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Expression of proteins with putative PLA2 activity in
epimastigotes of Trypanosoma cruzi
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Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease, also known as American Trypano-
somiasis, a condition affecting over 6 million people across the world. Chronic manifestations of
the disease are mostly characterised by the development of severe cardiomyopathy and dilation
of different segments of the digestive tract. The pathogenesis of chronic Chagas disease is largely
unknown, but the occurrence of micro-thrombotic events in the coronary circulation is thought to
play a role. Molecules with pro-thrombotic properties might be involved in this process. Parasite
enzymes with phospholipase A2 activity (PLA2) might produce these mediators, but their expres-
sion for different life stages is poorly understood.

We used a CRISPR-casg system to attach a fluorescent marker to the C-terminal end of four genes
with putative PLA2 activity in the 7. cruzi CL Brener line (figure 1). Then, we evaluated their ex-
pression using fluorescent confocal microscopy.



We evidenced the expression of protein products of the four genes with predicted PLA2 activity
in T. cruzi epimastigotes (figure 2, 3), as well as its likely intracellular location in parasite reser-
vosomes (figure 3).

While PLA2 activity has been described in the membrane segments of epimastigotes of T. cruzi,
this is the first study demonstrating the expression of the four alleles with putative PLA2 activity
found in the genome of the reference CL Brener strain. The products of orthologues of these genes
in the related kinetoplastid 7. brucei have been found on the ER4, but our results indicate that this
is not the case in T. cruzi. Tagged versions of the four genes were preferentially circumscribed to
membrane-bound organelles in the posterior end of epimastigotes. This matches previous reports
indicating the presence of the products of genes TcCLB.510659.257, and TcCLB.510743.50 on the
reservosomes of T. cruzi.> Reservosomes are organelles involved in lipid metabolism, and also
localised in the posterior end of epimastigotes. While this result is reassuring, further research is
needed to confirm the expression and location of these proteins in trypomastigotes and amastig-
otes, given the absence of reservosomes in these stages.

1. Gomes MT et al. Platelet-activating factor-like activity isolated from Trypanosoma cruzi. Int J
Parasitol. 2006 Feb;36(2):165-73.

2. Gazos-Lopes et al. Structural and functional analysis of a platelet-activating lysophosphatidyl-
choline of Trypanosoma cruzi. PLoS Negl Trop Dis. 2014 Aug 7;8(8):e3077.

3. Belaunzaran ML, Lammel EM, de Isola EL. Phospholipases a in trypanosomatids. Enzyme Res.
2011;2011:392082.

4. Dean S, Sunter JD, Wheeler RJ. TrypTag.org: A Trypanosome Genome-wide Protein Localisa-
tion Resource. Trends Parasitol. 2017 Feb;33(2):80-82.

5. Sant’Anna C, Nakayasu ES, Pereira MG, Lourenco D, de Souza W, Almeida IC, Cunha-E-Silva NL.
Subcellular proteomics of Trypanosoma cruzi reservosomes. Proteomics. 2009 Apr;9(7):1782-94.



CRISPR-cas9 strategy used to produce a fluorescent version of the target genes.

I Stop codon

2
TcCLB.510743.60 m— | Targetsequence

TcCLB510743.60
TcCLB510659.250
TcCLB510743.50 | mScarlet
TcCLB.510659.257 | mScaet

Intracellular localization of the tagged products (red) of genes TcCLB.510743.60
(A-C), TcCLB.510659.250 (D-F), TcCLB.510743.50 (G-1), and TcCLB.510659.257 (J-1). The endo-
plasmic reticulum (ER) was marked using an anti-BIP rabbit IgG (green).




Tridimensionalreconstruction of the gene expressionproductsreveals thatPLA2
enzymes do not co-locate to the ER (a). PCR products confirmed the correct insertion of
mScarlet to TcCLB.510743.50 (b-1), TcCLB.510659.257 (b-2), and TcCLB.510743.60 (c-3).
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México es considerado el segundo pais con méas casos de gente infectada por Trypanosoma cruzi,
mayormente transmitido por vectores’, los cuéles pueden ser controlados mediante la mejora en
las viviendas®. Por ello, el objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el impacto de la mejora de las
viviendas en los habitantes de tres pequefias poblaciones del occidente de México.

En 2008 Se realiz6 una revision fisica pre-intervencién de los 37 domicilios incluidos en el estu-
dio para saber los materiales de construccion del techo y paredes de las viviendas, asi como para
cuantificar el uso de malla mosquitero metélica en las ventanas y de alambre de ptias para delimi-
tar sus domicilios (en lugar de bardas de piedra). Se procedi6 entonces a realizar una platica sobre
saberes de la enfermedad de Chagas en los 156 habitantes del area de estudio. Posteriormente se
brindaron platicas mensualmente sobre control de vectores, mediante la mejora de las viviendas.
Para ello se utilizo un video y la técnica de las mesas para tocar?. Al afio y a los 11 afnos post-inter-
vencion se evalud la situacién de las viviendas.



Pre-intervencion, cinco casas (13.5%) tenian techo de concreto y paredes recubiertas de cemen-
to. Una sola casa (2.7%) contaba con malla mosquitera metalica en las ventanas y en ninguna se
usaba alambre metalico de ptias para delimitar los domicilios. Al afio post-intervencion casi la
totalidad de las casas tenian techo de concreto (mediante un apoyo gubernamental) y la mitad
(54.1%) de las casas tenian paredes recubiertas de cemento, llegando a 75.7% a los 11 ahos post-in-
tervencion. El uso de malla mosquitera y alambre de ptias alcanz6 94.6% al afio y se mantenia alto
(89.2%) 11 afios post-intervencién. Inicialmente, 24.3% de los domicilios estaban infestados por
Triatoma longipennis; al afio y 11 afios post-intervencién, solamente uno (2.7%) estaba infestado.
El porcentaje de infeccion humana decrecid de 2.98% a cero a través del tiempo. Conclusiones: El
uso de técnicas para lograr la educacion para la salud, asi como la mejora de las viviendas llevaron
al control de la transmision de Trypanosoma cruzi a los pobladores del area de estudio.

1. Guhl, F., 2017. Geographical distribution of Chagas disease. In: J., Telleria, M., Tibayrenc
(Eds.) American Trypanosomiasis Chagas disease. One hundred years of research. Second Edi-
tion. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, pp. 89-106.

2. Salazar-Schettino, P.M., Bucio-Torres, M.I., Rojo-Medina, J., Manuel-Valencia, Y.V., Revuel-
ta-Herrera, M.A, Pastén-Sanchez, S., et al., 2019. Manual de Procedimientos para la Enferme-
dad de Chagas. Editorial Secretaria de Salud, Ciudad de México, México, 107 pp.

3. Martinez-Ibarra, J. A. 2008. Educating children-A method for controlling triatomines. J. Am.
Mosq. Cont. Assoc. 24(4): 581.
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La resistencia al tratamiento con Benznidazol (BZN) se ha asociado a variaciones en la suscep-
tibilidad farmacolégica in-vitro de aislados de T. cruzi, incluyendo variaciones genéticas de tres
nitroreductasas involucradas en el procesamiento de los farmacos. Se planted el clonado y carac-
terizacion por analisis de secuencia de genes para nitroreductasas TeNTR-1, TcOYE y TcAKR para
evaluar su potencial como biomarcador de resistencia a farmacos.

Se disenaron ensayos de PCR para clonar dichos genes en 30 cepas de T. cruzi pertenecientes a
distintas Unidades discretas de tipificacién (DTU) de diferente origen epidemioldgico y suscepti-
bilidad al BZN. Ensayos de Nested-PCR permitieron clonar algunos de estos genes de hemocul-
tivos (N=23) y de muestras clinicas (N=6) de pacientes no respondedores al tratamiento con BZN.
Las variantes aminoacidicas con mutaciones no sinénimas fueron agrupadas por frecuencia de
aparicion en la poblacion parasitaria. Cada haplotipo fue modelado in-silico con software Alpha-
Fold v2.3.1, para obtener la estructura proteica 3D. Se realiz6 un analisis de docking molecular
con coenzima Flavin mononucleétido (FMN) y BZN, mediante software CB-Dock2 y se utiliz6 el
algoritmo de tipificacion de secuencias de multiples loci (MLSTest) para asignar las cepas a clus-
ters especificos.



Se encontr6 una identidad nucleotidica del 97.86%, 98.75% y 96.73% entre cepas de distintos
DTUs para TcNTR-1, TcOYE y TcAKR, respectivamente. No se encontré diferencia en el uso de
codones. De las mutaciones no sinénimas en los tres loci, menos del 1% se asociaron a sitios de
uni6on a FMN o residuos cataliticos. El estudio de docking molecular mostr6 diferencias en la in-
teraccion del BZN y residuos de interaccion de 11 haplotipos mas frecuentes (4 TcNTR, 3 TcOYE
v 4 TcAKR). El MLSTest mostr6 que los tres genes permiten discriminar un cluster Tcl de otro
TcII-IV-V-VL. Dentro de Tcl, el MLSTest logro6 distinguir cepas resistentes (Colombiana) de sus-
ceptibles (SilvioX10, Brazil4A y DM28c), lo que permiti6 caracterizar por primera vez a pobla-
ciones naturales en pacientes refractarios al BZN.

Estos genes podrian ser propuestos como biomarcadores para detectar poblaciones parasitarias
menos susceptibles al BZN, que permitan formular terapias mas efectivas en determinados esce-
narios eco-epidemiolégicos.



Developing a standard case report form using the IDDO
Chagas data platform
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The Infectious Diseases Data Observatory (IDDO) in collaboration with the Drugs for Neglected
Diseases Initiative (DND1) are working with the Chagas research community to build a platform
for the collation and standardisation of individual patient data (IPD) from clinical studies to ad-
dress knowledge gaps and improve treatment outcomes for people affected by Chagas disease. A



scientific advisory committee has been formed to guide the direction of the platform. A systematic
review of the Chagas disease study landscape has been published’, which suggested that devel-
opment of a Chagas IPD data platform for clinical research would enable optimisation of existing
data and more in-depth analyses to strengthen evidence for treatment and diagnosis of Chagas
disease. It also revealed a significant amount of heterogeneity in the methodology of clinical stud-
ies, indicating that development of data collection tools to standardise prospective data collection
would be useful.

IDDO’s roadmap for platform development focuses not just on historical IPD curation and anal-
ysis, but on utilising the knowledge and experience contained in that data to inform prospective
data collection by developing a disease-specific standard Case Report Form (CRF). IDDO and
DND:i have therefore begun a project to create a standard CRF for clinical Chagas disease studies.
IDDO has developed a validated protocol for CRF development, with content for the standard
CREF to be defined by multidisciplinary stakeholders including Chagas researchers and clinicians,
alongside relevant industry, regulators, and policy makers to produce a tool with multiple down-
stream applications.

This project will result in a consensus-driven document to provide a flexible means for data col-
lection. The CRF will be compliant with CDISC global standards to optimise harmonisation and
interoperability, and align with the requirements of major regulatory agencies. The CRF will be
openly available, and will be a living document to allow for changing needs and developments in
the field.

A standard CRF will provide a method for how to collect data, but will not dictate which data to
collect. It will drive consensus and support innovation, and serve to enhance and optimise future
data in order to facilitate the development of treatment of Chagas disease.

1. Maguire BJ, Dahal P, Rashan S, Ngu R, Boon A, Forsyth C, et al. (2021) The Chagas disease
study landscape: A systematic review of clinical and observational antiparasitic treatment
studies to assess the potential for establishing an individual participant-level data platform.
PLoS Negl Trop Dis 15(8): e0009697. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009697
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Algunos autores han observado que en zonas con alta prevalencia vectorial y alta parasitemia
materna existe un mayor riesgo de mortalidad fetal por Trypanosoma cruziy se detectan altera-
ciones placentarias en embriones y fetos expuestos al parasito’. En Catalunya, el porcentaje de
abortos global se sitlia sobre el 20% y la tasa de transmision congénita de enfermedad de Chagas
(ECh) de 3,3 neonatos infectados por cada 100 partos de gestantes positivas a T. cruzi.

Estudiar los abortos notificados en gestantes diagnosticadas de Enfermedad de Chagas en el marco
del Programa de prevencién y control de Enfermedad de Chagas congénita en Cataluna.

La notificacion de los casos positivos de T. cruzi en mujeres embarazadas se recoge en el Sistema
de Notificacién Microbiolégica de Cataluna. Las variables analizadas fueron: semana gestacional,
edad, nacionalidad, forma de la enfermedad, antecedentes de tratamiento y fecha diagnéstico. Se
han comparado los periodos 2010-2015 vs 2016-2021. Nivel de significacién estadistica: p<0,05.

Del total de mujeres infectadas por T. cruzi (1750) se han notificado 257 abortos (14,5%). El 63,4%
de las gestantes fueron diagnosticadas de ECh antes de la gestacion o en gestaciones previas. De
los 242 abortos que se conocia el motivo, 54,5% fueron espontineos, 37,3% voluntarios, 4,5%
muerte fetal y 3,7% terapéuticos. El 72,8% de las gestantes con aborto (176/242) tenia 35 o mas
anos, 96% eran de nacionalidad boliviana y 74% present6 la forma indeterminada de la enferme-



dad. El 83,2% de los abortos en los que se conocia la semana de gestacién (158/190) fueron en el
primer trimestre. Un 59,2% (115/194) de las gestantes no habia recibido tratamiento previo de su
enfermedad, observindose diferencias significativas entre los periodos estudiados (2010-2015:
74,6% vs 2016-2021: 51,2%; p=0,53; p=0,001).

Cerca de un 15 % de las gestantes diagnosticadas con ECh presentaron algin tipo de aborto, dest-
acando que el 55% fueron espontaneos. Asimismo, tan solo un 42% de las gestantes que abortaron
habia recibido algiin tratamiento. Ello sugiere, la necesidad de fomentar el tratamiento precon-
cepcional en mujeres en edad fértil, asi como concienciar a la mujer sobre la enfermedad y su
transmision congénita.

1. Bustos PL, Milduberger N, Volta BJ, Perrone AE, Laucella SA, Bua J. Trypanosoma cruzi In-
fection at the Maternal-Fetal Interface: Implications of Parasite Load in the Congenital Trans-
mission and Challenges in the Diagnosis of Infected Newborns. Front Microbiol. 2019 Jun
7;10:1250. https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01250
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As part of the multicenter study “Emerging blood protozoa in the immunocompromised patient:
new strategies for screening, diagnosis, monitoring and clinical management (PROEMA)”, aimed at
identifying effective methods for screening and monitoring infections by Leishmania spp, Trypano-
soma cruzi and Babesia spp in immunocompromised patients, a case of Chagas Disease (CD) was
confirmed in a patient infected with HIV and followed up for 23 years at the centre of Infectious and
Tropical Diseases of the Careggi University Hospital, Florence. Following this finding, we wanted to
verify what was the coverage rate of CD screening in our centre among HIV patients (people living
with HIV, PLHIV) at risk for this disease.



We collected clinical and epidemiological data of the “sentinel case”. We examined the medical re-
cords of PLHIV originating from continental Latin America taken in charge at our centre between
2008 and June 2022, calculating the percentage of subjects who had been tested for CD.

El costo de tamizaje y el tratamiento temprano de Chagas de toda la poblacién descrita es de US $
3.281.977 con un ahorro de US$ 58.086.067 en 3 afios.

The “sentinel case” concerns a 64-year-old patient born in a rural area of Brazil, residing in Italy
since 1980. Poorly adhering to antiretroviral therapy (cART), she has fluctuating values of viraemia
but good immune balance. In September 2021, the patient gave consent to be enrolled in the PROE-
MA study: among the screenings carried out, two different serological tests (CMIA and ELISA) and
rt-PCR on blood for T. cruzi resulted positive. The patient reports occasional episodes of palpita-
tions and non-specific gastrointestinal disturbances. Echocardiography revealed apical septal aki-
nesia and further investigations are underway, such as 24h-electrochardiography and cardiac MRI.

One hundred and eighty-five PLHIV originating from one of the 21 CD-endemic countries were
taken in care at our outpatient clinic during the study period. Fifty-six percent (103/185) has been
subjected to T. cruzi serology, of which 31% (31/103) in the context of the PROEMA study. One pa-
tient (the “sentinel case”) out of 103 tested subjects (0.98%) was positive.

The finding of CD in a HIV-infected patient who had been followed in our centre for 23 years and
was tested for the first time in the context of the study PROEMA, in a context of a low percentage
(56%) of CD screening rate in people coming from endemic areas, highlights the poor awareness of
the risk of reactivation of this infection, which can lead to serious clinical evolution in immunocom-
promised patients, after remaining silent for many years. The opportunity to take part in a research
project, besides detecting a T. cruzi in a PLWH, contributed to improving awareness of this para-
sitic infection and improving its screening rates at our centre. These results underline the need to
promote research, training and updating activities aimed at health personnel, even in the specialist
field, on CD and other neglected diseases, especially in the immunocompromised population.
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La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi. Es la infeccién parasitaria
mas importante en América Latina y es una enfermedad emergente en paises no endémicos (1).
Desde el afio 2003 el Centro Nacional de Referencia en Parasitologia (CNRP) del Instituto Costar-
ricense de Investigaciéon y Ensenanza en Nutricion y Salud (INCIENSA), es el ente encargado de
realizar el diagnostico en forma centralizada de la enfermedad en Costa Rica y desde el afio 2005
realiza la confirmacion diagnoéstica del tamizaje de la enfermedad en donadores a través de los re-
spectivos bancos de sangre del pais (2,3). El objetivo de este trabajo es determinar los casos de la
enfermedad de Chagas diagnosticados durante el afio 2022 provenientes de los distintos centros de
salud del pais.

Se realiz6 un analisis descriptivo-cualitativo de la base de datos correspondiente al afio 2022
obtenida a través del sistema SILAB WEB del Inciensa, la cual incluye datos epidemioldgicos
obtenidas a través de las boletas de solicitud de diagnoéstico y confirmacion diagnéstica de la En-
fermedad de Chagas.

Del total de muestras analizadas recibidas, se detectaron 40 muestras positivas por enfermedad de
Chagas, de las cuales 28 correspondian a muestras provenientes del tamizaje en bancos de sangre



y 12 muestras correspondian a diagnostico de referencia enviadas por centros médicos piblicos y
privados de Costa Rica. La mayoria de los casos positivos provenian de cantones en las provincias
que conforman la Region Central de Costa Rica, principalmente de San José y Heredia y que con-
centran la mayor poblacién del pais (Figuras 1y 2).

La ubicacién geografica de la mayoria de los pacientes con resultados positivos coincide con la pres-
encia del vector Triatoma dimidiata en esas provincias, por lo que se deben reforzar las acciones
de control vectorial para interrumpir la transmisiéon vectorial y transfusional por esa via (3). En
términos generales el pais reporta entre 25-40 casos nuevos por afo de esta enfermedad lo que sug-
iere una baja prevalencia de esta, seglin estudios previos (2-5). Es importante mejorar la calidad de
la informacion epidemiologica obtenida, que permita clasificar los casos detectados como agudos,
indeterminados o cronicos.
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Figura 1. Distribucién de casos confirmados por enfermedad de Chagas en donantes
de sangre, segiin provincia de residencia. Inciensa, 2022,
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Figura 2. Distribucién de casos positivos por enfermedad de Chagas en donantes de
sangre seglin cantén de residencia. Inciensa, 2022.
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Mother-to-child transmission of Chagas disease in preterm
triplets: benznidazole treatment monitoring
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Chagas disease is a worldwide disease endemic in Latin-America(1). Mother-to-child transmis-
sion of T. cruzi parasite is the main route of infection in non-endemic areas(2). Previous studies
report lower Benznidazole (BZN) plasma concentrations in children than adults(3). This has not
been studied in preterm infants.

Preterm triplets (27 weeks) with congenital Chagas disease diagnosed by positive parasitemia by
T.Cruzi DNA qPCR. BNZ dosages at steady state in blood were performed 5 times by mass spec-
trometry. Therapeutic response was monitored by qPCR.

The first newborn showed myocarditis, hyaline membrane disease (HMD) and died at 6 days of
life. The second suffered HMD, and the third one showed anasarca, anaemia and hepatomegaly



at birth. Treatment: BZN 5 mg/kg/day for 30 days was administered by nasogastric tube diluted
in milk due to the patient’s critical condition.

In the 2™ newborn, clinical condition improved, qPCR was negative at the end of treatment. BZN
concentrations were between 0.3-0.7mg/L. At the 4th month of follow up, qPCR turned into a
positive result. A second course of BNZ was prescribed and one concentration was tested resulting
in 3.6mg/L. qPCR remained negative during 3 months’ follow-up.

Regarding 3™ newborn, first 3 BZN dosages were between 2.1-2.5mg/L and in 2 were 0.1 and
o04mg/L. Persistent positive qPCR was observed. A second course of BZN was prescribed. BZN
concentrations were taken 4 times and resulted between 0.2-1.8 mg/L. gPCR remained negative
during 7 months’ follow-up.

No related adverse events of BNZ were reported.

This is the first report of therapeutic evaluation by BNZ dosing in extreme preterm infants. Close
therapeutic drug monitoring and qPCR parasitemia allowed early detection treatment failure re-
lated to low concentration of BNZ.

1. World Health Organization (WHO). Chagas disease (American trypanosomiasis): WHO;
[Available from: https://www.who.int/health-topics/chagas-disease#tab=tab_1

2. Carlier Y, Altcheh J, Angheben A, Freilij H, Luquetti AO, Schijman AG, et al. Congenital Cha-
gas disease: Updated recommendations for prevention, diagnosis, treatment, and follow-up of
newborns and siblings, girls, women of childbearing age, and pregnant women. PLOS Neglect-
ed Tropical Diseases. 2019;13(10):e0007694

3. Altcheh J, Moscatelli G, Mastrantonio G, Moroni S, Giglio N, Marson ME, et al. Population Phar-
macokinetic Study of Benznidazole in Pediatric Chagas Disease Suggests Efficacy despite Low-
er Plasma Concentrations than in Adults. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2014;8(5):€2907.
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Figure 1.Timeline of Benznidazole dosages and PCRresults fortwins 2and 3.BNZin (mg/L).
PCRin (eq.par/ml). For twin 2 treatment with Benznidazol was stopped after completing
1 month but re-started on 2I* October after two consecutive positive PCRs. Twin 3 also
completed 2 courses of treatment with Benznidazole due to persistent positive qPCR af-
ter the first month of treatment.
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En Espana, la mayoria de los afectados por la enfermedad de Chagas se encuentran cursando la
forma crénica asintomatica de la enfermedad y en consecuencia desconocen su situacién. Aunque
no esta totalmente legislado, el cribado serologico de la mujer embarazada con factores de riesgo
esta ampliamente extendido en el territorio espafiol. De estos programas también se benefician
sus familiares cercanos. Sin embargo, las personas que no cumplen esos criterios no siempre son
detectados para ofrecerles el tratamiento o seguimiento oportuno. Por ello las campaiias de in-
formacion y cribados comunitarios facilitan el acceso al diagndstico y tratamiento de poblaciones
no cubiertas por ningin programa oficial. En este contexto, las pruebas rapidas de deteccién de
anticuerpos pueden facilitar intervenciones in situ. Es asi que en este trabajo nuestro objetivo fue
evaluar la sensibilidad y especificidad del uso simultaneo de dos pruebas rapidas, Chagas STAT
PAK® Assay (Chembio, USA, ICT1) y Simple Chagas WB (Operon, Espaiia, ICT2) usando mues-
tras previamente caracterizadas.



El estudio fue retrospectivo, disefiado usando el modelo caso-control. Se incluyeron muestras de
45 personas infectadas por T. cruzi, 51 individuos no infectados, 22 pacientes con leishmaniasis
y 22 muestras con serologia positiva para malaria. La sensibilidad y especificidad de cada prueba
y su uso combinado fue estimado mediante distribucion binomial. Sus diferencias se evaluaron
mediante el test de MacNemar. El estandar de referencia fue la serologia mediante ELISA-CNM,
IFI-CNM y Chagastest recombinante v 4.0 (Wiener, Argentina).

La sensibilidad y especificidad individual de cada prueba fue de 88.9% y 100% para el ICT1 y
91.1% y 94.1% para el ICT2, respectivamente. El uso combinado de estas pruebas se tradujo en
una sensibilidad de 95.6% y una especificidad de 94.1%. Estas diferencias, con respecto a la se-
rologia estandar, no fueron significativas.

No se observaron reacciones cruzadas con las muestras de pacientes con leishmaniasis y malaria
en ninguna de las dos pruebas.

El uso combinado de dos pruebas rapidas compensa la falta de sensibilidad individual. Tanto la
prueba rapida Chagas STAT PAK® Assay como Simple Chagas WB no presentan reactividad cru-
zada con la leishmaniasis y malaria.
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El diagnéstico de la enfermedad de Chagas (EC) depende en gran medida de la fase de la enfer-
medad en que se encuentre el paciente y se han utilizado métodos serologicos y moleculares. En
Cuba, no hay reportes de casos autoctonos de la EC, sin embargo, desde hace varios afios tiene y
mantiene un fuerte intercambio con paises endémicos y residen en el pais por largos periodos de
tiempo personas procedentes de estos paises. Diferentes estudios han demostrado la presencia de
pacientes seropositivos a la enfermedad (Bolivia, Argentina, Ecuador, Honduras, Paraguay) en
estudiantes de medicina de paises endémicos, a lo que se une el riesgo de la transmisién vectorial
al encontrarse en la isla cuatro especies de Triatominos: Triatoma flavida, T. Bruneri, T. rubro-
fasciata y Bolbodera scabrosa.

Disenar y evaluar una estrategia de diagndstico serologico-molecular para la detecciéon de casos
con EC.

Se evaluaron los métodos serologicos UMELISA® CHAGAS-CIE-Cuba, Smart Test ELISA Ab-Isra-
el, Bioelisa Chagas-Biokit Espafia y SD BIOLINE Chagas Ab Rapid Test-Korea y los métodos molec-
ulares PCR kDNA 121-122°, PCR-kDNA S35-S36° y PCR-hsp70 TcTr?. Todos estos métodos fueron



evaluados en un panel de muestras confirmadas positivas y negativas a la enfermedad de Chagas.
Se determiné la sensibilidad y especificidad diagnoéstico de cada método, asi como la concordancia
entre los métodos a partir del indice de kappa de Cohen’s. El algoritmo diagnostico ha sido utilizado
desde 2011 al 2022 en 268 pacientes con sospecha de la enfermedad.

Se presenta un algoritmo diagnostico serolégico-molecular donde el tamizaje inicial utiliza la téc-
nica de diagnostico serologico desarrollada y producida en Cuba, UMELISA® CHAGAS y la confir-
macion posterior en el Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del IPK de las muestras
positivas, utilizando dos métodos seroldgicos (Smart Test ELISA Ab o Bioelisa Chagas y SD BIO-
LINE Chagas Ab Rapid Test-) y los método moleculares de PCR-kDNA 121-122 y PCR hsp70 TcTr,
en paralelo, teniendo como base los resultados obtenidos en la evaluacion de cada método (Fig. 1).
De las muestras evaluadas 17 pacientes fueron confirmados con la EC en Cuba, 14 procedentes de
Bolivia, 1 Belice, 1 Argentina y 1 Cuba (importado).

Hoy, Cuba cuenta con un algoritmo de confirmacién diagnoéstica, cuya utilidad ha sido demostrada
y que permite reforzar la vigilancia epidemioldgica y proteger la poblacion cubana contra esta en-
fermedad.

1. Degrave W, Fragoso S, Britto C, Van Heuverswyn H, Kidane G, Cardoso M, et al. Peculiar se-
quence organisation of kinetoplast DNA minicircles from Trypanosoma cruzi. Mol Biochem
Parasitol. 1988; 27: 63—70

2. Sturm NR, Degrave W, Morel C, Simpson L. Sensitive detection and schizodeme classification
of Trypanosoma cruzi cells by amplification of kinetoplast minicircle DNA sequences: use in
diagnosis of Chagas’ disease. Mol Biochem Parasitol 1989; 33: 205-14

3. Fraga J, Fernandez-Calienes A, Montalvo AM, Maes I, Dujardin JC, Van der Auwera G. Differ-
entiation between Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli using heat-shock protein 70
polymorphisms. Trop Med Int Health. 2014; 9:195- 206.
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Figura 1. Algoritmo diagnéstico para la Enfermedad de Chagas en Cuba.
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La enfermedad de Chagas es una zoonosis endémica en América Central y del Sur, causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi, que se transmite principalmente por vectores triatominos. A pesar
de que la vectorial es la forma cléasica de transmision, en las dltimas décadas, el nimero de casos
asociados con la transmision oral ha aumentado y esta causada principalmente por la ingestion de
alimentos contaminados con heces de los vectores o con secreciones de los reservorios infectados.

El objetivo de este estudio es realizar un analisis con un enfoque One Health de los brotes agudos de
la enfermedad de Chagas a partir de una revision sistematica cualitativa.

La revisién sistemaética siguié un procedimiento estandarizado establecido por PRISMA (pris-
ma-statement.org) aplicando criterios de inclusién y de exclusién result6 en un total de 30 publi-
caciones con 32 brotes descritos entre 1965y 2022. S6lo se han incluido estudios en los que se han
confirmado casos clinicos de Chagas oral agudo mediante pruebas parasitolégicas y/o serologicas
y en los que se realiz6 una investigacion epidemioléogica de las fuentes de infeccién, de los vectores
y de los reservorios implicados.



Los principales alimentos involucrados en los brotes de transmisién oral fueron zumos caseros
de frutas tropicales (como agai o guayaba) o el jugo de caha de azicar. Las principales especies de
vectores identificadas fueron Panstrongylus geniculatus, Rhodnius pallescens y Triatoma bra-
siliensis relacionados con el ciclo salvaje del parasito. Como reservorios salvajes se encontraron
principalmente mamiferos didélfidos (Didelphis marsupialis y D. albiventris) y como reservorios
domésticos y peridomésticos, perros y ratas.

El anélisis ha identificado que los cambios ambientales han llevado al aumento de los casos y revela
la dificultad de erradicar la enfermedad dado que el ciclo salvaje permite la circulacién del parasito
por transmisién oral al entrar en contacto con ambientes domésticos o peridomésticos. Se eviden-
cia la necesidad de implementar medidas de vigilancia entomolégica y control de los reservorios
silvestres y domésticos, asi como medidas de higiene para garantizar el control sanitario de los
alimentos elaborados a nivel casero, como principales transmisores de la enfermedad.
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Japan is estimated to host 3,000 cases of Chagas disease (CD). (1,2) However, there is a lack of
policies for prevention and care. (2,3) To contribute to the improvement of the current situation,
in 2021 the people affected by CD associated. Our aim is to summarise the impact of the activities
of the Association of People Affected with CD in Japan (ANACHA). (4)

Descriptive analysis of the ANACHA interventions from September 2021 until January 2023.
ANACHA is composed of eight members: five people affected by CD, two CD physicians, and one
CD specialist from academia. The members are originally from: Bolivia, Brazil, Spain, and Japan.
During monthly virtual meetings, ANACHA identifies the needs and barriers in the health care
system and in the community, and designs strategies to overcome them.

A total of 20 interventions were conducted during 16 months. They are summarised as follows:

1. Information, communication, and education (ICE) and screening activities.

1. ICE & screening. Four different events were organised with the collaboration of NPO
MAIKEN in Tsu (Mie), Kawasaki (Kanagawa) and Tokyo. Six out of 40 participants were
identified as infected with Trypanosoma cruzi.

2. Distribution of information by brochures in the community, by the Japanese radio pro-
gram Latin-a, and by social media in the Chagas-Japo6n platform.(5)

3. Conference participation. FINDECHAGAS assembly, to which it belongs, the IT Webinar
for the CD International Day in Japan, and the Neglected Tropical Diseases International
Day in Japan.

4.ANACHA participated in a research that aims to identify the difficulties in the access of
CD treatment in Japan.

2. Interventions to improve the Japanese health care system.
1. Support, ICE and referral of the CD affected people and their families. 2. ICE resources for
health professionals.
2. Translation of documents for patients.
3. Facilitate access to benznidazole in Japan.
4. Identification of protocols in need of update.

ANACHA has a positive impact on the situation of CD in Japan and contributes to the visual-
isation of CD at the national and international level. We believe that the diverse backgrounds,
skills, and networks of the ANACHA members contribute to the effectiveness of the interventions
implemented.
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El control de la transmision materno-fetal del Trypanosoma cruzi, causante de Chagas vertical
(ChV), es prioridad en salud publica, pues esta forma de transmisién es mas frecuente en donde
se ha logrado el control vectorial o en regiones no-endémicas, siendo identificable al nacimiento y
tratable con alta eficiencia y probabilidad de demostracion de cura en el corto plazo. Se plante6 la
validaci6on analitica y transferencia de la amplificacion isotérmica mediada por asas (LAMP) para
diagnoéstico molecular temprano de ChV en centros de salud publica en areas endémicas.

Se optimiz6 la metodologia evaluando combinaciones de métodos rapidos de extraccion de ADN
acoplados al LAMP, adaptables a laboratorios ubicados en maternidades en areas endémicas:



1. PURE (Eiken Chemical Co, Jap6n) y 2. PrinterLab (impresora 3D modificada, AI BioSciences,
EEUU). Se emplearon muestras de sangre humana seronegativa inoculada con 7. cruzi de cultivo
(cepas Tcl, Tcll y TeVI) en heparina como anticoagulante (30 pls) o en porciones de sacabocados
de 3- y 6-mm de spots de 125 pl en tarjetas FTA® (Qiagen, UK) o 30 uls en Whatman 9o3™ (GE
Healthcare, UK). Se comparo la amplificacién empleando bafios térmicos AccuBlock TM (LabNet,
EEUU) o incubador Loopamp LF-160 (Eiken) y visualizacion a ojo desnudo, usando el dispositivo
LF-160 o visor fluorescente P51(minipcr bio ®,EEUU).

Las mejores condiciones mostraron un limite de deteccién (LoD95) en al menos 20 réplicas de
5y 20 parasitos/mL, para sangre-heparina y FTA, respectivamente. El papel Whatman fue des-
cartado por arrojar resultados falsos positivos. Se realiz6 la transferencia del LAMP y capacit6
personal de 11 maternidades del sistema publico de salud: Combinacién PURE-LAMP (LF-160) a
5 sitios de Bolivia, 2 Paraguay y 2 Argentina y PURE-LAMP (AccuBlock — P51) a 2 maternidades
argentinas. Se construyeron paneles de aptitud como sistema de control externo de calidad del
LAMP para laboratorios participantes.

Se transfiri6 la metodologia LAMP para diagnoéstico de ChV a maternidades de area endémica,
en proceso de validacion clinica. De demostrarse una certeza diagnostica similar a la PCR podria
considerarse método rapido de diagnostico molecular en puntos de atencién e incorporarse al
algoritmo diagnoéstico de ChV.
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Background

Bolivia is the country with the highest incidence of Chagas disease (CD) worldwide, and the fourth
with the highest prevalence relative to its population®. It is estimated that more than 600,000
people are infected, 8,000 new cases occur annually due to vectorial transmission, and 600 cases
due to congenital transmission®. In 2015, a total of 30,454 people were diagnosed with CD, but
only 10% started the treatment**. Great efforts have been exerted in Bolivia in the fight against
CD, especially in vector control operating protocols and guidelines for diagnosis and treatment
of congenital transmission and CD in children. However, CD is mainly a chronic condition and it
is a long-lasting challenge to prevent and control the non-vectorial transmission. This study was
designed to independently evaluate immunoassay tests for T. cruzi infection to generate unbiased
performance data to help inform test intended use and utility, for policy making in public health
for CD.
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This was a retrospective, laboratory-based, diagnostic evaluation study of immunoassay tests for
T. cruzi infection, to estimate the clinical sensitivity and specificity of the index tests, 10 com-
mercially available T. cruzi LFAs, using the current CD diagnostic algorithm as the reference
test method, performed at study site (INLASA), i.e. agreement of at least two serological tests,
including two commercial ELISA tests, plus HAIL A total of 470 serum samples collected in 2019
- 2021; as part of CD routine diagnosis in Bolivia were used in this study, including 221 and 249
characterised as CD positive and CD negative, respectively, at study site.

The agreement between each T. cruzi LFA and the current CD diagnostic algorithm in Bolivia
was also estimated. In addition to measuring individual clinical performances, the 10 LFAs were
scored according to their relative importance in a decision tree-based algorithm, using the mean
decrease in Gini index as scoring metrics, to evaluate their relevance for the next evaluation in
prospective on field studies).

A total of 4 LFAs had sensitivities above 90%, and 6 LFAs showed a performance above 95%. A to-
tal of 4 LFAs had the best performance given their high sensitivity and specificity. These tests had
a value of balanced accuracy greater than 90%. The antibody levels subgroups analysis showed
that for the challenging samples classified as “weakly positive subgroup”, only 1 LFA displayed a
sensitivity >90%. All LFAs had an agreement with the reference tests ranging from moderate to
almost perfect agreement (Kappa score from 0.6 to 0.94).

The optimal performance of the LFAs evaluated in this study allowed to inform to the national
authorities in Bolivia about the use of LFAs in the detection of chronic CD cases in regions with
limited resources and point of care (POC) settings. The best performant RDTs will be evaluated
in prospective on field studies to compare RDT-based diagnostic algorithms against the current
lab-based diagnostic algorithms in the real environment.

1. WHO. Chagas disease in Latin America: an epidemiological update based on 2010 estimates.
WKkly. Epidemiol. Rec. 90, 33—44 (2015)

2. PAHO. EMTCT Plus. New generations free of HIV, syphilis, hepatitis B and Chagas disease in
the Americas. (2018)

3. Doctors without borders. Manual De Atenciéon Integral De Chagas En Zona Rural. Bolivia.
2016. Médicos Sin Fronteras Espafia. https://www.doctorswithoutborders.ca/sites/default/
files/manual_de_atencion_integral_de_chagas_en_zona_rural_de_msf en_bolivia.pdf
(2016).
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Introduction

Chagas Express XXI (EC21) is a ArtScience participatory exhibition which brings an imaginary
train to cities, with a station and six thematic “wagons” — in allusion to the wagon in which the
scientist Carlos Chagas lived and worked, from 1907 to 1909, discovering Chagas Disease (CD)
in the north of Minas Gerais. EC21 is an educational social technology that aims to translate CD
discoveries into education/information practices and training of affected people and health pro-
fessionals, as previously described.*

Objectives

To develop and test an EC 21 Course aiming at forming local interdisciplinary and intersectoral
teams, qualified to adapt, to mediate and to implement EC21 social technology in different urban
and rural contexts in CD endemic areas.

Methodology

We used the ArtScience active methodology 2 applying synchronous virtual classes via Zoom plat-
form and asynchronous periods to explore materials available on the Fiocruz virtual education plat-
form (https://campusvirtual.fiocruz.br/gestordecursos/hotsite/cvf-node-30225-submission-6097),
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and created an environment on WhatsApp groups by region where the participants came from:
North (N), Northeast (NE), Southeast (SE), Midwest (MW) and South (S) of Brazil. Results: We
developed the course in 2022 and presented two online editions (August and October). The First
Edition was composed of 10 classes, and enrolled 200 participants; 145 attended and completed
all the activities (45 SE, 2 S, 43 N, 33 NE, 17 MW, reaching 5568 municipalities that were vulner-
able to chronic CD in Brazil. The second Edition proposed an intensive course of two theoretical
classes (6 hours) coupled with a practical application in the Posse/Goias state, Belém/Paré state
and Arraial/Piaui state, with 110 participants (29 from Goias, 60 from Para, 7 from Piaui; with
other persons coming from the states of Rio de Janeiro (11), Acre (1) and Ceara (1). Each wagon
was adapted for implementation according to the regional demands.

The course disseminated knowledge about CD global and regional characteristics, treatment, and
clinical guidelines. Three implementations of EC21 were carried out: Posse/Goias, Belém and Ar-
raial/Piaui, leaving legacies for the local team and future articulations in research, teaching and
extension in Chagas.

1. Araujo-Jorge TC, Ferreira RR, Rocha RCM, Vieira TM, Costa ND, Santos LL, et al. (2021) “Cha-
gas Express XXI”: A new ArtScience social technology for health and science education—A case
study in Brazilian endemic areas of Chagas disease with an active search of chronic cases. PLoS
Negl Trop Dis 15(7): €0009534. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009534
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“Expresso Chagas XXI” (EC21) is a participatory ArtScience exhibition to talk about Chagas dis-
ease (CD) in cities where people with the disease live or where there is a risk of contamination
by the Trypanosoma cruzi parasite, with the “kissing bug” as the main vector. EC21 is a social
technology engaging health professionals, CD patients and scientists. Posse, a municipality in the
Northeast of Goias (GO), Brazil, has a population of around 37,100 inhabitants, and is an endemic
region for CD in GO. After two online training courses for popular health agents, Posse held and
implemented EC21, during 3 days on November 2022, in partnership with the Oswaldo Cruz
Institute (IOC-Fiocruz), Posse Municipal Health Department, State Health Secretary, involving
health professionals, researchers, collaborators and volunteers.

To implement the EC21 social technology in Posse with local teams and expanding local knowl-
edge about CD, treatment, and diagnosis as well as CD official Protocol. Methodology: We used
the quali-quantitative approach previously described (doi.org/10.1371/journal.pntd.0009534)
and presented seven activity stations (the entry station and six thematic “wagons”) in a non-for-
mal education space in the public sports gym equipment “Leonidas Augusto Figueredo”.



935 people participated in EC21, coming from urban and rural areas; 238 were students from
local elementary, high schools and university campi. The local team engaged 11 nurses, 02 bio-
medicals, 01 primary care coordinator and her 15 agents (ACS), 02 nursing technicians, 01 epi-
demiological surveillance coordinator, 01 Combating Endemic Diseases Agents Coordinator and
her 15 agents (ACE), 09 Social Assistance professionals, 01 technology information professional,
and some other workers from the municipality of Posse (with the relevant support of the Mayor),
in addition to the 15 IOC-Fiocruz scientists/students. After carrying out the rapid test on 563
participants, we obtained 259 positive tests which (46%); confirmatory serology at the reference
laboratory in the state capital, showed 168 positive ones.

The organisation and implementation of EC21 highlighted the relevance of attention and care for
people with CD and the inter-sector articulation in research, teaching and extension. A CD mobile
consultation post was introduced as a legacy for rural areas.

1. Araujo-Jorge TC, Ferreira RR, Rocha RCM, Vieira TM, Costa ND, Santos LL, et al. (2021) “Cha-
gas Express XXI”: A new ArtScience social technology for health and science education—A case
study in Brazilian endemic areas of Chagas disease with an active search of chronic cases. PLoS
Negl Trop Dis 15(7): e0009534. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009534



Evaluacion en el laboratorio de once Pruebas Rapidas de
Diagnéstico (PRD) para la Enfermedad de Chagas en Colombia

Andrea Marchiol (1,*), Carolina Florez (2), Andrés Caicedo (1), Maryi Segura (2),
Jessica Bautista (2), Martha Stella Ayala Sotelo (2), Rafael Herazo (1),

Colin Forsyth (1), Laura C. Bohorquez (3)

(1) DNDi
(2) INS
(3) FIND, Bogota, Colombia

Correspondencia

Andrea Marchiol

Teléfono: +54 9 3416718963
E-mail: amarchiol@dndi.org

Palabras clave
Chagas, Pruebas Rapidas, Diagnostico serologico
Chagas, Rapid test, serological diagnosis

La Enfermedad de Chagas (EC) es un reto de salud puablica en Colombia, donde solamente el 1.2%
de la poblacion estimada a riesgo ha tenido acceso al diagndstico y menos que el 0.5% al tratam-
iento etioldgico (1). Los algoritmos actuales se basan en dos pruebas seroldgicas que requieren
profesionales, equipamientos e infraestructura cualificadas que dificilmente se encuentran en el
primer nivel de atencién (2). Las pruebas rapidas de diagnostico (PDR) en algoritmos podrian
mejorar el acceso al diagnostico serologico, pero el rendimiento en el contexto epidemiolégico de
Colombia no es totalmente conocido.

Un estudio retrospectivo, analitico, observacional de pruebas rapidas para la EC fue realizado,
estimandose sus caracteristicas operativas de 11 kits comerciales, disefiados para la deteccion in
vitro de anticuerpos IgG anti-T. cruzi. Este estudio fue desarrollado en condiciones controladas
de laboratorio usando muestras de suero humano. Se evalu6 la sensibilidad (S) y especificidad (E)
de cada una de estas pruebas.

Once kits de PRD fueron evaluados, diez mediante 585 muestras de suero y uno usando 551,
siendo el estindar de referencia el algoritmo nacional para diagnoéstico serologico (3,4). La sen-



sibilidad de las PRD estuvo en un rango de 75.5% a 99.0% (95% CI 70.5—100), mientras que la
especificidad tuvo un rango entre 70.9% y 100% (95% CI 65.3—100). La mayoria de las pruebas
(7/11, 63.6%) tuvo una S > 90%, y 10/11 (90.9%) tuvieron una E del 90%. Cinco kits tuvieron
ambas Sy E > 90%.

La evaluacion en condiciones controladas de laboratorio de once PDR comercialmente disponi-
bles en Colombia ha sido el primer paso en el proceso de conocer el rendimiento de las PDR como
alternativa diagnostica. Se implementaran estudios para su evaluacion en condiciones de terreno,
con aquellas PRD que tuvieron una S y E superior al 90%, y asi valorar su comportamiento real,
que permitiria generar evidencias para la simplificacion del algoritmo diagndstico serologico (5).

1. Cucunuba ZM, Manne-Goehler JM, Diaz D, et al. How universal is coverage and access to 540
diagnosis and treatment for Chagas disease in Colombia? A health systems analysis. Soc Sci 541
Med. 2017;175:187-198. doi:10.1016/j.socscimed.2017.01.002

2. Suescun-Carrero SH, Salamanca-Cardozo LP, Pinazo MJ, Armadans-Gil L. Sensitivity and 606
Specificity of two rapid tests for the diagnosis of infection by Trypanosoma cruzi in a Colom-
bian 607 population. PLoS Negl Trop Dis. 2021;15(6):e0009483. Published 2021 Jun 2. 608
doi:10.1371/journal.pntd.0009483

3. Instituto Nacional de Salud. Recomendacion técnica sobre el uso de 574 métodos ELISA para
el diagnostico de la Enfermedad de Chagas en Colombia -Nuevo algoritmo 575 de diagnoésti-
co serologico-. [internet] Instituto Nacional de Salud; marzo de 2017. [accessed: 18 576 May
2022] available in: https://www.ins.gov.co/buscadoreventos/Informacin%20de%z20laborato-
rio/Recomendacio%CC%81n%20te%CC%81cnica%20u 578 so%20ELISA%20Chagas.pdf

4. Caicedo Diaz RA, Forsyth C, Bernal OA, et al. Comparative evaluation of immunoassays to 580
improve access to diagnosis for Chagas disease in Colombia. Int J Infect Dis. 2019;87:100-108.
581 doi:10.1016/j.ijid.2019.07.022

5. Sanchez-Camargo CL, Albajar-Vinas P, Wilkins PP, et al. Comparative evaluation of 11 556
commercialised rapid diagnostic tests for detecting Trypanosoma cruzi antibodies in serum
banks 557 in areas of endemicity and non endemicity. J Clin Microbiol. 2014;52(7):2506-2512.
558 doi:10.1128/JCM.00144-14
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Mounting a balanced and robust humoral immune response is of utmost importance for reducing
the infectivity of Trypanosoma cruzi *. While the role of such a response in controlling the infec-
tion is well known, there is a lack of tools that can be used to quickly evaluate it.



We developed a serum parasite inhibition assay to evaluate changes in the parasite infection after
exposing infective T. cruzi trypomastigotes to serum samples. It is based on Vero cells as the hosts
and Tulahuen B-galactosidase parasites, genetically engineered to be quantifiable by spectropho-
tometry. In parallel, we developed an in-house ELISA to correlate the anti-T. cruzi antibody titres of
the clinical samples with their observed anti-parasitic effect in the serum parasite inhibition assay.

Serum samples from chronically T. cruzi-infected patients significantly inhibited parasite inva-
sion in a titre-dependant manner, regardless of the patient’s clinical status, compared to samples
from the non-infected controls (Figure 1). At dilution 1/12, the parasite invasion median inhibi-
tion was 44% (IQR = 29.9—53.5%) when trypomastigotes were treated with serum from chron-
ically infected-patients whereas 8.94% (IQR = 5.12—15%, p < 0.0001) when those were treated
with serum from non-infected patients. Results from the in-house ELISA showed that partici-
pants infected with T. cruzi presented higher P/N ratios regardless of their clinical status (median
P/N ratio of the infected participants: 5.72, IQR = 5.05—-5.91, compared to 0.68, IQR = 0.46—0.94
for the controls, p < 0.0001) (Figure 2a). In addition, there was a clear correlation between the re-
activity of the samples to the whole-parasite lysates by ELISA and the inhibitory effect (R2 = 0.66,
p < 0.0001) (Figure 2b). The results of this work confirm the previously described anti-parasitic
effect of the serum of individuals exposed to T. cruzi ** and present a framework for its large-scale
evaluation in further studies.

The serum parasite inhibition assay represents a reproducible way to evaluate the intensity and
anti-parasitic effect of humoral responses against T. cruzi, which could be applied to the evalua-
tion of candidate antigens/epitopes in the design of Chagas disease vaccine candidates.

1. Cardoso, M.S.; Reis-Cunha, J.L.; Bartholomeu, D.C. Evasion of the immune response by Tryp-
anosoma cruzi during acute infection. Front. Immunol. 2016, 6, 659.

2. Gonzalez, J.; Neira, I.; Gutiérrez, B.; Anacona, D.; Manque, P.; Silva, X.; Marin, S.; Sagua, H.;
Vergara, U. Serum antibodies to Trypanosoma cruzi antigens in Atacamefios patients from
highland of northern Chile. Acta Trop. 1996, 60, 225—236.

3. Zingales, B.; Andrews, N.W.; Kuwajima, V.Y.; Colli, W. Cell surface antigens of Trypanosoma
cruzi: Possible correlation with the interiorization process in mammalian cells. Mol. Biochem.
Parasitol. 1982, 6, 111—124.



Inhibition of cell invasion after incubation with serum samples from non-infected
controls and subjects infected with . cruzi. (N =104 samples; pairwise Wilcoxon test with
Bonferroni correction: ***, p <0.0001; **, p < 0.001, * p < 0.01, ns = non-significant).
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Chagas disease is a devastating neglected disease caused by the parasite Trypanosoma cruzi,
which affects millions of people worldwide. The two anti-parasitic drugs available, nifurtimox and
benznidazole, have a good efficacy against the acute stage of the infection. But this is short, usual-
ly asymptomatic and often goes undiagnosed. Access to treatment is mostly achieved during the
chronic stage, when the life-threatening symptoms manifest. Then, the efficacy of both drugs is
diminished, and their long administration regimens involve frequently associated adverse effects
that compromise treatment. Therefore, the discovery of safer and more effective drugs is an urgent
need. Despite its advantages over lately used phenotypic screening, target-based identification of
new anti-parasitic molecules has been hampered by incomplete annotation and lack of structures
of the parasite protein space. Presently, the AlphaFold Protein Structure Database is home to
19,036 protein models from T. cruzi, which could hold the key to not only describe new therapeu-
tic approaches, but also shed light on molecular mechanisms of action for known compounds. In
this proof-of-concept study, we screened the AlphaFold T. cruzi set of predicted protein models to
find prospective targets for a pre-selected list of compounds with known anti-trypanosomal activ-
ity using docking-based inverse virtual screening. Our results show that some of the selected tar-
gets predicted from the computational analysis match the experimentally validated targets, while
others showed more nuanced results. Some limitations were found in this virtual approach that
should be taken into consideration, such as the low quality of some of the models, the monomeric
and apo nature of the structures available at the AlphaFold Protein Structure Database, and the
need to further process some of the structures to more accurately portray their biological form. De-
spite these limitations, we believe that AlphaFold is an extremely useful tool to study the 3D-space
location of Trypanosoma cruzi proteins. They could be used not only for target deconvolution, but
also for virtual screenings of chemical entities from diverse origin and nature in the search of new
drugs to treat Chagas disease.
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Trypanosoma cruzi, actividad tripanocida, derivado de Anfotericina B

La Anfotericina B (AnfB) es un antibi6tico y antifingico poliénico’, que se caracteriza por presentar
una cadena de micosamina, la cual juega un papel clave en la formacioén de poros en las membra-
nas celulares de patégenos, como Trypanosoma cruzi, que poseen ergosterol*:. A pesar del efecto
tripanocida de AnfB, su administraciéon en mamiferos ha resultado ser altamente toxica debido a
su interaccion con el colesterol presente en las membranas de estas células®. Sin embargo, el uso
de compuestos anilogos de AnfB y sus formulaciones liposomales son capaces de disminuir la alta
toxicidad, aumentar la selectividad y mantener la actividad biolégica original de AnfB**. A21, un
derivado de AnfB, ha sido de gran interés para el tratamiento contra 7. cruzi gracias a la alta selec-
tividad por el ergosterol y una menor toxicidad hacia células de mamiferos®. En estudios previos,
se demostrd que la combinacion de A21 con Benznidazol rescata al 100% de los ratones infectados



con una cepa altamente virulenta de T. cruzi, al disminuir significativamente la parasitemia en
sangre y al reducir el infiltrado inflamatorio caracteristico de la exacerbacién de la enfermedad+.

Debido al poco conocimiento sobre la actividad de la formulacién liposomal de A21, el objetivo de
este trabajo fue comparar la citotoxicidad y el efecto tripanocida de A21 y su formulaciéon liposomal
(L-A21) in vitro. Para comparar el efecto citotoxico entre A21 y L-A21, se incubaron células H9C2
con 12.5 — 200 UM de A21y L-A21 durante 6, 12 y 24 h. Se cuantific la viabilidad celular mediante
el ensayo por reduccion de MTT.

Los resultados mostraron que el tratamiento con A21 y su formulacién liposomal no presentan
un efecto citotoxico en las células de mamifero, en comparacion con el tratamiento con AnfB, que
present6 un 9o % de citotoxicidad.

En conclusion, el tratamiento con A21 y su formulacién liposomal se proponen como nuevos can-
didatos para el tratamiento contra la enfermedad de Chagas.
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El Chagas es una de las enfermedades tropicales mas desatendidas, que afecta principalmente a
la region latinoamericana, con el mayor nimero de personas infectadas en Argentina, donde la
prevalencia en personas embarazadas es de 1,0%". El objetivo de este trabajo es presentar el estado
de infeccién por T. cruzi de las personas embarazadas que participan en el ensayo clinico BETTY?
en tres provincias endémicas de Argentina.

Durante junio de 2019 a junio de 2021 se recolecté informacién de todos los partos ocurridos y
el antecedente de infeccion por T. cruzi en los centros participantes. Se enrolé a mujeres elegibles
con al menos una prueba positiva o indeterminada y se confirmo su seropositividad con HAI y ELI-
SA (Chagastest HAI y ELISA recombinante v3.0, Laboratorios Wiener). Los centros participantes
fueron: Hospital Perrando (Chaco), Hospital Regional Dr. Ramén Carrillo y Centro Integral de



Salud Banda (Santiago del Estero) e Instituto de Maternidad y Ginecologia Nuestra Sefiora de las
Mercedes (Tucuman). Cada centro cuenta con un laboratorio de referencia especializado en la en-
fermedad de Chagas.

Se recolectaron datos de 27.675 partos, 2,0% de las mujeres tenian serologia positiva o indeter-
minada y 6,2% no tenian informacion sobre infeccién por T. cruzi. Se enrolaron 201 mujeres y
se realiz6 serologia confirmatoria a 195: 76,4% tuvieron serologia positiva, 13,8% discordante y
9,7% negativa. Entre las mujeres con resultados discordantes, 88,9% eran de Santiago del Estero
(Tabla 1).

Estos resultados preliminares evidencian que 93.8% de las mujeres habian sido tamizadas para
infeccion por T. cruzi durante el embarazo, lo cual muestra adherencia del sistema de salud a los
lineamientos nacionales de la Ley 26.2813.

Los resultados negativos en 9,7% de las mujeres podria deberse al tamizaje previo con una sola
prueba serolégica o un resultado HAI positivo, con menor especificidad, evidenciando la necesi-
dad de contar con mejores pruebas diagnosticas.

Los resultados discordantes en 13,8% de las mujeres evidencian la necesidad de realizar una ter-
cera prueba confirmatoria en esta poblacion, particularmente en Santiago del Estero. Tener un
diagnostico confirmatorio de infeccion por T. cruzi en mujeres en edad reproductiva es un tema
prioritario de salud publica.

1. Boletin integrado de vigilancia, 2019. Direccién Nacional de Epidemiologia y Anélisis de la Sit-
uacién de Salud. Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacién. Disponible en: https://
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Benznidazole treatment to reduce Trypanosoma cruzi parasitic load in women of reproductive
age (BETTY): a non-inferiority randomised controlled trial study protocol. Reprod Health.
2020;17(1):128

3. Ley 26281 de Prevencion y Control de Chagas. Argentina: Ministerio de Salud de la Naci6n.
Programa Nacional de Chagas; 2007. Disponible en: https://www.argentina.gob.ar/normati-
va/nacional/ley-26281-131904/texto.
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Tabla 1. Serologia confirmatoria. Confirmacién de seropositividad a T. cruzi por HAl y
ELISA (por provincias y global).
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La enfermedad de Chagas es una enfermedad vectorial transmitida por triatominos, se conocen
mas de 130 especies como vectores competentes, historicamente estaba limitada a areas endémi-
cas de Latinoamérica, estudios recientes prueban que los triatominos podrian existir en habitats
urbanos y ciclos de transmisién domésticos en ciudades. Se han adaptado a diferentes entornos
ecoldgicos. Alin persiste una preocupacion importante en la salud publica debido a los procesos
sociologicos y ecologicos que regulan la dinamica de las poblaciones de vectores, su alimentacion
y las interacciones entre vectores y patogenos en estos ecosistemas. Este estudio de metaanalisis
bibliométrico se hizo en los tltimos 5 ahos a través de los buscadores de Literatura cientifica y
técnica en Salud de América Latina y el Caribe (LILACS), PubMed, base de datos colaborativa
multilingiie de evidencia en salud (epistemonikos), Cochrane, Scopus. La btisqueda de articulos
cientificos se hizo en idioma inglés, portugués y espafiol, con fecha de corte fue el 4 de enero del
2023, empleando la ecuacién de biisqueda para la extraccion de documentos como la buasqueda de
transmision vertical de Trypanosoma cruzi, Bancos de sangre y donantes, distribucion epidemi-
ologica en areas urbanas y su aparicion en regiones no endémicas. Se mantuvieron las variables de
autor, institucion, pais y palabras claves, y a partir de ahi se generaron los indicadores bibliométri-
cos. Para el procesamiento de los datos de las listas de distribucion de frecuencia que se generaron
con el programa Microsoft Excel 2019. Para la construccién de la red de datos se utilizo el software
VOSviewer visualizando la superposicién del anélisis aplicando la técnica de normalizacion de la
fuerza de asociacion, y finalmente la técnica de agrupacion analizandose la informacién incluyendo
los paises en la red con publicaciones relevantes de coautoria entre paises, cada circulo representa
un pais y su tamafio refleja la cantidad de documentos publicados en la revista, la cercania o lejania
de un pais a otro refleja la fuerza de coautoria que ejerce cada pais. Esto permite fortalecer la infor-
macion y tomar acciones inmediatas en informacion actualizada e investigacion para hacer frente
a una enfermedad silenciosa.
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Chagas disease or American Trypanosomiasis is caused by the flagellate protozoan Trypanosoma
cruzi, it is produced by vector transmission through a hematophagous triatomine insect, Dissemi-
nation occurs by contact with feces and the parasites enter through the wound caused by the bite,
passing into the bloodstream in the form of metacyclic trypomastigote, from there they manage to
travel to different organs and tissues, replicating mainly in muscle and nerve tissues (amastigote).
Likewise, some parasite proteins have epitopes shared with host proteins and some antibodies are
responsible for the chronic process, in this sense the recognition of own or foreign protein parti-
cles present an activation of the immunological process against the host organs, in this way the
immune response reacts against these antigens and consequently against the host. In this study,
positive and negative sera were obtained from the Amazon region collected during the last 5 years,
performing a linear insilico prediction of peptides using Bepipred 2.0 and the Swiss model soft-
ware, conserved candidates that interfere in the parasite cell cycle interrupting its function were
identified. This analysis allowed mapping the peptides on a cellulose membrane, by Spot Synthesis
technique we obtained 152 sequences displaced by three amino acids derived from the sequence of



the Cruzipain protein (GenBank accession: AAG35357.1), using an automatic device for the N-ter-
minal acetylation coupling steps to increase the stability of these peptides. Immunodetection of
polyclonal antibodies was established with alkaline phosphatase-conjugated anti-human antibod-
ies diluted in the phosphatase substrate 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and 3-(4,
5-dimethylthiazol-2-yl)-2 bromide, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), generating a blue pre-
cipitate in the spots harboring the peptide recognized by the antibodies, obtaining a direct colour
intensity that was quantified using Image J software. Subsequently, the chemical synthesis of 3
peptide sequences composed of 21 amino acids and a sequence of 17 amino acids was performed
for comparison with the results, confirming the molecular mass by mass spectroscopy. They were
standardised by microtiter plates with the synthetic peptide solution and absorbance values were
determined at 492 nm with a spectrophotometer. These candidates can be used for diagnosis and
serotyping of this disease.
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