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IEl riesgo es que te quicras quedar!

Enfermedad de Chagas

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

Afeccion parasitaria, sistémica,
causada por el Trypanosoma cruzi

Epidemiologia

Sintomatologia

Transmision

Tratamiento - indicaciones

Diagnodstico
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{ ‘3 Organizacion
WE#YF Mundial de la Salud

¢{DONDE SE ENCUENTRA

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS?

Principalmente en América Latina.
Sin embargo, se detecta cada vez mas en otras
partes del mundo.
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MILLONES

de personas
infectadas en
todo el mundo

MIL MILLONES

personas corren riesgo
mueren cada de infectarse

afio
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Sintomatologia

1€l riesgo os que +o quioras quedarl \ng La enfermedad de chagas puede desarrollar formas clinicas o

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024 i ..
cursar de manera asintomatica

FASE AGUDA: Fiebre de mas de 7 dias, astenia,

adenopatias, signosde puerta de entrada, hepato y

esplenomegalia.

FASE CRONICA ASINTOMATICA: Luego de 2 o 3 décadas
de infeccidn,el 30% de las personas infectadas desarrollara

manifestaciones clinica.

FASE CRONICA: Enfermedad cardiaca (Cardiopatia

Chagasica Crénica) del sistema digestivo (megacolon,

megaesodfago) o del SNC.

Cuando aparecen las presentaciones clinicas, éstas son irreversibles
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ViA VECTORIAL

Mediante la picadura de Triatominos

VERTICAL O CONGENITA

ALIMENTARIA

Con jugos o alimentos contaminados

con parasitos o vectores
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Transmision

TRANSFUSIONAL O POR
TRASPLANTE

ACCIDENTAL EN LABORATORIOS
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I El tratamiento esta indicado en los siguientes casos

* Ninos infectados por transmisidon vertical

» Casos cronicos en determinados grupos

* Personas infectadas con capacidad de gestar entre los 15 y
49 anos (no esté indicado durante el embarazo)

_+ Casos agudos por transmision vectorial
La eficiencia del tratamiento es mayor cuanto mas temprana es la

edad del paciente
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Triatoma infestans

1El riesgo es que te 4ulorf¢jirv . VINCHUCA

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024
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|El riesago 65 que te quieras quedal

En el triatomino

Picadura del triatomino
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Tripomastigotos metaciclicos
en el Intestin

Multiplicacion en

e \el estomago

Epimastigoto en
el estomago

Ciclo
Biologico

del
Jrypanosoma

Picadura del triatomino
e (Ingestion de
tripomastigotos)
A=

A
A-
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(pasode los tripomastigotos
metaciclicos en las heces del animal)

En el hombre
(2]

Los tripomastigotos metaciclicos
penertan en las diferentes células
alrededor de la picadura. En su Interlor
se transfroman en amastigotos

—

AP

A T

-

Los
tripomastigotos

pueden Infectar

otras celulas y se
transforman en
amastigotos Intracelulares
en los nuevos sitlos de Infeccion.
Pueden aparecer

los signos clinicos

3 partir de este

ciclo Infeccloso

Los amastigotos

se multiplican por

fision binaria en las

celulas de los tejidos
Infectados

A

Los amastigotos Intracelulares

se transforman en tripomastigotos,
salen de la celula y despues
entran en la circulacion sanguinea

Iniciode la Infecclon

Dlagnostico posible

www.congresocolabiocli.com
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148 especies de
Insectos triatominos
mantienen la infeccion

T.Cruzi en la naturaleza
Patterson & Guhl, 2012
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de Bioquimica Clinica (olegio Nacional de Bacteriologia

. COLABIOCLI CNB

I. dimidioto

R pallescens

R robustus
us [and some other

: Rhodnius sp.) .
- ~
, -
[ Y

~ I. brasiliensis

\\ >
'y ,
/ - !
& T. pseudomoculota
- ’/'

\ P. megistus
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Enfermedad de Chagas

Transmision por el principal vector 2005 - 2018
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Diciembre 2005 Diciembre 2009 Agosto 2015 Octubre 2018

Leyenda
) M T T T T T T 1
Transmision por el principal vector Aroa donde la transmision por e vector principal esta cercana a A 0 1125 2250 ss00xm  Fuente de Datos: PAHO AD CDE VT
Agosto 2015 o — Sestema de Coordenadas GCS WGS 1984 Control de Enfermedad de Chagas
Area donde la transmisidn por el vector principal estd Datum’ WGS 1684
Area endémica donde la interrupoin de la transmision vectorial 2 2 s 2
W o meta T—— Undades Grados  Produccion del Mapa: OPS Uruguay - Comunicacion

Area donde el principal vector ha sido ekminado
Area endémica donde la transmisién por ef vector principal no
ha sido interrumpida B Area no endémica sin evidencla de transmision vectoral

Areas no participantes
[ Uimites de pais

Organizacion Panamericana de 13 Salud - Organizacion Mundial de Ja Salud (OMS) de 2018. Todos los derechos reservados. Este mapa esta disefiado para representacion general de los datos y de la geogralia y para ser utilizado como una herramienta de exploracion. No para su modificacion
reproduce publicacion o distribucion fuera de 1a OPS-OMS y de sus estados miembros, sin permiso. Los limites, nombres, titulos usados en este mapa no implican |3 expresion de ninguna opinion por parte de la OPS-OMS sobre la condici ridica de los paises, terntorios, cudades o 20na
Je sus autoridades, ni respecto 3 1a delimitacion de sus Tronteras o limites
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Enfermedad de Chagas - -
Transmision por el principal vector 2005 - 2018

Diciembre 2005 Diciembre 2009 Agosto 2015 Octubre 2018

Leyenda
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Transmision por el principal vector Aroa donde la transmision por el vector principal esta cercana a h 0 1125 2250 sso0xm  Fuente de Datos: PAHO AD CDE VT
Agosto 2015 :"W“ ' Sistema de Coordenadas GCS WGS 1984 Control de Enfermedad de Chagas
ea donde la transmision por el vector principal estd Datum: WGS 1984
Ar démica donde la interrupcidn de la transmision vectorial
. et . - T Undades Grados  Produccion del Mapa: OPS Uruguay - Comunicacion

’ < Area donde el principal vector ha sido ebkminado
Area endémica donde la transmision por ol vector principal no
== ha sddo nterrumpeda B Area no endémica sin evidencia de transmision vectorial

Areas no participantes
(] Uimites de pais

Organizacion Panamericana de 1a Salud - Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2018. Todos los derechos reservados. Este mapa esta disefiado para representacion general de los datos y de la geografia y para ser utilizado como una herramienta de exploracion. No para su modificacidn,

reproduccion, publicacion o distribucion fuera de 1a OPS-OMS y de sus estados miembros, sin permiso. Los limites, nombres, titulos usados en este mapa no implican 1a expresion de ninguna opinion por parte de la OPS-OMS sobre 13 condicion juridica de los paises, terntorios, cudades o 20nas,
ni de sus autoridades, ni respecto 3 1a delimitacion de sus fronteras o limites
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Enfermedad de Chagas

Transmision por el principal vector
Octubre 2019

Area endemca donde la mterrupoon de I transmeson vectonal no os
una meta

Area endémica donde la transmision por el vector principal no
ha sido interrumpda

Area donde la transmusson por ¢l vector principal osta
nterrumpeda

Area donde la transmusion por el vector prncipal esta cercana a
L Interrupcion

Area donde ol pnncpal vector ha sido elminade

Area no endémica sin evdencia de transmesidn vectonal
Areas no participantes

Limaes de pats

© Organizaciéon Panamericana de la Salud -Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2018. Todos los derechos reservados.
Las denominaciones empleadas en estos mapas y la forma e que aparecen presentados los datos que contienen no
implican, por parte de la Secretaria

de las Organizacién Panamericana de la Salud, juicio alguno sobre la condicién juridica de paises, territorios, ciudades o zonas, 0
de sus autoridades,

ni respecto del trazado de sus fronteras o limites. Las lineas discontinuas en los mapas representan de manera aproximada
fronteras respecto de las

cuales puede que no haya pleno acuerdo.

A
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IEMema de Coordenadas: GCS WGS

1984 Datum: WGS 1984
Unidades: Degree

Fuente de Datos:

PAHO AD COE VT
Control de Enfermedad de Chagas
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I Los diferentes genotipos de Trypanosoma
D ive rs i d ad cruzi se han divididos en 6 unidades
discretas de tipificacion (Discrete Typing
Units, DTUs): Tcl, Tcll, Telll TelV, TcV y TeVI.

y |
g e n etl Ca d e I I Ademas, se han descrito nuevos genotipos

como el Tc bat, asociado con murciélagos en

Try pa n Os o m a Brasil, Panama y Colombia.

I Se estudid la asociacién que existe entre

|
‘ : ru ZI estas variantes y los reservorios, la

distribucidén geografica y la presentacién

clinica
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Diversidad genetica del
e Try p anosoma C ruz |

Distribucion geografica de las DTU en I Asociacion de los DTU y animales reservorios
humanos
B
Unidad TecI

Unidad TcII Unidad TcIII

Unidades

Unidad TcIV Tcl, Tclly
Tcly TclV TcBat

Unidades

@ Tcl
@ Tall
@ Tcll
O Talv
@ TcV
@ TVl
O TcBat
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Cambios
epidemiologicos
de la Enfermedad
de Chagas
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I Diversos escenarios, desplazamiento
del vector a zonas urbanas en

algunas regiones

I Nuevos desafios para el control del

vector (resistencia a los piretroides)

I Mdltiples factores (socioeconémicos,
culturales, étnicos, ecolbgicos, etc.)
que intervienen en el desarrollo de

esta enfermedad

www.congresocolabiocli.com
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Control de la enfermedad

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

I Requiere un abordaje integral teniendo en cuenta todas las

dimensiones involucradas en su propagacion
* Prevencién, control y atencidon de la enfermedad

» Control entomolbdgico en zonas endémicas

* Interrupcidn de la transmisidn
La OMS, la OPS y cada pais en particular, mediante leyes y

resoluciones marcan los lineamientos en estos procesos

OPS. Estrategia y plan de accion para la prevencion, el control y la atencion de la enfermedad de Chagas. 2010 (CD50.R17)
OMS. Plan de accion para la eliminacion de las enfermedades infecciosas desatendidas y las medidas posteriores a la eliminacion
2016-2022; Ginebra: OMS; 2016

OPS. Plan de accion sobre entomologia y control de vectores 2018-2023. Washington, D.C.: OPS; 2018 (CD56/11)
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JEl riesgo es que +e quieras qued:

I Gracias a los programas de control vectorial y
Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

transfusional cobra importancia la via de

transmisién vertical
I Ocurre en el 2 al 6% de las pacientes;

Esce n ari O I El 90% de los neonatos infectados estan

asintomaticos.

aCtu al I La hepatoesplenomegalia es el signo mas

frecuente presente en los casos congénitos

sintomaticos.
I No parece que produzca anomalias en el

desarrollo fetal, si bien si pueden producirse

abortos o muerte fetal.
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IEl riesgo es que te quieras quedarl

Transmision vertical

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

En América Latina y el Caribe

* 9.000 recién nacidos se infectan
durante la gestacion,

» 20% del total de nuevos casos en la
region (OPS-2022)

 El tamizaje en las embarazadas oscila
entre /%y 55%
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Los Estados Miembros de |a
Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) impulsaron en el 2017
el programa ETMI Plus para
prevencidon y control de la
transmisidon materno infantil de

VIH, Sifilis, HBV y enfermedad de
Chagas

COLABIOCLI chB
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Programa de control

Marco para la eliminacion de

la transmision maternoinfantil

del VIH, la sifilis, la hepatitis
yla enfermedad de Chagas

www.congresocolabiocli.com
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Diagnostico de
s La bO ratO ri O

Seleccion de métodos

Etapa aguda Etapa cronica
Directos Indirectos

Deteccion de Deteccion de
parasitos anticuerpos

Métodos Métodos
parasitolégicos Inmunoserologicos
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Parasitemia

Seleccion de

metodos |/ . I 4
diagnésticos =~ = Spon oo

A B CD A B CD
o \ () 1 Voo Vo Tom o]
T N\ N\ 2."
Laboratory diagnosis of Trypanosoma NE /:\: 3i
cruzi infection. Challenges in the aaam A /)
Americas region Constanza Lopez ] 4/31, v /\;’\ ) 5 LBe '

Albizua, Rocio Riverob , Griselda e SO
Balleringc , Margarita M. C. Bisiod Parasitem

a IF| "HAI ELISA
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Seleccion del metodo
diagnostico en fase aguda

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

I Métodos Parasitologicos I Métodos Moleculares

Observacion microscopica del
parasito:

e Strout o Micrométodo
* Biopsia de tejido

 LCR
* Strout o Micrométodo

* Biopsia de tejido
* LCR

Indirectos

» Xenodiagnostico
Un resultade pgsitivo confirma el diagnostico de enfermedad de Chagas
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Seleccion del metodo
diagnostico en fase cronica

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

I Métodos indirectos

Métodos inmunoserolégicos:

 ELISA
« HAI
 Quimioluminiscencia

* |FI
La confirmacion de chagas crdnico

se hace por dos métodos
iInmunoserolégicos diferentes
positivos

.COLABIOCLI cI\B www.congresocolabiocli.com
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Tubo Eppendorf
(1,5 ml de capacidad) ’.‘\ 3
. ( \ ' .;'

Mezclar porinversion

b ——

. , ©)
Micrometodo

+

Etapa aguda: i

0,5 ml de sangre venosa

Tomarunagota
de la interfase
(capa de globulos
blancos)

DE RISSIO AM, MAIDANA C, MARTIN
GARCIA MY RUIZ AM
Medicina Vol 59 Supl Ill - 1999

Objetivos de 10x y 40
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Observacion
microscopica
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Observacion
microscopica
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1El riesgo 65 que te quieras qued:

Diagndstico de infeccidn aguda congénita y

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

vectorial

Transmision oral

Aplicaciones de
las técnicas de
Biologia Molecular
en el diagnostico
Monitoreo de reactivacion en pacientes
de Chagas Inmunocomprometidos

Son una buena alternativa diagndstica, pero deben ser
estandarizadas y validadas antes de su uso

.COLABIOC_LI C'\B www.congresocolabiocli.com
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El 90% de los neonatos infectados estan

asintomaticos.

Monitoreo de respuesta terapéutica




S,

% oo & CONGRESO LATINOAME@ICANO
" \\// v ' DEBIOQUIMICA CLINICA

J"* /‘: I CONGRESO INTERNACIONAL DEL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA
1El riesgo es que te “16'(5‘_’: que

A

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

Aplicaciones de
las técnicas de
Biologia Molecular
en el diagnostico
de Chagas

. COLABIOCLI C'B |

Confederacién Latinoamericana .
de Bioquimica Clinica Colegio Nacional de Bacteriologia

Diagndstico de infeccidn vertical

El diagndstico tradicional mediante la observacion
microscdpica presenta limitaciones debido a la baja
sensibilidad estas técnicas y la imposibilidad de utilizar

métodos seroldgicos en los primeros meses de vida.
Control de tratamiento

Debido a la persistencia de la respuesta innmunoldgica,
los métodos serolégicos resultan de poca utilidad en la
definicidn del criterio de cura.

I Reactivacion en inmunocomprometidos

En este evento los amastigotes alojados en los tejidos se
transforman en tripomastigotes, salen a la circulacidon
sanguinea para infectar otros érganos. Alli pueden ser
detectados por métodos directos.

www.congresocolabiocli.com
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tienen una sensibilidad variable
* la experiencia del operador
* |a calidad de la muestra
* tiempo transcurrido desde la obtencién de la misma
» Sensibilidad del micrométodo o microhematocrito:

Entre 45-7/0% en centro de referencias ; reportes de
(que pueden realizarse al 270% en centros asistencial@gs'o et al. 2010, Bisio et al. 2021

Métodos directos

momento del nacimiento) . . .. ..
I requieren un tiempo minimo de observacion al

microscopio de 20 minutos
I no pueden ser evaluados mediante programas de
control de calidad, por lo que no se pueden

Implementar acciones para le mejora continua de la

CI\B calidad del diagnostico
COLABIOCLI www.congresocolabiocli.com
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Pruebas moleculares

para T. cruzi

. COLABIOCLI CNB

Confederacién Latinoamericana &
de Bioquimica Clinica (olegio Nacional de Bacteriologia

Limitaciones en el diagnhostico
de Chagas Congenito

La técnica de PCR se utiliza desde principios de los aflos 90
Russomando et al. 1992

I Con el advenimiento de la PCR en tiempo real, esta tecnologia
también ha sido utilizada con resultados promisorios para el
diagndstico en pacientes con la infeccidn por T. cruzi piron et al 2007
Ventajas de las técnicas de gPCR sobre las de PCR de punto final:

* Presentan menor riesgo de contaminaciéon

* Tienen control interno de amplificacién, lo que permite eliminar falsos
negativos por inhibicidon de la reaccidon

« Se puede cuantificar mediante una curva de concentracién conocida.

* Requlieren de menos tiempo de procesamiento
< Necesidad de estandarizacion

@ | detécnicas de gPCR

www.congresocolabiocli.com
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The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 17, No. 5, September 2015

the Journal of
Holecular
Diagnostics

jmd.amjpathol.org

I Se realizaron varios estudios tendientes
a estandarizar y validar analiticay

clinicamente técnicas moleculares para . o o .
Analytical Validation of Quantitative Real-Time () cosvs

PCR Methods for Quantification of Trypanosoma
cruzi DNA in Blood Samples from Chagas Disease Patients

Juan Carlos Ramirez,* Carolina Inés Cura,* Otacilio da Cruz Moreira, Eliane Lages-Silva,  Natalia Juiz,* Elsa Velazquez,
Juan David Ramirez,* Anahi Alberti,' Paula Pavia,** Maria Delmans Flores-Chavez, ' Arturo Mufioz-Calderdn,

ConvenCIonal y2 PCR en "empo real) Deyanira Pérez-Morales, " José Santalla,*" Paulo Marcos da Matta Guedes,'' Julie Peneau,”** Paula Marcet,

la deteccion de ADN de T. cruzi
26 laboratorios de 16 paises. Obtencion de consenso

sobre 4 metodologias de PCR cualitativa (2 PCR

Carlos Padilla,”* David Cruz-Robles, *** Edward Valencia,*"" Gladys Elena Crisante,'' Gonzalo Greif,**** Inés Zulantay, '
Jaime Alfredo Costales, """ Miriam Alvarez-Martinez, """ Norma Edith Martinez, “**® Rodrigo Villarroel,"'"

Sandro Villarroel,***** Zunilda Sanchez, Margarita Bisio,* Rudy Parrado,***** Licia Maria da Cunha Galvao,

Antonia Claudia Jacome da Camara, '’ Bertha Espinoza, " Belkisyole Alarcén de Noya, * Concepcion Puerta,** Adelina Riarte,"
Patricio Diosque, ' Sergio Sosa-Estani,  Felipe Guhl, * Isabela Ribeiro, """ Christine Aznar,*** Constanca Britto,

Zaida Estela Yadon, """ and Alejandro G. Schijman*

COLABIOCLI cl\B www.congresocolabiocli.com

Confederacion Latinoamericana &
de Bioquimica Clinica (olegio Nacional de Bacteriologia




,: ‘ 2\ /|| CONGRESO LATINOAMERICANO
\// . // V1 DE BIOQUIMICA CLINICA
=

/( | CONGRESO INTERNACIONAL DEL
' ~ ' COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA

|El riesgo es que te quieras queda

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

 Benatar, A. F.et al. (2021). "Prospective multicenter evaluation
of real time PCR Kit prototype for early diagnosis of
congenital Chagas disease.” EBioMedicine 69: 103450.

* Bisio, M. M. C. et al. (2021). "Diagnostic Accuracy of Two
Molecular Tools for Diagnosis of Congenital Chagas Disease.”

ol Diagn Ther 25(6): 791-801
COLABIOCLI @
Confederacion Latinoamericana

. 4. 2 n ®
de Bioquimica Clinica Colegio Nacional de Bacteriologia

Validacion de metodos
moleculares en Argentina

I Se consensud incluir la determinacion de qPCR
en el algoritmo diagnéstico de chagas vertical

enrecién nacidos y hasta los 10 meses de vida.
Jornada para la elaboracion de recomendaciones sobre la

Inclusion de la técnica PCR en el diagnostico de infeccion
vertical por Trypanosoma cruzi’, realizada el 10 de noviembre
de 2021, en el Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario
Fatala Chaben” (INP) de la ANLIS - Malbran.

www.congresocolabiocli.com
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Implementacion de PCR en Tiempo
Real en el Diagnéstico de Infeccion

Vertical por Trypanosoma cruzi

-M'"U‘D AT ONAL
DO PARASBITOLOGIA

‘ . ANLIS Ministerio de Salud
k - MALBRAN A(gentina

OR MARID FATALA CHAREN"

. COLABIOCLI CI\B

Confederacion Latinoamericana &
de Bioquimica Clinica (olegio Nacional de Bacteriologia

Informe Técnico

Evaluacion de la precision diagnostica de la gPCR.

Ensayos con kit comerciales de qPCR

T. cruzi DNA Test — Evaluacion I

Se analizd un panel conformado por 90 muestras de sangre:
40 positivas y 50 negativas por gPCR-ADNSat realizada en el
INGEBI-CONICET (Duffy et al.,, 2013).

Resultados
» Sensibilidad: 97,5%
* Especificidad: 100%
» Concordancia: 98,89%.

Solo una muestra referida como positiva débil no fue

detectada correctamente PWIWei¥Hgresocolabiocli.com
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T. cruzi DNA test

Método para deteccion de ADN
del parasito Trypanosoma cruzi
por PCR en Tiempo Real

Implementacion de PCR en Tiempo
Real en el Diagnéstico de Infeccion

Vertical por Trypanosoma cruzi

-M'"U‘D NAZONAL
OO PARASBITOLOGIA

‘ . ANLIS Ministerio de Salud
k - MALBRAN Argentina

OR MARID FATALA CHAREN"

COLABIOCLI C|\B

Confederacién Latinoamericana
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(olegio Nacional de Bacteriologia

Informe Técnico

Evaluacion de la precision diagnostica de la

qPCR. Ensayos con kit comerciales de qPCR

T. cruzi DNA Test — Evaluacion ll:

* Panel de muestras de sangre de pacientes con
infeccidn conservadas en buffer guanidina EDTA
© 116 nifios (92 infectados y 24 no infectados)
 La extraccidon de ADN se realizd por el método de
columnas (Roche).

* Métodos ensayados: T.cruzi DNA tests — Wiener

lab., otros ensayos comerciales (Altona y CerTﬁ

Www.congresocqlabiocli.com
y la gPCR-ADNSat (Duffyetal 2013).
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S ————— Evaluacion de la precision diagnhostica de la qPCR. Ensayos con

kit comerciales de gPCR

T cruzi DNA test T. cruzi DNA Test — Evaluacion ll:

Método para deteccidon de ADN

el packsies Typanosome crut  Las cuatro gPCRs mostraron una mayor sensibilidad para el

por PCR en Tiempo Real

. diagnostico de la infeccién por T. cruzi en muestras de pacientes
Implementacion de PCR en

pediatricos. El ensayo de Wiener fue el que mostro una mayor sensibilidad.
Tiempo Real en el Diagnostico de  Las cuatro gPCRs mostraron un 100% de especificidad para la

Infeccion Vertical por deteccion del ADN parasitario en las dos cohortes de pacientes del

Trypanosoma cruzi estudio.
[t ‘ ' . . . .
= @;‘,’j\g;‘g,m é e Los ensayos comerciales tuvieron una mayor tolerancia a la

presencia de inhibidores de la PCR, con un menor nimero de
muestras con valores del control de amplificacidon fuera de rango.

* Los resultados de este trabajo respaldan la implementacion del uso de

ensayos comerciales para el diagnéstico de la infeccidén por T. cru
www.congresocolabiocli.com E

COLABIOCLI CNB
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I Implementacidon de PCR en Tiempo Real en el Diagndstico de Infeccién Vertical

° [ B
por Trypanosoma cruzl NP @ Argenting

DR MARID FATALA

Aplicacion de qPCR en hijos de personas gestantes seropositivas, en el marco de un programa
regional de aplicacion de la estrategia ETMI PLUS. Proyecto “Unidos por la salud materno infantil en la

Triple Frontera del Chaco”

Control de la persona gestante utilizando pruebas » Confirmacidén de casos positivos por pruebas
rapidas en terreno. serolégicas en Laboratorio.

Se implementa gPCR 2 muestras en tiempos diferentes + prueba seroldgica a los 10 meses de edad

2 gPCR detectables en 2 muestras consecutivas

Sobre un total de 47 nifos estudiados ‘ )
“ 45 muestras no detectables por gPCR, con serologias no

reactivas una vez cumplidos los 10 meses de edad.
Esto se correlaciona con la elevada especificidad

obtenida en la validacion del método de gPCR.
COLABIOCLI O\B
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Ventajas de la incorporacidon de la gPCR al algoritmo diagnostico

 Mayor sensibilidad: con una primera muestra se podra

diagnosticar la mayoria de los casos

Implementacion de PCR en * Es automatizable y tiene menor dependencia del operador
Tiempo Real en el Diagnéstico de  Permite procesar un elevado niUmero de muestras de modo
Infeccion Vertical por simultaneo

. e lasm tr n tran rtar temperatur
Trypanosoma cruzi as muestras puede ansportarse a temperatura

imiwf @AM @ o ambiente, lo que permite el viaje o posible derivacidon hacia
=

MALBRAN Argentina

“OR. MARID FATALA CHAREN"

otros centros, lejos de la toma de la muestra e implementarse
en la rutina del laboratorio
* Permite la estandarizacion, utilizando normas de calidad para

laboratorios clinicos y la aplicacion de programas externo
COLABIOCLI CRB www.congresocolabiocli.com
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Trypanosoma cruzi

Glicossomo

Nucléolo
Nucleo

InclusSes

lipidicas

Bolsa L "¢ Za) — Complexo de Golgi

MitocOndria

Corpusculo
basal .
Cinetoplasto
Microtabulos
subpeliculares
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Estd formado por una red de moléculas circulares: maxicirculos y minicirculos. Cada minicirculo
presenta cuatro regiones constantes y cuatro variables. Existen 10.000 a 30.000 minicirculos
por célula y al haber cuatro repeticiones por minicirculo se podria tener entre 40.000 y 120.000
repeticiones de la diana de ampllﬁcam@ por para3|to

Es altamente sensible y especifico ya que solo esta presente en el ADN de T. cruzi y no de otros
parasitos relacionados

COLABIOCLI C'\B www.congresocolabiocli.com
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ADN satelite (ADNSs)
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Formado por aproximadamente 120.000 copias de una secuencia de 195 pb, que representa el
10% del ADN nuclear del parasito, lo que la hace una diana altamente sensible

T EE— (P

r iy Ky Ky y

www | SatDNA

La PCR basada en la amplificacidn de ADN satélite de T. cruziademas de ser sensible es muy
especifica, ya que no amplifica ninguna secuencia de ADN de Leishmania sp, ni de otra especie de
Trypanosoma.

.COLABIOC_LI chB www.congresocolabiocli.com
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PCR en tiempo real

PCR convencional

COLABIOCLI C'\B www.congresocolabiocli.com
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Manejo del
neonato nacido
de persona con

infeccion
confirmada

ALGORITMO PARA EL ESTUDIO DE CHAGAS

VERTICAL EN PERSONAS RECIEN NACIDAS Y MENORES DE 1 ANO

RN de Persona gestante con infeccion confirmada

Métodos parasitologicos:

PCR/Micrométodo‘”

Parasitemia Parasitemia
positiva negativa

Infeccion
confirmada

Serologia
alos

10 meses
de vida

Iniciar
tratamiento
especifico

I

> 10 meses de vida:

serologia por 2 técnicas
Positivo Negativo
Infeccion Persona SIN
confirmada. infeccion.
Iniciar ALTA de
tratamiento seguimiento
especifico

'La PCR se considera la técnica diagndstica de eleccion para éste escenario entre las 24 hs de vida y los 10
meses de edad. Si no estuviera disponibley se utiliza Micrométodo, se sugiere realizarlo antes del alta neonatal
o lomas cercano al nacimiento posible. Sibien puederealizarse hasta el noveno mes devida, la sensibilidad del

método va disminuyendo después del tercer mes.



Informacion para equipos de salud del primer nivel de atencion: salud sexual, ginecologia, obstetricia, neonatologia, pediatria, clinica médica, infectologia, medicina general y/o
familiar, servicio social, equipos de cuidados continuos de la atencion y para programas de prevencion y control de Chagas

La transmisién por via vertical de Chagas, actuaimente, es la via que genera el mayor nGmero de casos nuevos en of pais.

Rernitic rmaest-a de sangre Serologia (+). Chagas Iniciar tratamiento tripanocida.
mm:”“b: crénico confrmado ==+ | Antes de iniciar el tratamiento, confirmar ks ausencia de embarazo y promover ks wtiizacidn de métodos anticonceptivos
ser0légico de Chagas (dos eficaces. Realizar conssjerfa sobre la posible aparicidn de electos adversos de los firmacos utilizados, la consulta y el
tratamiento oportuno de los mismos.,
) Serclogia () Chagas €] tratamiento de mujeres en edad fértil/ personas con capacidad de gestar, previene la transmisién de Chagas por la via
Hacer estudio cardiolégioo a la persona que esté gestando, para confirmar 0 descartar cardiopatia. La infeccién por 7. oruzi
Seroiogia (¢) Chagas no significa necesariamente un embarazo de riesgo.
Remitir muestra de sangre al crénico confirmado
Mmmz'mm(‘:o Dar a conocer a toda mujer embarazada o persona E1 TRATAMIENTO TRIPANOCIDA no se recormienda durante
téonicas) Serologia (). Chagas gestante |3 importancia de diagnosticar a su hijo/a/e. el ermbarazo
crénico descartado Fstudiar recién nacido/a/e y olros/as/es hios/as/es, y + LfmeMdWWMW
otras personas del grupo lamiiar segin antecedentes &!mmbhoosdhwmmgem
epidemiolégioos. indicario de preferencia lus=go de los 6§ meses de bctancia
sin interrupoidn de s misma. Realzar consejerfa sobre la
= Atencide: La infecciéa por T. cruzi de ks persone posible 3parc6n de elecios dverson de ks 1rmacos
mhzm«w“.“ e mlnmmmmh utiizados, ks consulta y o tratamiento oportunc de los
(M, Hepattis B SFils y Chagas) segun mismos.
Acamientos ool Ministero de Saud oe i

Nacién en e marco de s Inciatve de

Elminacicn oo s Transmisidn Vertcal de
Infecciones (ETM-Fus)

Es cbiigatonio estudar a toda persona gestante para confrmar o descartar una infecodn ardnica por T o a través del estudio serclégoo por 2 téonicas diferentes. (Ley N® 26.281)

PR AR S A S A - P sm——. s CEm s s, A T - a—— s AN PR S P A AR SRS AR S A EE RS SR SR SR A . -

: Recordar la realizacién ded prirmer estudio de sangre durante o prirnes contral prenatal y si vive en drea endémica repetic o control en el tercer imestre. Toda persona gestante que '

i Begue ol parto sin este estudo se le debe realizar ks serologia por dos técnicas durante su ntemacion y verificar su resultado antes del alta médca '

AR AE RS SRS S SRS SR SR . -

Método parasitoldgico (PCR o
Remitir muestra de sangre ol microhematocrito/micrométodo)(+): | | Iniclar tratamiento tripanocida con benznidazol
laboratorio para disgndstico de Chagas Chagas vertical confirmado 0 nifurtimox
mediante métodos parasitoldgioos,
preferentemente antes del alta cel R Realizar serologia a partir de los 10 meses de edad
Centro Asistencial © lo mas cercano al Mﬁo‘:mi'() — | Acompafiar a la madre/padre/tutor en el
nacimiento. CN':&.)NQUSNO seguimiento del nifio/a/e entre los 10y 18 meses
de edad
EVITEMOS PERDIDA DE SEGUIMIENTO
£3 cdigatno of estudo y segumiento de nanTo/a/e de persana con infeccin — Ante la notificacién de casos de Chagas agudo
erénica por T cruzl hasta por ko menos, of pemer afio de vida (Ley N° 26.279) (vectorial y vertical) of Programa Provincial de Control
de Vectores, con apoyo del Nacional de
Seroldgia () Chagas | Iniciar tratamiento tripanocida mlll?mmlmlﬁrlﬂlb
Rermiti vertical confirmado Realizar consejeria scbre la posible aparicion de (“”'I I’.lldmlnuhm
U6 Sangye s efectos adversos de los farmacos wtilizados, la 2
aboratorio para disgndstico ‘ » infecciones de otros/as/es integrantes de la
210i0gico de Chagas (dos técnicas) Serclégia (-) Chagas consulta y &l tratamiento oportuno de los mismos. como para brindar el tratamsento tripanccida con
vertical descanado correspondiente seguimiento.
(08 Coacs 36 CNIQes SQuB0 MCial CTagas 390 CONQEINGAR/ B, (0-800- 222-1002 opcién 8)
CNagas 4000 por Oras vais 30 Tanemisedn, Chags oinco (Chages
OO0 O POrSonas eatentes, CRagas CRiviico &N doNantes de Sanpne
La mayoda (apradmadamende S04 de jos nifioa/as/es con Infeociin por vid vardodl son asindamidticos. Far conooer Bs Chagas crinico &N eSdos PORCoNaes, CRages dnco an mencies
MANTEsanores CENCas Que POCTan Apwerer en & 107 B¢ 102 G3%0s arsitar © Gule para M atencidn al peciente infectado 38 10 4fi0d, @0 persans COn CpROIRT 36 QEStar receprones de
con Trypancsome Cruz * RS /Bancos saud gob &r/586s,/06f 3ut/Mes/ 20200 1/ohagas- a*enaon pacents ¢itectado- X018 par ma Ialwl - ,"?I”l ’)'MI m e argentina.gob.ar/saled
A8 Gt SENS AUBRAN ‘ 0800.222.1002
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Nuestro Laboratorio
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| Desde el anho 2012 realiza diagndstico molecular de
chagas en RN:
* Muestra: sangre c/EDTA
» Extraccion de ADN con kits comerciales
« PCR convencional (cualitativa)

 Blanco molecular: ADNk
 Amplicdn de 330 pb

.COLABIOCLI C'\B www.congresocolabiocli.com
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ANno 2022:
Diagnostico

por dPCR
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Nuestro Laboratorio
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I Kits comerciales de deteccidn de T. cruzi por gPCR autorizados por ANMAT
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T. Cruzy DNA Test Wiener lab RealStar® Chagas PCR Kit
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I Muestras para diagndstico molecular
» Sangre entera con EDTA, en tubo estéril bien sellado.

e Conservar a 2 - 8 °C hasta 48 horas

Importante: respetar la proporcion anticoagulante/sangre
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E CHAGAS CONGENITO
PRESENTACION DE UN CASO CLINICO

Rompato G, Mugna V, Nepote M , AchkarG.
Laboratorio Central de s Poia. de Santa Fe, Programa Provincal de Chagas, M

Udngatoogcmtoesumcnkmud&damdapothtnmm“ nosoma cruzi de la madre
infectada 2 su hijo durante el embarazo. El diagnostico en el recien se realiza por metodos
parudogxosywtologmmndﬁnde InStJurar un (ratamiento precoz y aumentar la probabiidad de
curacion. Sin embargo, la baja carga parasitana, en algunos casos y la apariaion tardia de anticuerpos,
puede demorar la detecaion de casos. Actualmente la provincia de Santa Fe cuenta con tecnicas de
molecular, de gran sensibihidad y especificidad, que se utilizan en paralelo con el micrometodo hasta la
vahdacion de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) como metodo confirmatono.

J

4

Recién nacdo a termino, asintomitico. Madre
chagisica sin antecedentes de viaje al lugar de

' desde el nacmiento del ) X
descartando la posible transmision vectonial Se
realizaron 4 controles parasitologicos y por PCR
desde el 4~ dia de vidaal g™ mes.

Ambos metodos utilizan como muestra
entera. la técmica de biclogia -dm‘
empleada e una PCR comvencional
myhﬁauntn”‘el\bﬂddanﬂql&o
del parasito, codificante de ARN ribosomal Con
esta metodologia se alcanza una sensibilidad de

* 2027 meses Ot vide 32 NGO Tatamiento con Benanidesol 30mg 60cas
4 9 mese: Oz Wi y Lopes NEGATNVO NO DETECTASLE
Cartral sarckippen dut oha HA /38 (LOA Resctive

En 2000s 103 CII03 8f SerVIOO Sarvarts Roko 6f MICTOMEtaco y of Lobarotono Cantral de ko Prowncs e
Sonto e o KR

El resultado positivo de PCR motivo realizar una busqueda mas exhaustiva y un mayor
numero de controles parasitologicos de los solicitados en las normas provinciales de
diagnostico. La PCR fue util para la deteccion de infeccion, anticipindose a los meétodos
parasitologicos y permitiendo la instauracion de un tratamiento precoz y efectivo.
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CHAGAS CONGENITO
PRESENTACION DE UN CASO CLINICO

Rompato G, Mugna V, Nepote M , Achkar G.

Laboratorio Central de la Pcia. de Santa Fe, Programa Provincial de Chagas,

Hospital Iturraspe NEGATIVO NO DETECTABLE
4 meses Hospital Mira y Lépez NEGATIVO DETECTABLE
S meses Hospital Mira y Lépez POSITIVO DETECTABLE
* alos 7 meses de vida se inici6é tratamiento con Benznidazol 50mg. 60dias

4 9 meses Hospital Mira y Lépez NEGATIVO NO DETECTABLE
*Control seroldgico del afio: HAI: 1/16 ELISA: Reactivo
C + ntr

muestras 1, 2, 3, 4; M marcador de peso

En todos los casos el servicio derivante realizé el micrométodo y el Laboratorio Central de la Provincia de
molecular de 100 pb.

Santa Fe la PCR

El resultado positivo de PCR motivo realizar una busqueda mas exhaustiva y un mayor
numero de controles parasitologicos de los solicitados en las normas provinciales de
diagnostico. La PCR fue util para la deteccion de infeccion, anticipandose a los metodos
parasitologicos y permitiendo la instauracion de un tratamiento precoz y efectivo.
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