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Gen de la proteina de choque térmico 70 kDa para la detec-

cion y diferenciacion de Trypanosoma cruzi.

Heat-shock protein 70 gene for detection and discriminating

Trypanosoma cruzi.

Gene da proteina de choque térmico 70 para deteccao e dis-

criminacao de Trypanosoma cruzi.
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RESUMEN

Introduccion: Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enferme-
dad de Chagas una de las parasitosis mas importantes a nivel mun-
dial. El desarrollo de nuevas herramientas diagnoésticas para la
deteccion de T. cruzi y la tipificacion de Unidades Discretas de Ti-
pificacion (DTUs) sigue siendo un desafio.

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

Método: Dos métodos moleculares (duplex PCR-hsp70 TcTr y PCR-
RFLP hsp70 DTUSs) se disefiaron, normalizaron y se evaluaron en un
panel de referencia de 36 aislamientos de T. cruzi y 444 muestras
de vectores, reservorios animales y humanos recolectadas en Boli-
via, Argentina, Belice, Colombia y México.

Resultados: Los métodos disefiados permiten uno la deteccién si-
multdnea de T. cruzi y T. rangeli y el otro la tipificacion de linajes
de parésitos, ambos directamente a partir de muestras clinicas hu-
manas, triatominos y reservorios animales. La duplex PCR-hsp70
TcTr mostré una sensi- bilidad y especificidad diagnésticas globa-
les de 76.8 % y 100 %, respectivamente. Por su parte el porciento
de tipificacion de la PCR-RFLP hsp70 DTUs es aproximadamente del
50 %, aunque necesita la combinacion con otra herramienta mole-
cular para diferenciar el DTU V y IV.

Conclusiones: El gen hsp70 citoplasmatico constituye una diana ge-
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nética que permite la deteccion de T. cruziy T. ran-
geli y una diferenciacion de DTUs de T. cruzi. Presen-
tamos dos herramientas moleculares sobre la base
de una tinica PCR. Los resultados obtenidos contri-
buyen a las compilaciones de estudios de distribu-
cion geogréfica de los DTU prevalentes en huma-
nos, vectores y reservorios en areas endémicas.

Palabras claves: T. cruzi, T. rangeli, Enfermedad de
Chagas, hsp70, DTUs, zoonosis.

SUMMARY

Introduction: Trypanosoma cruzi is the causative
agent of Chagas disease, one of the most important
parasitic infections worldwide. The development
of new diagnostic tools for the detection of T. cruzi
and the typing of Discrete Typing Units (DTUSs) re-
mains a challenge.

Objective: To design, optimize and evaluate two
molecular methods, one for the detection and dif-
ferentiation of T. cruzi and T. rangeli and the other
for the typing of T. cruzi DTUs.

Method: Two molecular methods (duplex PCR-
hsp70 TcTr and PCR-RFLP hsp70 DTUs) were desig-
ned, optimized and evaluated on a reference panel
of 36 T. cruzi isolates and 444 samples from vec-
tors, animal and human reservoirs collected in Bo-
livia, Argentina, Belize, Colombia and Mexico.
Results: One of the methods designed allows the
simultaneous detection of T. cruzi and T. rangeli,
and the other the typing of parasite lineages, both
directly from human clinical samples, triatomines,
and animal reservoirs. The duplex PCR-hsp70 TcTr
showed an overall diagnostic sensitivity and spe-
cificity of 76.8 % and 100 %, respectively. The
typing percentage of the PCR-RFLP hsp70 DTUs is
approximately 50 %, although it requires combina-
tion with another molecular tool to differentiate
DTU V and IV.

Conclusions: The cytoplasmic hsp70 gene consti-
tutes a genetic target that allows the detection of
T. cruzi and T. rangeli and a differentiation of T.
cruzi DTUs. We present two molecular tools on the
basis of a single PCR. The obtained results contri-
bute to the study compilations of geographic dis-
tribution of the prevalent DTUs in humans, vectors
and reservoir in endemics areas.
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RESUMO

Introdugao: Trypanosoma cruzi é o agente causador
da doenca de Chagas, uma das infecgdes parasita-
rias mais importantes do mundo. O desenvolvi-
mento de novas ferramentas de diagndstico para a
deteccdo do T. cruzi e a tipagem de Unidades de Ti-
pagem Discreta (UTDs) continua sendo um desafio.
Objetivos: Projetar, otimizar e avaliar dois méto-
dos moleculares, um para a deteccao e diferencia-
cado de T. cruzi e T. rangeli e outro para a tipagem
de linhagens de T. cruzi.

Método: Dois métodos moleculares (PCR duplex-
hsp70 TcTr e PCR-RFLP hsp70 DTUS) foram proje-
tados, padronizados e avaliados em um painel de
referéncia de 36 isolados de T. cruzi e 444 amostras
de vetores, reservatorios animais e humanos cole-
tados na Bolivia, Argentina, Belize, Colombia e
Meéxico.

Resultados: Os métodos desenvolvidos permitem,
por um lado, a deteccao simultanea de T. cruzie T.
rangeli e, por outro, a tipagem de linhagens de pa-
rasitas, ambos diretamente de amostras clinicas hu-
manas, triatomineos e reservatoérios animais. O
duplex PCR-hsp70 TcTr apresentou sensibilidade e
especificidade diagnostica geral de 76.8 % e 100 %,
respectivamente. A porcentagem de tipagem de
DTUs hsp70 de PCR-RFLP é de aproximadamente 50
%, embora exija combinacdo com outra ferramenta
molecular para diferenciar DTU V e IV.
Conclusdes: O gene hsp70 citoplasmatico constitui
um alvo genético que permite a deteccdo de T.
cruzi e T. rangeli e a diferenciacdo de DTUs de T.
cruzi. Apresentamos duas ferramentas molecula-
res baseadas em uma tnica PCR. Os resultados ob-
tidos contribuem para a compilacdao de estudos
sobre a distribuicao geogréfica de DTUs prevalentes
em humanos, vetores e reservatorios em areas en-
démicas.

Palavras-chave: T. cruzi, T. rangeli, doenca de Cha-
gas, hsp70, DTUs, zoonose.
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