 cepas

Regidn rica en GC 63.2 %

1243 Sitios conservados
(90.1%)

137 Sitios variables (9.9%)

T. rangeli

99 Sitios parsimoniosamente
informativos (7.2%) T. cruzi marinkellei

96.6- 99.6 % Similaridad

Red filogenética basado en la secuencia del gen hsp70
utilizando el Programa SplitsTree 4.

lists

journal homepage: www.elsevier.com/locate/mesaid

Phylogenetic analysis of the Trypanosoma genus based on the heat-shock (!)(/,,,,_Mm
protein 70 gene

ienes ?, Ana Margarita Montalvo ?, Ilse Maes P, Stijin Deborggraeve
ljardin <, Gert Van der Auwera ™%
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* ANALISIS DEL POLIMORFISMO GENETICO DEL GEN hsp70 ENTRE UDTs DE T. cruzi

Red filogenética entre las secuencias de hsp70 de Trypanosoma

S —

J

1380 nucleotidos alineados

Region rica en GC 62.4 %

1277 Sitios conservados Totul e~
(92.5%)

103 Sitios variables (7.5%)

CLBrenerEsmeraldollke_Tcll L \Y
CLBrener_TcVI_b i\
A,

DTUL, V, VI \\

Brazil_Tc

10 Sitios parsimoniosamente
informativos (0.7%) Peru_Te!

98.7 % Similaridad

journal homepage: www.elsevier.com/locate/mesaid

esearc S

Phylogenetic analysis of the Trypanosoma genus based on the heat-shock (!)(/,,,,_Mm
protein 70 gene

Jors 3 ienes . Ana Margarita Montalvo *, Ilse Maes ”, Stijn Deborggraeve
Phil jardin "<, Gert Van der Auwera ™
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Objetivo:

Disenar, optimizar y evaluar dos métodos
moleculares uno para la deteccion y diferenciacion
de T. cruzi y T. rangeli y el otro para la tipificacion
de los linajes de T. cruzi.
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By -

s Normalizacion PCR
(Cebadores, MgCl2, Taq pol,
Temperatura de alineamiento)

PCR duplex
T. cruzi/T. rangeli

PCR-RFLP UDTs > Sensibilidad analitica
T. cruzi (Cada DTU 1ng-10fg)

— Especificidad analitica
(T. rangeli, T. cruzi marinkellei,

EVA L UA C I O N Leishmania spp, T. brucei brucei, T.

brucei gambiense, T. brucei

M ¢ rhodesiense, T. lewisi, T. vivax, T.
uestras congolense, T. theileri, T.
Cepas de clinicas Muestras de Muestras de equiperdum)
T. cruzi (sangre). vectores con reservorios
DTU | al VI Pacientes con T. cruzi con T. cruzi
Chagas
DTUI-5 México México _
DTUII- 7 Colombia Colombia Colombia
DTUIII-4 Bolivia
DTUIV-3 :
DTUV-3 Belice
DTUVI-3 Argentina

Cuba
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PCR duplex hsp70 TcTr

‘il Aliti T et Duplex PCR hsp70 TcTr validation with biological samples.
Sensibilidad analitica Especificidad analitica P b ° i
Duplex PCR Positiity
T. cruzi Tem T. rangeli Comtrs. oo et et o e ) ot s L IO TS
- (L.) mexicana, L.(V.) braziliensis, (V.) naiffi, (V.) peruviana, (V.) guyanensis, (v.)
b DTU=1 n n v v vi Iémsnm Plasnl'.w:lum falc:parurl;': ‘;ChIStOSDITL)a vma‘;snm Cﬂrll-dld: Zlb}:cans C:ndl‘clla Hum ans n= 348
P MM SP104 Esm M6241  Canif $03 P63 M1909 RPLA4 CANAC LEM2046 LEM2063 parasilopsis, Cryptococcus neoformans, Haemophilus influenzae, Streptococcus
300 nterococcus, cobacterium  tuberculosis, cobacterium  habana, aphylococcus H —
200 : ip:dermidis, I,‘f,'y,‘ nrt‘u aurefls, F 1 4 aer t‘ Escherichia Sci)lg }I,Veisseria C°|omb|a n_121 86
9 meningitides, Epstein-Bar virus, herpes zoster virus, herpes simplex virus, and 82 Tc/ 4 TcTr
100) cytomegalovirus.
Bolivia n=38 30Tc
| Belice =1 1Tc °
T. cruzi | | H | 75.3%
1 2034 Cuba n=1 1Tc
| H {| Argentina n=2 2Tc
T. rangeli |1 ) " \ 2010 México n=185 142 Tc
n 1
1 2010 Triatomine bus n=70
HSP?DT_H(MBE o nri —
Duplex €{HSP7PT_R1142Tc Mexico n=51 43
1000 bp PCR-hsp70TcTr I_Tj HSP70T_R1249Tr Colombia n=19 15 82.8 %
11 Tc/1 Tr /3TeTr
bp MM Cutia  Tu18 cM17 Tula MN B3  TET2417 TPY2422 TET2408 TET2414 TBJ2273 TRC2377
Reservoirs n=25
Colombia n=26 25 96.1 %
202°Tr 22 Tc/1Tr/2TeTr
Positivity % 77.7%
95Tc L

T.cruzi+ SENSIBILIDAD- 77.7 % (444 casos positivos)
T. rangeli ESPECIFICIDAD- 100 % (677 casos negativos )

T. cruzi T. rangeli
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'PCR- RFLP hsp70 UDT

Validacion del algoritmo de genotipificacion PCR-RFLP hsp70
UDTs en muestras biologicas

PCR-RFLP hsp70

Especificidad analitica

Sensibilidad analitica
s MM Pfa Ldo Lch Llam lae Ltr Lpa Lbr L Lgar Tc

oTul otun
P8 e | ne o1ng 0otng 196 019 10t | 10s o.ane 001ne 16 0104 108

=P hsp70 DTU

]
CE— @ W e~

Tr

DTU

Humans n=348

Colombia n=121 48 32 Tel
7 Tcll
1 Tclll
4Tew
2TV oV
2 Mixed (Tcl-TelV)

\ 4

SEE-- glE-- Agel/Hinfl

A 4

Tell
TeV
TeVi

Bolivia n=38 25 15 Tc o TVl
6Tl
2Tcll
1 Tclv
1 Mixed [TckTcll)

Belice n=1 1 46.8% 1Tl

545pb Cuba n=1 1 1 Tel

335pb
P TC| ” Argentina n=2 1 1TeVo vl

210pb
TelV Mexico n= 185 87 77 7Td
2 Mixed Tcl-TClI
3 MixedTcl-TdV
1 Tclll
2Tclv
1 Mixed Tcl-Tdll
1 Mixed Tel- TcV o Tevl

Tcl

Triatomine bugs n=70

Haell __

6 Mixed (Tcl-Tclv)

10 Td

Colombia n=19 16 65,7% 2 TellfTev/Tevi
1 Tell
\ 4 \ v 1Tav
16pb 3300b 2 Mixed (Tcl-Tcll/ TeV/Tevi)
p
TCV Reservoirs n=26
Tcll Tclll Tclv _
TCVI Colombia n=26 12 6.2 % i()TT:\:lr
129pb 129pb | 1 Mixed FI'cI—'I'cN'_I

TYPING % n=444 49.7%
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17. Deteccion de Unidades Discretas de Tipificacion de Trypanosorma cruzi en
muestras clinicas y su asociacion con el origen geografico y la presentacion

) clinica.
POSTER Niurka Esmirna Tamayo Pérez, Jorge Fraga Nodarse

Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, Cuba.
Correo: niurka.tamavo@ipk.sid.cu

Distribucidon de las UDTs en funcidn del origen geografico

[ ecrrmensprooru | ot

Humans n=348
Colombia n= 121 a8 32 Tcl
7 Tcll
1 Tclll
a4 Tclv
2 Tcv o Vil
2 Mixto (Tcl-TclVv)

348 muestras de pacientes
T. cruzi positivos
(Forma Cardiaca, digestiva y asintomatica) e e e
Colombia, Bolivia, Mexico, Belice y Argentina o
1 Tclwv

1 Mixtos(Tcl-Tcll)

Belice n=1 1Tcl

1Tcl

PCR e 545pb
hsp70 DTU

Cuba n=1

Argentina n=2 1 Tcwv o Vi

163 muestras
tipificadaS- CimdEs R= LED 87 2 MixZZsT"(F:(I:I—TCII

: 46-8 % = Mix;o_?;Icll—Tclv

2Tclv

1 Mixtos Tcl-Tclll

_ Infeccién simple 93.8% 1 Mixtos Tol- TV & Tevi
Tell 335pb ’ . . L34 . 7 . . r .
H v i el i (153/163 Distribucion de las UDTs en funcién de las manifestaciones clinicas

o Telv
Infeccion mixta 6.1% o [ v | o [ v [ ren [ rv [rwovi| ik
A
<I\Ha_e”/|> 10/ 163 Cardiac 51 45 1 1 3 2 0
(88.2%*)  (2.0%)  (2.0%)  (5.9%)  (3.9%)

Tel

4160 Clinical forms Digestive 12 0 2 0 0 10 0
dind 41601 16pb .
30pb ek 3000 3300b Chagas diseases
Tl TTC\\III Telll Tlv (16.6%) (83.3%)
129pb) ¢ | 129pb 129pb 129pb
96 pb serb o6 pb Asymtomatic 100 72 6 1 4 10 10
(Indeterminate) (72.0%) (6.0%) (1.0%) (4.0%) (6.0%) (10.0%)

* n<0.05 Estadisticamente significativo



Conclusmnes

* EI gen hsp70 citoplasmatico constituye una diana genética que permite la
deteccion de T. cruzi y T. rangeli y una diferenciacion de UDTs de T. cruzi.

 Presentamos dos herramientas moleculares sobre la base de una unica PCR
(PCR duplex y PCR-RFLP) que permiten la deteccion de T. cruzi y T. rangeli y
de las UDTs de T. cruzil.

 La PCR duplex y la PCR-RFLP hsp70 UDTs permite la deteccion directa en
muestras clinicas, triatomas y reservorios de T. cruzi y T. rangeli y de los
principales Ilnajes del parasito, aungue necesita la combinacidon con otro

metodo molecular para diferenciar los linajes V y VI.

* Los resultados obtenidos contribuyen a las compilaciones de estudios de
distribucion geografica de los UDTs prevalentes en humanos, vectores vy
reservorios en areas endéemicas.
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