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RESUMEN 

La fase crónica de la enfermedad de Chagas (EC) se caracteriza por una baja 

parasitemia y cursa de forma asintomática en la mayoría de los casos. Las técnicas 

moleculares basadas en la amplificación de ácidos nucleicos tienen un valor limitado 

para ser usadas como herramientas diagnósticas en esta fase. Uno de los protocolos 

más ampliamente utilizado para la detección de ADN de Trypanosoma cruzi consta de 

un método de extracción de ADN basado en columnas de sílice y una PCR a tiempo 

real para la amplificación de ADN satélite, diseñada hace más de diez años. Por otro 

lado, la ausencia de síntomas en esta fase, las barreras de acceso al sistema 

sanitario, así como el miedo y el estigma, hace que el diagnóstico temprano de la EC 

sea difícil y esté altamente infradiagnosticada. En este contexto, las intervenciones en 

la comunidad pueden favorecer el acceso a la población susceptible aumentando la 

cobertura del diagnóstico. Así, esta Tesis Doctoral tiene como objetivo principal 

evaluar alternativas en la metodología existente para la detección molecular y el 

cribado serológico de la infección crónica por T. cruzi. 

Según los resultados obtenidos, la implementación de sistemas de extracción de ADN 

automatizados, así como la realización de tres réplicas de extracción y el uso de un 

nuevo conjunto de cebadores mejoran la detección de ADN de T. cruzi por PCR a 

tiempo real. Además, una estrategia de cribado serológico basada en la realización de 

una prueba rápida y, en los casos de resultado negativo, serología convencional 

mediante muestra de sangre en papel seco, alcanzó una sensibilidad del 97%. Se 

implementó una estrategia de cribado serológico oportunista para personas 

provenientes de área endémica a través de un programa realizado en las farmacias 

comunitarias de la ciudad de Barcelona. 
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ABSTRACT 

The chronic phase of Chagas disease (CD) is characterized by low parasitemia and is 

asymptomatic in a majority of cases. Nucleic acid amplifications tests are of limited 

value for use as a diagnostic tool in this phase. One of the most widely used protocols 

for molecular detection of T. cruzi consists of a DNA extraction method based on silica 

columns and a real-time PCR for satellite DNA amplification, designed more than ten 

years ago. On the other hand, the absence of symptoms at this stage, in addition to 

barriers to access to the healthcare system, as well as fear and stigma, makes early 

diagnosis of CD difficult and highly underdiagnosed. In this context, community 

interventions can reach the susceptible population, increasing the diagnostic coverage. 

Thus, the main objective of this Doctoral dissertation is to evaluate alternatives in the 

existing methodology for molecular and serological screening of chronic T. cruzi 

infection. 

According to the results obtained, the implementation of automated DNA extraction 

systems, as well as the performance of three extraction replicates and the use of a new 

set of primers improve the detection of T. cruzi DNA by real-time PCR. Moreover, a 

screening strategy based on performing a rapid test and, in cases of a negative result, 

serology using a blood sample on dry paper reached a sensitivity of 97%. An 

opportunistic serological screening strategy of people from endemic area was 

implemented through a program carried out in community pharmacies in the city of 

Barcelona. 

 

 

  



 
 

 

 

  



 
 

 

  



 
 

 

 

 

 

  

1 
 

INTRODUCCIÓN 



 
 

 

 

  



Introducción 

 

9 

1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) son un grupo diverso de afecciones 

infecciosas transmisibles que prevalecen en zonas tropicales, tienen un mayor impacto 

en las poblaciones más pobres y con un limitado acceso a los servicios de salud [1]. 

Afectan a más de 1 billón de personas [2], con a una gran carga social, económica y 

sanitaria para quienes las padecen [3]. Actualmente, la lista de las ETD de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) incluye 20 patologías distintas, entre las 

cuales se encuentra la enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis americana [2].  

La EC es una infección parasitaria causada por el protozoo flagelado Trypanosoma 

cruzi. Es endémica en América Latina continental donde, a pesar de haber transcurrido 

más de un siglo desde su descubrimiento, sigue siendo un importante problema de 

salud pública [4]. Actualmente se reportan casos de EC en todo el mundo, 

principalmente debido a los movimientos migratorios desde los países 

latinoamericanos hacia regiones no endémicas [5].  

 

1.1. RESEÑA HISTÓRICA 

En 1908 el médico brasileño Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-1934) se 

encontraba en el norte del estado brasileño Minas Gerais, concretamente en la 

población de Lassance, estudiando un brote de malaria que ocurría en la zona. Un 

trabajador ferroviario advirtió a Carlos Chagas de la presencia de un insecto 

hematófago, al que llamaban barbeiro, que picaba especialmente en la cara y por la 

noche. Chagas decidió diseccionar estos insectos, en el interior de los cuales encontró 

unos parásitos aún no descritos a los que llamó Schyzotrupanum cruzi (actualmente 

Trypanosoma cruzi) en honor a su mentor Oswaldo Cruz [6]. Un año más tarde, en 



Introducción 
 

10 

1909, Chagas visitó a una niña, Berenice, que cursaba con un cuadro febril, además 

de adeno-visceromegalias. Al analizar su sangre, Carlos Chagas observó los mismos 

parásitos que encontró al diseccionar a los barbeiros. Así, Chagas consiguió describir 

un nuevo agente infeccioso, su vector, hospedador y las manifestaciones clínicas de la 

enfermedad que llevaría su nombre [4]. Por ello estuvo nominado en dos ocasiones al 

Premio Nobel de Fisiología y Medicina (en 1913 y 1921), pero nunca le fue otorgado 

[7].  

Sin duda, el descubrimiento de la EC está ligado a Carlos Chagas. No obstante, 

muchos investigadores contribuyeron a la descripción de distintos aspectos de la 

enfermedad. Especialmente, destacar la aportación del médico argentino Salvador 

Mazza (1886-1946) a la profundización del estudio de la EC en Argentina, 

describiendo la enfermedad en más de 1200 casos [8].  

Más allá del descubrimiento por parte de Carlos Chagas en 1909, la infección por T. 

cruzi en humanos data de 9000 años atrás. Este hecho se encuentra corroborado por 

la detección de ácido desoxirribonucleico (ADN) del parásito en tejido esquelético de 

momias encontradas en el norte de Chile y el sur de Perú [9]. 

 

1.2. Trypanosoma cruzi 

T. cruzi es un protozoo hemoflagelado perteneciente a la clase Kinetoplastea, orden 

Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae y género Trypanosoma [10]. Al igual que 

el resto de los tripanosomátidos, T. cruzi tiene un orgánulo característico denominado 

kinetoplasto, una región localizada en la única mitocondria celular [11]. 

El ADN celular de T. cruzi está contenido en dos compartimentos: el kinetoplasto y el 

núcleo. El primero contiene ADN (ADNk) altamente compactado compuesto por una 

red de moléculas circulares concatenadas formada por docenas de maxicírculos (de 
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20-40 kilobases (Kb)) y miles de minicírculos (de 0.5-10 Kb) [12]. A su vez, los 

maxicírculos presentan dos regiones: una región codificante, altamente conservada, y 

una divergente, variable en longitud y con secuencias repetidas [13]. Los minicírculos 

están organizados en 4 regiones altamente conservadas de 120 pares de bases (pb)  

y 4 regiones hipervariables de 330 pb; ambos tipos de regiones se encuentran 

intercalados entre sí [14]. Por otro lado, el genoma nuclear de T. cruzi está formado en 

un 50% por secuencias de ADN repetidas [15], siendo el ADN satélite (ADNsat) de 195 

pb el tipo de secuencia de ADN repetitivo más abundante del parásito [16], presente 

en aproximadamente 105 copias en el genoma [17].  

T. cruzi es un microorganismo diploide [15] que se reproduce principalmente de forma 

asexual por fisión binaria, aunque existen evidencias de hibridación natural, eventos 

de intercambio genético y reproducción sexual [18,19]. También presenta una gran 

heterogeneidad genética, clasificándose actualmente en siete linajes o unidades 

discretas de tipificación (UDT), TcI-TcVI y Tcbat [20,21], que pueden ser diferenciadas 

mediante marcadores genéticos, moleculares o inmunológicos [22]. Esta amplia 

diversidad ha sido relacionada con el ciclo de transmisión, la distribución geográfica, la 

patogenia y algunas manifestaciones clínicas de la enfermedad, así como la respuesta 

al tratamiento tripanocida [23]. 

 

1.2.1. Ciclo de vida y vías de transmisión 

La infección por T. cruzi es una zoonosis compleja en la que se ven involucrados un 

vector invertebrado y un hospedador mamífero [24]. Se encuentran implicadas más de 

100 especies de insectos triatominos (orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia 

Triatominae) y más de 70 géneros de hospedadores mamíferos, incluyendo especies 

silvestres (ciclo silvestre), animales domésticos y los humanos (ciclo doméstico y 

peridoméstico) [25]. 
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Durante su ciclo de vida, T. cruzi sufre tres etapas de desarrollo bien definidas, en el 

hospedador y/o en el vector, que implican cambios genéticos, estructurales y 

metabólicos (Figura 1): (i) el amastigote, localizado en el interior de las células 

nucleadas del hospedador vertebrado, se divide por fisión binaria, tiene forma oval, no 

presenta flagelo y mide aproximadamente 4 µm de diámetro; (ii) el epimastigote, se 

encuentra en el intestino del vector invertebrado, también se divide por fisión binaria, 

es alargado, presenta flagelo, con el kinetoplasto situado anterior al núcleo y mide 

unos 20-40 µm; y (iii) el tripomastigote, es la forma extracelular flagelada sin capacidad 

replicativa, también de forma alargada, con el kinetoplasto localizado de forma 

posterior al núcleo y mide unos 17 µm. Este último se encuentra tanto en el vector 

invertebrado como en el hospedador mamífero en forma de tripomastigote metacíclico 

o tripomastigote sanguíneo, respectivamente [26,27].  

 

Figura 1. Formas biológicas de T. cruzi. A) Amastigote, B) Epimastigote, C) Tripomastigote. 

En lila, núcleo; en naranja, kinetoplasto; en azul, flagelo. Creado con BioRender.com. 

 

En zona endémica, donde hay presencia del vector, la principal vía de transmisión es a 

través del insecto triatomino, conocido como “chinche”, “vinchuca”, “barbeiro”, “chinche 

besucona” (en inglés, kissing-bug), etc., según la región geográfica. Los géneros de 

triatominos más frecuentes implicados en la transmisión de T. cruzi son Triatoma, 

Rhodinus y Panstrongylus [27].  
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Cuando se alimenta de sangre, el triatomino infectado elimina una masa de 

excrementos (heces y orina) que deposita en la superficie de la piel del mamífero. 

Estas heces contienen tripomastigotes metacíclicos que, a través de erosiones en la 

piel o las mucosas, penetran en el organismo e invaden células nucleares locales. 

Aquí se diferenciarán en amastigotes, los cuales completarán varios ciclos de 

replicación hasta provocar la ruptura celular debido a la transformación a 

tripomastigotes sanguíneos. En este momento, los tripomastigotes pueden invadir 

otras células nucleares de tejidos adyacentes (especialmente músculo liso, esquelético 

y cardíaco), o entrar en el torrente sanguíneo o linfático y diseminarse así a tejidos 

lejanos. Cuando otro triatomino pica a un mamífero infectado con T. cruzi, ingiere 

tripomastigotes circulantes, los cuales se transformarán primero en epimastigotes en el 

tracto digestivo del vector y posteriormente en tripomastigotes metacíclicos que serán 

eliminados por las heces [27,28] (Figura 2).  

En zona endémica también existe la posibilidad de transmisión oral tras la ingestión de 

comida o bebidas contaminadas con las heces del triatomino [29]. La infección 

también puede producirse mediante la transmisión de madre a hijo (vertical), las 

transfusiones sanguíneas, el trasplante de órganos y los accidentes de laboratorio, 

siendo las únicas vías posibles en áreas no endémicas, donde no existe la transmisión 

vectorial ni oral [27,30].  

La transmisión congénita depende de las interacciones entre T. cruzi, la placenta, el 

sistema inmunitario materno y la respuesta inmunitaria fetal/neonatal en desarrollo 

[31]. Aunque la infección congénita por T. cruzi puede ocurrir en cualquier momento de 

la gestación [32], se ha observado que un factor de riesgo es la detección de una alta 

carga parasitaria durante el tercer trimestre de gestación [33]. 
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Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi (transmisión vectorial). 1) Los tripomastigotes 

metacíclicos son excretados por las heces y entran en el organismo a través de lesiones en la 

piel o mucosas; 2) Los tripomastigotes metacíclicos infectan células nucleadas próximas al 

lugar de entrada, dentro de las cuales se transforman en amastigotes; 3) Los amastigotes se 

dividen dentro de la célula por fisión binaria; 4) Los amastigotes se diferencian en 

tripomastigotes, con la consecuente rotura celular y su liberación al torrente sanguíneo o 

linfático; 5) El triatomino ingiere tripomastigotes al alimentarse de sangre infectada; 6) los 

tripomastigotes ingeridos se diferencian en epimastigotes en el tracto digestivo del vector; 7) 

los epimastigotes se replican por fisión binaria en el intestino del triatomino; 8) los 

epimastigotes se diferencian en tripomastigotes metacíclicos en el intestino posterior del vector. 

Adaptado de [27]. Creado con BioRender.com. 

 

La transmisión de T. cruzi por transfusión de hemoderivados depende de diversos 

factores, como la concentración de parásitos en el inóculo, el estado inmunológico del 

receptor o la cantidad y tipo de componente sanguíneo transfundido [34]. Con respecto 

a esto último, se ha observado que los concentrados de plaquetas son el tipo de 

hemoderivado con mayor riesgo de transmitir la infección [35].  
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Durante la etapa posterior al trasplante, existe un estado de inmunosupresión que se 

traduce en un alto riesgo de desarrollar infecciones, principalmente durante el primer 

año [36]. Así, la transmisión de T. cruzi a través de trasplante de órganos ocurre desde 

un donador seropositivo a un receptor seronegativo [37].  

Aunque de forma infrecuente, la transmisión también puede ocurrir por accidentes de 

laboratorio [38]. El trabajar con parásitos viables de T. cruzi hace que deba tenerse 

especial cuidado al manipular materiales que contengan estos microorganismos [39]. 

 

1.3. EPIDEMIOLOGÍA 

La EC es endémica en 21 países de Latinoamérica1, siendo Bolivia, Argentina y 

Paraguay los países con mayor prevalencia (6%, 3,6% y 2,1%, respectivamente) [40]. 

Aunque durante años la EC estuvo restringida a zonas rurales de los países 

endémicos, los procesos de urbanización y los movimientos migratorios han cambiado 

la epidemiología de esta enfermedad. Hoy en día se detecta sobre todo en zonas 

urbanas de América Latina, además de comunicarse casos fuera del área endémica, 

como los Estados Unidos de América (EUA), Europa, Japón y Australia [30,41].  

La incidencia de personas con infección por T. cruzi varía entre estas regiones, siendo 

EUA y España los países que mayor número de casos reportan fuera del área 

endémica [42]. Concretamente, en España se estima que más de 50.000 personas 

están infectadas con T. cruzi, siendo la mayoría originarios de Bolivia, Paraguay, 

Nicaragua, Honduras y El Salvador (18%, 5,5%, 4,6%, 4,2% y 3,7%, respectivamente) 

[43].  

                                                           
1
 Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana 

Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panamá, Paraguay, Perú, 

Surinam, Uruguay y Venezuela [2]. 
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Se calcula que mundialmente hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por T. 

cruzi y alrededor de 70 millones de personas se encuentran en riesgo de infección [44] 

(Figura 3). Cerca de 12.000 muertes al año son causadas directamente por la EC, con 

un coste global estimado de 8.000 millones de dólares al año en pérdida de 

productividad y costes sanitarios [45].  

 

 

Figura 3. Número estimado de personas infectadas con T. cruzi mundialmente, según 
datos de la OMS (2018). Modificado de [46]. Creado con mapchart.net. 
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1.3.1. Epidemiología molecular 

Las distintas UDTs se encuentran a lo largo de toda América Latina, aunque con una 

distribución diferente según la región geográfica  (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Distribución geográfica de las diferentes UDTs de T. cruzi en el continente 
americano. El tamaño de los círculos refleja el porcentaje que representa cada UDT respecto 
al total encontrado en cada país, según los datos disponibles en el trabajo de Velásquez-Ortiz, 

et al. de 2022 [47].  

 

TcI es la UDT que se halla con mayor frecuencia y la que está ampliamente distribuida 

en todo el continente americano, con mayor representación en América Central y del 

Norte [48]. Las UDTs TcII, TcV y TcVI son más comunes en los países de América del 

Sur. Concretamente, TcII presenta una elevada prevalencia en Brasil, TcV en Bolivia y 

Paraguay y TcVI se encuentra mayoritariamente en Argentina [42,48].  
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Por otro lado, TcIII y TcIV son las UDTs con menor representación en el continente 

americano: TcIII es prevalente en Paraguay, mientras que TcIV es frecuente en 

Venezuela [42]. Respecto a la UDT identificada recientemente, Tcbat, ha sido 

detectada de forma puntual en Colombia, Brasil, Panamá y Ecuador [47].  

En España, la UDT encontrada con mayor frecuencia es TcV, aunque también se han 

encontrado casos de infección por las UDTs TcIV, TcVI, TcII y TcI [49–52].  

 

1.3.2. Prevención y control 

Como una de las ETD definidas por la OMS, la EC está incluida en la hoja de ruta para 

la prevención, control, eliminación o erradicación de este tipo de enfermedades. En 

concreto, el objetivo para 2030 planteado para el control de la EC, a llevar a cabo tanto 

en países endémicos como no endémicos, es la interrupción de las cuatro vías 

principales de transmisión (vectorial, transfusión de sangre, trasplante de órganos y 

vertical) [2]. En las últimas décadas se han llevado a cabo diversas iniciativas a nivel 

mundial que han permitido reducir la incidencia de la EC [41].  

El control de la transmisión vectorial ha sido el método más eficaz de prevención de la 

EC en América Latina [44]. A partir de la década de 1990, los países endémicos 

crearon planes intergubernamentales para mejorar la prevención, el control y la 

atención de la EC en estos países [53]. La iniciativa del Cono Sur (INCOSUR)1 fue la 

primera iniciativa en crearse en 1991. Más tarde, se fueron estableciendo otras 

iniciativas con el mismo propósito: la iniciativa de los Países de Centroamérica (IPCA)2 

en 1997, la iniciativa de los Países Andinos (IPA)3 en 1998 y la iniciativa de los Países 

                                                           
1
 Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Perú 

2
 Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panamá 

3
 Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela 
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Amazónicos (AMCHA)1 en 2004. México, que desarrolló una iniciativa de ámbito 

nacional en 2003 [53], se incorporó a la IPCA en 2013 [54]. Aunque los programas y 

planes de estas incitativas están adaptados según el país y área de acción, en general 

se basan en la desinfestación de las viviendas, el cribado y detección de la infección 

por T. cruzi en los bancos de sangre, así como la implementación de acciones 

dirigidas a reducir la morbilidad y mortalidad mediante una atención médica y 

tratamiento oportuno [54]. La aplicación de estas iniciativas ha contribuido a la 

interrupción de la transmisión vectorial de T. cruzi en Chile, Guatemala y Uruguay, así 

como en ciertos territorios de Argentina, Brasil, El Salvador, Honduras, Paraguay, Perú 

y México [55].  

La transmisión congénita ocurre en un 5% de los embarazos en América Latina, 

siendo este porcentaje algo menor en zonas no endémicas (alrededor del 2,7%) [56]. 

En España, diferentes estudios han reportado porcentajes de infección congénita de 

entre un 1-7% [57–61]. En cuanto a su control, no existe en Europa ningún tipo de 

legislación ni recomendación común acerca del cribado de la mujer embarazada que 

provenga de zona endémica [62]. En España, concretamente en Cataluña, Valencia, 

Galicia, y en la región de la Toscana en Italia, sí que hay disponible un protocolo sobre 

el cribado serológico para la detección de la infección por T. cruzi durante el 

embarazo, así como el seguimiento de los recién nacidos de madres infectadas [63–

66]. Recientemente, ha sido aprobada la iniciativa ‘Ningún bebé con Chagas’ que tiene 

por objetivo contribuir a la eliminación de la transmisión vertical, que cuenta con la 

participación de Argentina, Brasil, Colombia y España [67]. 

                                                           
1
 Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana francesa, Guyana, Perú, Suriname y Venezuela 
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Otro punto de mejora importante en el control de la EC se debe a la intensificación de 

las acciones de cribado de la infección establecidas en los bancos de sangre. 

Actualmente, los 21 países endémicos presentan una cobertura de casi el 100% en el 

cribado de donantes de sangre [68]. La probabilidad de adquirir la EC tras la 

transfusión de una unidad de sangre de un donante infectado se encuentra entre el 10-

20% [69]. La mayoría de países europeos disponen de legislación nacional para el 

cribado de la infección por T. cruzi en donantes de riesgo [62]. En España, el cribado 

pasó a ser obligatorio en 2005 (Real Decreto 1088/2005) y, atendiendo a los últimos 

datos disponibles, la prevalencia entre los donantes de sangre cribados para EC fue 

menor al 0,06% [70]. 

Respecto al control de la transmisión por trasplante de órganos, la mayoría de países 

europeos, incluido España, se rigen por recomendaciones tanto nacionales como 

internacionales [62,71]. El cribado de la infección por T. cruzi se debe realizar tanto en 

el donante como en el receptor [72]. La trasmisión por trasplante de órganos no ocurre 

en todos los casos, ya que el riesgo depende del órgano trasplantado en cuestión, 

siendo las tasas de infección mayores en el caso del corazón (0,75-1), seguido del 

hígado (0-0,29) y el riñón (0-0,19) [73,74]. Así, el trasplante de órganos de donantes 

con infección aguda por T. cruzi, o el trasplante de corazón e intestino de donantes 

con infección crónica está contraindicado, mientras que el trasplante de otros órganos, 

como el hígado o el riñón, está sujeto a valoración [71,75]. En el caso del receptor se 

recomienda una monitorización estrecha para detectar una posible reactivación (en 

receptores con infección previa) o infección aguda (en receptores seronegativos) [76]. 

A pesar de los hitos conseguidos en los últimos años, uno de los grandes obstáculos 

para el control y la prevención de la EC es la elevada proporción de casos sin 

diagnosticar. Globalmente, se calcula que un 90% de las personas infectadas con T. 

cruzi no lo saben [77]; recientemente en España este porcentaje ha sido estimado en 

un 70% [78].  
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Fuera del área endémica, el infradiagnóstico de las personas infectadas por T. cruzi 

responde a una compleja matriz de factores interrelacionados, atribuidos 

principalmente al desconocimiento de la enfermedad (generalmente asintomática), a 

barreras psicosociales, como el miedo y el estigma entorno a la EC y a barreras 

administrativas, como la dificultad de acceso a los sistemas de salud [79]. Además,  la 

población de riesgo y muchos profesionales sanitarios desconocen la EC y sus 

implicaciones [80,81]. Estos factores complican el acceso al diagnóstico y, en 

consecuencia, al tratamiento y al seguimiento clínico de la población de riesgo [82]. 

Por ende, y atendiendo a las diversas dimensiones que la EC abarca (políticas, 

económicas, biomédicas y sociales), es necesario que sea abordada de una forma 

multidimensional [83]. 

De esta manera, las actividades comunitarias forman parte de las estrategias de 

prevención que tienen como objetivo identificar y acceder a la población de riesgo para 

mitigar estas barreras psicoemocionales y socioantropológicas que presenta la EC 

[82,84].  

En España, la EC está fuera del plan de control nacional y tampoco está considerada 

en el sistema nacional de vigilancia [85]. Sin embargo, se han realizado distintas 

intervenciones que han demostrado ser una herramienta útil para llegar a la población 

susceptible [82,86,87] y también para promover el conocimiento y concienciación 

sobre la EC [86].  

Un ejemplo pionero de sensibilización y empoderamiento de las personas afectadas es 

el programa del paciente experto en Cataluña. Este tiene como objetivo formar a 

personas que han sido diagnosticadas de EC, brindándoles conocimiento e 

información técnica acerca de la enfermedad, para que puedan transmitirla de forma 

accesible a su comunidad [88]. Otras estrategias comunitarias llevadas a cabo han 

sido la realización de talleres en centros de salud, la asistencia a eventos (fiestas 
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nacionales, elecciones…) o la realización de cribados in situ a través de campañas. En 

un estudio donde se comparaban dichas actuaciones, se observó que el cribado in situ 

era la que mayor cobertura ofrecía [79]. Aun así, las estrategias de cribado deben ser 

aplicadas atendiendo a las necesidades y objetivos planteados.  

 

1.4. PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

La EC tiene una presentación clínica y una progresión variables, donde ocurre una 

primera fase aguda seguida de una fase crónica si los pacientes no son tratados [27] 

(Figura 5). 

 

1.4.1. Fase aguda 

La fase aguda presenta un tiempo de incubación que varía de una a dos semanas, 

pudiendo durar hasta los dos meses, y se caracteriza por la presencia de un gran 

número de parásitos en sangre [89]. En la mayor parte de los casos se trata de una 

fase asintomática, aunque pueden ocurrir síntomas, en general leves, que incluyen 

fiebre, hepatoesplenomegalía y adenopatías. En algunas ocasiones pude aparecer 

inflamación en el sitio de inoculación del parásito a través del vector, denominado 

Chagoma si se produce a través de la piel, o Signo de Romaña si se produce a través 

de la mucosa ocular [27]. En un 1-5% de los casos estos síntomas pueden ser graves, 

como miocarditis o meningoencefalitis [69], siendo el riesgo de mortalidad en esta fase 

de un 0,2-0,5% [27].  
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Esta fase representa el primer contacto entre el parásito y el hospedador, momento en 

el que se desencadena la respuesta inmunológica [90]. Tanto la inmunidad innata 

como la adaptativa juegan un papel clave en el control de la replicación del parásito y 

su consecuente diseminación por el organismo [89], mediante el papel de distintas 

citoquinas (como Interleuquina (IL)-12, factor de necrosis tumoral (TNF)-α e Interferón 

(IFN)-γ) como a través de anticuerpos, linfocitos T CD8+ (citotóxicos) y CD4+ 

(colaboradores). La inmunidad protectora en la fase temprana de la enfermedad se 

asocia a una respuesta inflamatoria de tipo Th1 (h de helper en inglés) [89], donde la 

fagocitosis cumple un rol esencial para el control y destrucción del parásito [91].  

Después de 2-3 meses se consigue un control del número de parásitos en sangre y en 

tejidos [92], lo que lleva al inicio de la fase crónica de la enfermedad. 

 

1.4.2. Fase crónica 

La fase crónica está caracterizada por una parasitemia baja e intermitente, pero con 

una elevada producción de anticuerpos específicos contra T. cruzi de tipo 

inmunoglobulinas G (IgG) [93]. En esta fase, alrededor de un 60-70% de las personas 

infectadas con T. cruzi son asintomáticas, conocido como forma crónica 

indeterminada. El porcentaje restante desarrollará una forma clínica con afectaciones 

cardíacas, digestivas, o ambas, que pueden aparecer entre 10 y 30 años después de 

haber adquirido la infección [27]. 

La aparición, o no, de sintomatología en la fase crónica depende principalmente de la 

respuesta inmunológica que se produzca en el individuo [92]: la existencia de un 

balance entre citoquinas inflamatorias (como TNF-α e IFN-γ) y antiinflamatorias (como 

IL-10) supone una ausencia de manifestaciones clínicas en la fase crónica de la EC 

[89].   
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La forma crónica cardíaca es la más frecuente (se desarrolla en un 14-45% de los 

individuos) y la más severa, afectando principalmente al sistema conductor del 

corazón y produciendo alteraciones en el miocardio, que pueden desembocar en 

insuficiencia cardíaca [94]. La afectación digestiva se produce en un 10-20% de los 

sujetos, con la aparición de mega vísceras (megaesófago y megacolon) debido a 

lesiones del sistema nervioso entérico que resultan en dilataciones de estos órganos 

[95]. La presencia de ambas implicaciones, cardíacas y digestivas, se presenta en un 

bajo porcentaje de personas infectadas, alrededor del 5-20% [27]. 

En situaciones de inmunosupresión producidos durante la fase crónica, puede ocurrir 

una reactivación de la infección, pudiendo ocasionar un cuadro agudo y grave, como 

miocarditis, afectación del sistema nervioso central (meningoencefalitis o abscesos 

cerebrales) o lesiones cutáneas [96]. 

 

Figura 5. Esquema de las características clínicas y métodos de detección de las fases de 
la EC. Adaptado de [97,98]. Creado con Biorender.com. 
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1.5. DIAGNÓSTICO 

La fase clínica de la EC determinará qué métodos de diagnóstico deben aplicarse. Por 

consecuente, si se trata de una infección aguda, caracterizada por una parasitemia 

elevada, las herramientas para la detección directa del parásito serán las más 

recomendadas (técnicas parasitológicas y moleculares). Por el contrario, en la fase 

crónica, donde la parasitemia es más baja, el diagnóstico se centrará en la detección 

de anticuerpos específicos contra T. cruzi (técnicas serológicas) [97]  (Figura 5). 

 

1.5.1. Parasitológico 

Los métodos parasitológicos tienen como objetivo visualizar la presencia de T. cruzi 

mediante el examen microscópico.  

Los parásitos circulantes en sangre periférica pueden detectarse por microscopía bien 

por observación de tripomastigotes en examen en fresco, o bien mediante gota gruesa 

y extensión teñidas con colorante (Giemsa), con valores de sensibilidad que varían 

entre el 34% y el 92% [97]. Con los métodos de concentración, como el método de 

Strout o el microhematocrito [99,100], se puede incrementar la sensibilidad, 

obteniendo porcentajes superiores al 95% [101].  

Otras técnicas parasitológicas son el hemocultivo y el xenodiagnóstico, que permiten 

la proliferación de parásitos en cultivos in vitro o vectores, respectivamente [102]. 

Estas técnicas están cada vez más en desuso para el diagnóstico de la EC, quedando 

relegadas a laboratorios especializados en investigación [103]. 
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1.5.2. Molecular 

Las técnicas de amplificación molecular, como la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR, del inglés polymerase chain reaction), permiten la detección de ADN de T. cruzi 

mediante cebadores que se unen a secuencias de ADN concretas.  

Existen distintos ensayos basados en la PCR para la detección molecular de T. cruzi, 

especialmente útiles en situaciones de elevada parasitemia, ya que presentan una 

sensibilidad y especificidad mayor en comparación a los métodos parasitológicos 

tradicionales [104]. Se utiliza principalmente para el diagnóstico de la fase aguda, la 

detección temprana de la transmisión congénita [105,106], la reactivación en pacientes 

inmunosuprimidos y el seguimiento post-trasplante [107,108]. Por el contrario, en la 

fase crónica, debido a la baja parasitemia, la sensibilidad de la PCR disminuye de 

forma considerable, por lo que su uso como único método diagnóstico en pacientes 

con infección crónica no está recomendado. Aun así, puede emplearse como 

herramienta complementaria en casos donde la serología sea discordante [109]. 

Además de la carga parasitaria presente en la muestra, la sensibilidad de la PCR varía 

atendiendo a otros factores, como el volumen de sangre analizado, el método de 

extracción de ADN empleado o la diana escogida [110].  

Con el fin de aumentar la sensibilidad de la técnica para su uso en la fase crónica, se 

ha propuesto la estrategia de analizar muestras seriadas para aumentar el volumen de 

muestra analizado y así la probabilidad de detectar ADN de T. cruzi [111,112].  
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La extracción de ácidos nucleicos es un paso importante para muchas aplicaciones de 

biología molecular, como la PCR. Para ello, es necesario que el material genético 

extraído esté libre de componentes que puedan inhibir las reacciones de PCR [113]. 

En el caso de la detección molecular de T. cruzi, la muestra de sangre para análisis 

moleculares debe ser tratada con clorhidrato de guanidina 6M-EDTA 0,2M pH8 

(guanidina-EDTA-sangre; GEB). Este pre-tratamiento permite homogeneizar las 

muestras e inhibir las ADNasas, de manera que se conserve el ADN del parásito, 

aumentando así la eficacia de la extracción [97]. 

 Existen diversos tipos de procedimientos para la extracción de ADN, desde los más 

convencionales, como el método del fenol-cloroformo, hasta los más actuales, como 

los basados en membranas de sílice, fibras de vidrio o partículas magnéticas [114]. La 

mayoría de estos sistemas actuales están disponibles en kits comerciales que facilitan 

el proceso de extracción del material genético de la muestra de interés [114].  

Con el desarrollo de los sistemas automatizados de extracción (basados 

principalmente en partículas magnéticas) se ha conseguido una serie de ventajas 

respecto a los manuales (basados en matrices de sílice o fibras de vidrio), como la 

reducción en el tiempo de procesamiento, menor riesgo de contaminación, la 

posibilidad de analizar un mayor número de muestras de forma simultánea e 

incrementar la reproducibilidad de los resultados [114–116]. Aunque el sistema manual 

de extracción de ADN basado en columnas de sílice es ampliamente usado en 

estudios moleculares de T. cruzi [13,49,117–120], este método presenta importantes 

desventajas cuando deben analizarse un gran volumen de muestras [115,116]. De 

este modo, diversos ensayos clínicos sobre el tratamiento de la EC crónica han 

empleado sistemas automatizados con un mayor rendimiento para la extracción de 

ADN [121,122]. 



Introducción 
 

28 

La metodología de detección molecular mejoró con el desarrollo de diferentes 

sistemas de PCR a tiempo real que, a diferencia de la PCR a tiempo final, permite la 

amplificación y la detección de la misma a medida que se produce. Adicionalmente, se 

permite la cuantificación de la carga parasitaria presente en la muestra [123,124].  

Con respecto a las dianas para la detección de ADN de T. cruzi, las más utilizadas son 

el ADNk y el ADNsat [125]; ambas regiones están presentes en un número muy 

elevado de copias en el genoma del parásito, lo que permiten alcanzar una elevada 

sensibilidad y especificidad. En un estudio realizado por Ramírez et al. se determinó 

que la amplificación de ADNk mostraba una sensibilidad mayor respecto a la de 

ADNsat [126]. Existen múltiples parejas de cebadores, siendo la más ampliamente 

utilizada la descrita por Pirón et al. en 2007 para la amplificación de ADNsat por PCR a 

tiempo real [123]. Sin embargo, en 2017 se evaluó un nuevo set de cebadores que 

mostró una mejor sensibilidad [127]. 

Por otro lado, es importante que en la muestra eluida no haya presencia de sustancias 

inhibitorias, ya que esto podría causar la obtención de resultados de falsos negativos 

durante la amplificación del ADN. Con el fin de validar los resultados obtenidos, los 

protocolos de PCR a tiempo real permiten utilizar controles internos de amplificación 

(IAC, del inglés internal control amplification), que co-amplifican con la secuencia diana 

permitiendo detectar los falsos negativos debidos a la inhibición en la reacción de 

amplificación [124]. Algunos estudios incluyen como control interno un fragmento de 

ADN humano, como el gen de la Ribonucleasa P (RNAsa P) [123]. No obstante, el 

contenido de ADN humano puede ser muy variable entre muestras ya que depende 

del estado nutricional, metabólico e inmunológico del paciente [124]. Para ello, se ha 

validado el uso de un control interno extrínseco, como el plásmido linear pZErO-2 

recombinante que contiene una secuencia de una aquaporina de Arabidopsis thaliana 

[124]. 



Introducción 

 

29 

A pesar de las ventajas que ofrece la reacción de la PCR en el diagnóstico molecular 

de la EC, en áreas donde los recursos son escasos, no pudiendo contar con la 

infraestructura y los equipos necesarios para llevarlas a cabo, otras herramientas 

moleculares serian adecuadas [128]. Así, la amplificación isotérmica mediada por 

bucle (LAMP, del inglés loop-mediated isothermal amplification) necesita temperaturas 

más bajas para llevar a cabo la reacción que en el caso de la PCR, obteniendo 

resultados que pueden detectarse a simple vista en aproximadamente una hora 

[129,130].  

 

1.5.3. Serológico 

Las técnicas serológicas para el diagnóstico de la EC tienen como finalidad detectar 

anticuerpos IgG anti-T. cruzi. Estas técnicas usan como antígenos el parásito completo 

y extractos purificados (pruebas convencionales) o antígenos recombinantes y 

péptidos sintéticos (pruebas no convencionales).  

Las pruebas convencionales más comunes son la inmunofluorescencia indirecta, la 

hemoaglutinación indirecta y los ensayos inmunoenzimáticos (ELISA, del inglés 

enzyme-linked immunosorbent assay). Recientemente, se ha comercializado un kit de 

diagnóstico en formato de quimioluminiscencia (CLIA, del inglés chemiluminescence 

immunoassay) basado en la detección de antígeno nativo. Las pruebas no 

convencionales pueden usarse también en formato CLIA, ELISA o en tiras de 

inmunocromatografía (prueba de diagnóstico rápido, PDR). Las técnicas 

convencionales presentan una mayor sensibilidad pero existe el inconveniente de 

encontrar reacciones cruzadas con otros tripanosomátidos, como T. rangeli o 

Leishmania spp. [131,132]. Por tanto, con las técnicas no convencionales se ha 

conseguido aumentar la especificidad de la detección serológica disminuyendo la 

reactividad cruzada.  
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Debido a la inexistencia actual de una prueba de referencia serológica que por sí sola 

alcance el 100% de sensibilidad y especificidad, el diagnóstico serológico debe 

basarse en el uso de dos test serológicos que empleen una tecnología y un tipo de 

antígeno distintos [133]. No obstante, el hecho de utilizar dos pruebas serológicas 

diferentes puede dar lugar a la obtención de resultados discordantes, por lo que en 

estos casos se debe realizar una tercera prueba para esclarecer el diagnóstico [133]. 

En el caso de la serología en formato CLIA usando antígenos recombinantes, su 

sensibilidad es tan elevada que se ha planteado su uso como única prueba de 

diagnóstico [134]. 

Por el contrario, las PDR no tienen una sensibilidad suficientemente elevada como 

para ser usadas en solitario en el diagnóstico serológico de la EC [135]. Aun así, son 

una buena alternativa en zonas donde el acceso al diagnóstico es limitado o para la 

realización de cribados a gran escala [136,137], ya que no requieren de una 

infraestructura para su análisis y permiten un resultado rápido (alrededor de los 10-15 

minutos) [138]. Aunque un resultado positivo obtenido mediante una PDR debe 

confirmarse mediante métodos serológicos convencionales [135], diversos estudios 

han propuesto el uso de dos PDR distintas con resultado concordante para determinar 

el diagnóstico, particularmente en áreas de difícil acceso [136,139,140]. 

Si bien las muestras convencionales para serología son el suero o el plasma, también 

se ha planteado el uso de muestras de sangre seca en papel de filtro (DBS, del inglés 

dried blood spot) para realizar determinaciones serológicas [141]. En este tipo de 

muestra, los anticuerpos quedan retenidos en la superficie del papel de filtro de 

celulosa, el cual presenta poros de distinto tamaño según las partículas que quieran 

ser retenidas. Para poder realizar ensayos serológicos a partir de sangre seca, es 

necesario realizar un protocolo de elución para poder recuperar los anticuerpos 

adheridos en el papel, siendo el tampón salino fosfatado (PBS, del inglés phosphate-

buffered saline) el más utilizado [142]. 
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La muestra de DBS es fácil de recoger, de bajo coste y simplifica el transporte y 

almacenamiento de muestras sanguíneas [143], lo que la hace una alternativa práctica 

a las muestras convencionales, especialmente en zonas con escaso acceso a 

servicios de laboratorio, así como escenarios de cribado comunitario o estudios 

epidemiológicos a gran escala [144]. 

Ambas PDR y DBS pueden realizarse y obtenerse a partir de una punción en el dedo, 

lo que facilita la logística del procedimiento así como la predisposición del paciente a 

ser examinado [102]. 

 

1.6. TRATAMIENTO 

Desde su desarrollo en los años 60-70s, los únicos fármacos aprobados para el 

tratamiento de la EC son el Benznidazol (BNZ) y el Nifurtimox (NFX). Ambos fármacos 

requieren de largos periodos de tratamiento, presentan un amplio abanico de efectos 

secundarios y, aunque su eficacia es variable dependiendo de la fase de la EC en la 

que se administran, esta es mayor si se administran lo antes posible tras la infección 

[145]. No obstante, en general se prefiere el tratamiento con BNZ frente al de NFX por 

su mejor tolerabilidad, menor presencia de efectos secundarios y, posiblemente, 

mayor eficacia [27]. Debido a los efectos adversos, el tratamiento se interrumpe en un 

9-29% de los casos para el BNZ [146,147], mientras que para el NFX esté porcentaje 

es algo más elevado, entre el 14-75% [148]. 

En fase aguda se recomienda siempre el tratamiento, independientemente de la vía de 

transmisión, ya que mejora la sintomatología y elimina la parasitemia [133,149], 

alcanzando un porcentaje de curación de aproximadamente el 80% [150]. El 

tratamiento temprano en casos de inmunosupresión previene la progresión hacia una 

forma severa de EC [96] y, en los casos congénitos, el tratamiento durante el primer 
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año de vida permite alcanzar una curación del 100% [151,152]. Esto destaca la 

importancia de cribar a los recién nacidos de madres infectadas con T. cruzi lo antes 

posible, ya que retrasar el inicio del tratamiento puede disminuir la eficacia del mismo 

[151].  

La eficacia del tratamiento, tanto de BNZ como de NFX, en la fase crónica de la EC 

disminuye según el paso del tiempo desde la infección primaria y sus valores son muy 

bajos cuando hay afectación orgánica [153]. En el caso de BNZ, los porcentajes de 

curación son más elevados si los pacientes son tratados en edades más tempranas 

(60-94% en menores de 13 años), mientras que en adultos son muy variables. En 

algunos estudios, la eficacia no llega al 40% [27], sin embargo, según nuestros datos, 

el porcentaje de fracaso de tratamiento encontrado es únicamente del 2% [154]. 

Respecto al NFX, en individuos menores de 14 años en fase crónica el porcentaje de 

curación está en un 86%, mientras que en adultos no llega al 10% [155]. A pesar de 

los diversos valores de eficacia, se ha demostrado que la transmisión de madre a hijo 

se reduce drásticamente en mujeres tratadas en edad fértil [156] y que en adultos con 

EC crónica indeterminada el tratamiento reduce la progresión hacia la forma 

sintomática [27].  

En vista de que tanto BNZ como NFX están lejos de ser un tratamiento ideal para la 

EC, especialmente en fase crónica, es necesario el desarrollo e investigación de 

nuevos fármacos o pautas de tratamiento. Un ensayo clínico reciente para evaluar 

nuevos esquemas terapéuticos de BNZ es el estudio MULTIBENZ (identificador de 

ClinicalTrials.gov: NCT03191162). Este es un ensayo clínico de fase II, aleatorio y 

multicéntrico a nivel internacional que tiene por objetivo evaluar la seguridad y eficacia 

de tres pautas de dosis distintas de BNZ para el tratamiento de la EC en fase crónica. 

Las pautas a comparar son una dosis baja (150mg/día durante 60 días) o una dosis 

corta (400mg/día durante 15 días) frente a la dosis estándar de BNZ (300 mg/día 

durante 60 días) [157]. 
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La monitorización de la respuesta al tratamiento no está todavía bien definida. 

Actualmente, el único criterio de curación de la EC es la seroreversión, pero el nivel de 

anticuerpos en los pacientes crónicos se mantiene elevado durante muchos años, 

incluso después del tratamiento [158]. Esto supone un inconveniente en los ensayos 

clínicos que evalúan la eficacia de nuevos enfoques terapéuticos para la fase crónica 

de la EC [159]. En este contexto, la detección de ADN de T. cruzi en sangre periférica 

mediante PCR a tiempo real se ha utilizado como biomarcador indirecto de respuesta 

terapéutica en ensayos clínicos a corto plazo de la EC crónica [121,160–162]. Aunque 

la detección de ADN es una herramienta útil para la detección temprana del fracaso 

del tratamiento, no es útil para determinar curación, ya que un resultado negativo no 

indica la ausencia de infección [163]. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

A pesar de haber transcurrido más de 100 años desde su descubrimiento, la EC 

requiere de medidas que ayuden a su control y que impliquen mejoras en el 

diagnóstico.  

El uso de la PCR en la fase crónica presenta valores de sensibilidad variables entre 

protocolos, aunque todos ellos presentan un valor limitado para ser usados como 

herramienta diagnóstica. De esta manera, evaluar alternativas a los ensayos ya 

descritos que aumenten la capacidad de detección de ADN de T. cruzi, serán 

especialmente útiles en la detección de fracasos terapéuticos y en la evaluación de 

nuevos esquemas de tratamiento.  

Por otro lado, la ausencia de síntomas en esta fase, las barreras de acceso al sistema 

sanitario, así como el miedo, el estigma y el desconocimiento por parte de los 

profesionales sanitarios, hace que la EC esté altamente infradiagnosticada. La 

dificultad de llegar a la población más susceptible implica que deben estudiarse 

alternativas al diagnóstico serológico convencional, en particular aquellas dirigidas al 

cribado en la comunidad que permitan aumentar la detección de casos, facilitando el 

acceso al tratamiento y el correcto manejo del paciente. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo principal:  

Evaluar alternativas en la metodología existente para la detección molecular y el 

cribado serológico de la infección crónica por T. cruzi. 

 

Objetivos específicos: 

 Evaluar la sensibilidad de la técnica de PCR a tiempo real al combinar dos 

sistemas de extracción de ADN y dos parejas de cebadores para la detección 

molecular de T. cruzi. 

 

 Evaluar el rendimiento de un distinto número de réplicas de extracción de ADN en 

la mejora de la capacidad de detección de ADN de T. cruzi de la PCR en tiempo 

real en el contexto del ensayo clínico MULTIBENZ. 

 

 Evaluar la utilidad de la muestra de DBS como alternativa a la muestra de suero 

para la detección de anticuerpos frente a T. cruzi por medio de dos técnicas 

serológicas diferentes.  

 

 Evaluar el uso de una PDR (Trypanosoma Detect™) para la detección de 

anticuerpos frente a T. cruzi. 

 

 Proponer un algoritmo de cribado serológico de fácil implementación y alta 

sensibilidad para su aplicación a nivel comunitario. 

 

 Describir el protocolo y los resultados de la fase piloto de un programa de cribado 

oportunista, utilizando una PDR y muestra de DBS, para la EC en farmacias 

comunitarias en Barcelona (España).  
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4. RESULTADOS 

Los resultados de la presente Tesis Doctoral están recogidos en dos artículos 

publicados en revistas indexadas y dos trabajos pendientes de publicación. 

 

4.1. ARTÍCULOS PUBLICADOS 

Los artículos publicados que componen parte de los resultados de esta Tesis Doctoral 

son los siguientes: 

 

Trabajo 1.  Comparación de métodos de extracción de ADN y 

ensayos de PCR a tiempo real para el diagnóstico molecular de la 

enfermedad de Chagas crónica. 

 

Título original: Comparison of DNA extraction methods and real-time PCR assays for 

the molecular diagnostics of chronic Chagas disease. 

Autores: Silgado A, Moure Z, de Oliveira MT, Serre-Delcor N, Salvador F, Oliveira I, 

Molina I, Pumarola T, Ramírez JC, Sulleiro E.  

Revista: Future Microbiology (Factor de Impacto: 3,553; Q3 en Microbiología). 

Fecha publicación: Agosto 2020. 

DOI: 10.2217/fmb-2020-0023. 

Reproducido de Future Microbiol. (2020) 15(12), 1139-1145 con permiso de Future 

Medicine Ltd. 
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Resumen 

Objetivo: Comparar la sensibilidad final de cuatro protocolos combinando dos métodos 

de extracción de ADN y dos ensayos de PCR a tiempo real para la detección de 

ADNsat de T. cruzi en muestras de sangre de pacientes con infección crónica.  

Material y métodos: Se analizaron 98 muestras sanguíneas mediante dos métodos de 

extracción de ADN (uno automatizado y otro manual) y dos parejas de cebadores 

dirigidas a la amplificación de ADNsat de T. cruzi (un conjunto habitualmente 

empleado y otro diseñado recientemente).  

Resultados: Con el método de extracción de ADN manual se obtuvieron porcentajes 

de positividad mayores respecto al automatizado, aunque las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas (53-56% vs. 45-47%, respectivamente, p>0,05). En 

ambos sistemas, la positividad fue mayor al utilizar el nuevo conjunto de cebadores 

para la PCR a tiempo real (p>0,05). De la misma manera, se obtuvieron valores de Ct 

más bajos cuando las muestras fueron analizadas con la nueva pareja de cebadores 

(29,64 vs. 32,64 para el sistema automatizado [p<0,001] y 30,01 vs. 31,01 para el 

sistema manual [p<0,05]). El número de muestras inhibidas o con valores del IAC 

fuera de rango fue superior en el caso del sistema manual (8 vs. 4 muestras). 

Conclusiones: El uso de sistemas automatizados de extracción de ADN presenta 

resultados comparables a la extracción manual y un menor número de inhibiciones, lo 

cual facilita la implementación de las técnicas moleculares cuando se requiere analizar 

un elevado número de muestras. El nuevo set de cebadores presenta mejores 

resultados de sensibilidad que el descrito previamente para la detección de ADN de T. 

cruzi en pacientes con infección crónica.  
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Aim: This work aimed to compare the sensitivity of four protocols for the detection of Trypanosoma cruzi
DNA in 98 blood samples from chronic Chagas disease patients. Materials & methods: Two DNA extraction
(automated and manual) methods and two T. cruzi satellite DNA qPCRs (with a recent design and the
usually used set of primers) were analyzed. Results: Both DNA extraction methods and qPCR assays tested
in this work gave comparable qualitative results, although the lowest Ct values were obtained when
samples were analyzed using the new set of primers for T. cruzi satellite DNA. Conclusion: Our results
encourage the implementation of automated DNA extraction systems and the new T. cruzi qPCR for the
molecular diagnostics and treatment response monitoring of chronic Chagas disease patients.

First draft submitted: 28 January 2020; Accepted for publication: 31 July 2020; Published online:
21 September 2020

Keywords: Chagas disease • clinical trials • DNA extraction • molecular diagnostics • real-time PCR • treatment
monitoring • Trypanosoma cruzi

Chagas disease (CD) is a parasitic infection caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, with about
6–7 million people infected worldwide [1]. CD is a major public health problem not only in Latin America, where it
is endemic, but also in other regions such as Europe, North America, Japan and Australia, mainly due to migration
movements [2].

The acute phase of infection, usually asymptomatic, is characterized by a high parasitemia, allowing T. cruzi
detection in blood samples by microscopy or PCR. However, during the chronic stage, there is a dramatic reduction
of parasite burden and the diagnosis of CD is based on serological methods [3]. Since chronic patients may remain
seropositive many years after treatment, the detection of T. cruzi DNA by real-time PCR has been used as a
biomarker of therapeutic response in short-term clinical trials of chronic CD [4–7].

The low sensitivity of PCR assays for the molecular diagnostics of T. cruzi chronic infection is mostly attributed
to the low and intermittent parasite load of chronic patients [3,8]; however, the DNA extraction method and the
PCR assay used for sample analysis may also play a decisive role [8]. In clinical trials of chronic CD in which a
positive PCR result during the screening phase is mandatory for patient enrolment, this low PCR sensitivity implies
that a larger number of subjects should be tested to complete the number of patients to be randomized.

The most used PCR assay for the molecular diagnostics of T. cruzi infection and therapeutic response monitoring
in clinical trials of chronic CD is composed of a spin column-based DNA extraction method and a T. cruzi satellite
DNA (SatDNA) qPCR designed by Piron et al. [9,10]. Recently, a new set of primers targeted to SatDNA sequences,
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not yet tested in clinical samples, has shown a higher sensitivity against T. cruzi stocks from discrete typing units
(DTUs) TcI-TcVI in comparison to the original qPCR assay [11].

In studies like clinical trials that require the analysis of a large number of samples, it is highly recommended the
use of automated DNA extraction systems [12,13]. In general, automated and manual (spin column based) extraction
methods have comparable efficiencies of DNA recovery and PCR inhibitors elimination, but automated systems
decrease results variability, require less hands-on time, and reduce the risk of cross-contamination in molecular
biology laboratories [12–15].

This work aimed to compare the sensitivity of four protocols, based on the combination of two DNA extraction
methods and two qPCR assays, including an automated DNA extraction system and the new set of SatDNA
primers, for the molecular diagnostics of T. cruzi infection and post-treatment follow-up monitoring of chronic
CD patients during MULTIBENZ clinical trial (NCT03191162).

Materials & methods
Ethics statement
The samples used in this work were collected during the MULTIBENZ clinical trial (NCT03191162). This study
was approved by the Medicines Research Ethics Committees of the Vall d’Hebrón University Hospital (HUVH),
according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki. Written informed consent forms were signed
by the study subjects. All samples were anonymized before being analyzed.

Patients & blood samples
A total of 98 blood samples from Latin American migrants residing in Barcelona were collected from April 2017
to September 2018 during the screening phase of the MULTIBENZ study. The inclusion criteria were adults (>
18 years old) diagnosed with chronic CD by two different serological tests, who had not been previously treated
with Benznidazole or Nifurtimox. Neither pregnant nor immunocompromised subjects were included.

Five ml of blood samples were mixed with an equal volume of 6 M Guanidine hydrochloride – 0.2 M EDTA
pH 8 buffer (GEB), kept at room temperature for 72 h, and stored at 4◦C until DNA extraction.

DNA extraction methods
The DNA extraction was performed using two different methodologies:

◦ Nuclisense easyMAG (bioMérieux Diagnostics, Marcy-l’Étoile, France), an automated system based on magnetic
silica particles. The DNA was extracted from 200 μl of GEB samples and eluted in 55 μl of the elution buffer,
as recommended by the manufacturer.

◦ High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Manheim, Germany), based on glass fiber spin
columns. The DNA was extracted from 300 μl of GEB samples and eluted in 100 μl of the elution buffer, as
previously described [10].

In both cases, 200 pg of an internal amplification control (IAC) were added at the beginning of each DNA
extraction [10], and eluted DNAs were kept at -20◦C until qPCR analysis. A seronegative GEB sample was included
in every DNA extraction procedure as a negative control.

Real-time PCR assays
Two duplex qPCR assays were compared (Table 1). The qPCR 1 was the widely used protocol targeted to T. cruzi
SatDNA and IAC sequences [10], whereas the qPCR 2 was a modification of qPCR 1 using a new set of primers
for each molecular target.

Both qPCR assays were performed on duplicates using the FastStart Universal Probe Master Mix (Roche
Diagnostics) with 5 μl of DNA sample in a final volume of 25 μl. Amplifications were carried out in a CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). The cycling conditions were an
initial step of 15 min at 95◦C, followed by 40 cycles at 95◦C for 15 s and 58◦C for 1 min.

Negative (nuclease-free water) and positive (clinical sample with threshold cycle [Ct] = 31 ± 1) controls were
included in every run, as recommended [16]. A sample was considered positive for T. cruzi DNA if at least one PCR
replicate had a positive result.
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Table 1. Primers and probes used for the detection of T. cruzi satellite DNA and IAC sequences in the two qPCR
assays tested in this work.
Assay Target Oligonucleotide Sequence 5′–3′ Final concentration

(μM)
Amplicon size
(bp)

Ref.

qPCR 1 T. cruzi
SatDNA

cruzi1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 0.4 166 [9]

cruzi2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 0.4

cruzi3 (probe) FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB 0.1

IAC IAC-Fw ACCGTCATGGAACAGCACGTA 0.08 180 [10]

IAC-Rv CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT 0.08

IAC-Tq (probe) VIC-AGCATCTGTTCTTGAAGGT-NFQ-MGB 0.04

qPCR 2 T. cruzi
SatDNA

cruzi1c TGAATGGYGGGAGTCAGAG 0.4 98 [11]

cruzi2c ATTCCTCCAAGMAGCGGAT 0.4

cruzi3 (probe) FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB 0.1 [9]

IAC IAC-Fwc GTCATGGAACAGCACGTACC 0.08 106 This work

IAC-Rvc ACACAGTATAAACCAAGACGAAAGC 0.08

IAC-Tq (probe) VIC-AGCATCTGTTCTTGAAGGT-NFQ-MGB 0.04 [10]

IAC: Internal amplification control.

Table 2. T. cruzi DNA detection in blood samples from chronic patients using the four protocols tested in this work.
Protocol DNA extraction method qPCR assay Positive samples Median Ct [IQR]

A Magnetic particles qPCR 1 45 (45.9%) 32.64 [31.12–34.58]

B qPCR 2 47 (48.0%) 29.64 [29.04–32.10]

C Spin columns qPCR 1 53 (54.1%) 31.01 [29.93–32.70]

D qPCR 2 56 (57.1%) 30.01 [27.96–32.81]

Ct: Threshold cycle; IQR: Interquartile range.

Statistical analysis
McNemar’s test and Cohen Kappa coefficient [17] were used to analyzing the differences and the closeness of the
agreement between the qualitative results of the four combinations of DNA extraction methods and qPCR assays,
respectively. Kruskal-Wallis nonparametric analysis of variance was used to compare the Ct values grouped by DNA
extraction method and qPCR assay. The Tukey’s criterion was used to detect samples with outlier Ct values of IAC
(Ct > 75th percentile + 1.5× interquartile range) [18,19]. Statistical analyses were done using SPSS Statistics v22.0
(SPSS Inc, IL, USA).

Results
A total of 98 GEB samples from patients with chronic CD were analyzed combining two DNA extraction methods
and two T. cruzi SatDNA qPCRs. Table 2 resumes the results obtained for the four protocols.

Overall, DNA samples extracted with the spin column protocol had more positive qPCR results than those
purified using the method based on magnetic particles (p > 0.05). On the other hand, both DNA extraction
methods had more positive results when were combined with qPCR 2 than with qPCR 1 (p > 0.05).

Protocols C and D (both using the spin column DNA extraction method) had the highest number of samples
with concordant qualitative results, considering both positive and negative samples, followed by protocols A and B
(both using the automated system) (Table 3). Surprisingly, the lowest Cohen Kappa coefficient was found between
protocols B and D (both using the qPCR 2), which had the highest number of samples with discordant results.

The Ct values for T. cruzi DNA were lower when samples were analyzed using qPCR 2 than with qPCR 1,
regardless of the extraction method used (Table 2). Significant differences were found between the Ct values of
protocols A and B (p < 0.001), A and C (p < 0.01), A and D (p < 0.001) and between C and D (p < 0.05).
The lowest Ct values of IAC were also obtained when using qPCR 2, protocols B (19.65 [19.10–20.29]) and D
(20.04 [19.73–20.31]), in comparison to those protocols using qPCR 1 (p < 0.001), A (20.74 [19.88–21.58])
and C (21.41 [20.85–22.10]).
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Table 3. Cohen Kappa coefficient values for the comparison between the qualitative results of the four protocols
tested in this work.
Protocols compared Positive samples Negative samples Discordant samples K value (95% CI) Level of agreement

C–D 46 35 17 0.649 (0.498–0.800) Substantial

A–B 36 42 20 0.590 (0.431–0.750) Moderate

A–C 37 37 24 0.513 (0.346–0.681) Moderate

B–C 37 35 26 0.471 (0.298–0.644) Moderate

A–D 37 34 27 0.455 (0.284–0.626) Moderate

B–D 34 29 35 0.290 (0.104–0.476) Fair

K: Cohen Kappa coefficient.

A higher number of samples with outlier Ct values of IAC were found when DNA was extracted using the
manual spin column method, protocols C (8) and D (7), than with the automated system, protocols A (0) and B
(4). The four outlier samples for protocol B were negative for T. cruzi DNA, whereas most of the outlier samples
for protocols C (7/8) and D (5/7) gave positive T. cruzi DNA results.

Discussion
The detection of T. cruzi DNA has been increasingly used as a surrogate biomarker of treatment response monitoring
in clinical trials of chronic CD [5,20,21]. Most studies have used DNA extraction protocols based on spin columns [22–

24], but these methods have important disadvantages when analyzing a large number of samples [12,13]. Therefore,
the implementation of automated DNA extraction systems, as well as improving the sensitivity of current T. cruzi
qPCR assays, may have a significant impact on the efficacy assessment of new antiparasitic treatments in future
clinical trials of chronic CD.

Four combinations of DNA extraction methods and T. cruzi SatDNA qPCRs were compared in this work.
The clinical sensitivity of the four protocols ranged between 46 and 57%, in agreement with previous studies
conducted in non-endemic regions [25–27]. No significant differences were found between the qualitative results of
automated and manual DNA extraction protocols, supporting the implementation of automated systems based on
magnetic particles for the qPCR analysis of blood samples from chronic CD patients. This approach is particularly
important in the case of clinical trials due to the advantages of automated over manual extraction methods, like
high-throughput analysis and less risk of cross-contamination [12–15].

The slightly lower sensitivity of the protocols using the automated system in comparison to those combined with
the manual method may be related to the volume of sample used for each DNA extraction procedure, 200 and
300 μl, respectively. The sample volume for the automated extraction system was set in 200 μl since during protocol
standardization it was observed that larger volumes of GEB samples induced strong PCR inhibition. In this sense,
a recent study reported that 56.5% of GEB samples showed PCR inhibition when DNA was extracted using an
automated system based on magnetic particles, versus only 3.1% of PCR inhibition for EDTA-blood samples [28].
The same volume (400 μl) used for both kinds of samples suggests magnetic particle DNA extraction systems may
not be able to efficiently remove all guanidine-HCl, a well-known PCR inhibitor [29], present in larger volumes of
GEB samples.

No significant differences were also found between the qualitative results of both T. cruzi SatDNA qPCRs.
As expected, the highest agreements between both qPCR assays were obtained when DNAs were purified using
the same extraction procedure, Kappa coefficient equal to 0.65 and 0.59 for manual and automated methods,
respectively. In addition to the new set of T. cruzi SatDNA primers, the new qPCR assay incorporated a new set of
primers targeted to the IAC sequence. This new set of IAC primers was designed to reduce the amplicon size of the
original PCR reaction (180 bp) [10], making amplicon size and efficiency similar for both PCR reactions included
in the TaqMan Multiplex qPCR [30], 98 bp for T. cruzi SatDNA [11] and 106 bp for IAC sequence.

Despite the lack of differences between the clinical sensitivity of both qPCR assays, the Ct values of the new
SatDNA qPCR were lower than those from the original method, confirming the best performance of the new set of
SatDNA primers, as previously reported by Ramirez et al. [11]. This new T. cruzi qPCR was recently used to analyze
a panel of samples from 22 sylvatic and domestic mammalian species from Argentina, Colombia and Mexico [31];
but to our knowledge, this is the first time that the new set of SatDNA primers has been tested in clinical samples.
However, further studies with a larger number of patients from different endemic regions will be necessary before
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introducing the new SatDNA qPCR for the molecular diagnostics of T. cruzi infection and treatment response
monitoring in clinical trials of chronic CD.

A higher number of samples with outlier Ct values of IAC, usually associated with the presence of PCR inhibitors
or low yield of DNA extraction procedure [19,29], was found when using the manual spin column method. However,
these samples were not excluded from the comparison because most of them had positive results for T. cruzi DNA
and our analysis was only qualitative. In the case of quantitative studies, it is recommended that even positive
samples with outlier Ct values of IAC be repeated since the parasite load could be underestimated [19,29]. The
identification of IAC outliers with positive results for T. cruzi DNA seems to be related to the presence of glass
fibers from the spin columns that co-elute with the DNA and may interfere with the fluorescence reading on HEX
channel, without affecting the target detection on FAM channel [32].

Summarizing, our findings encourage the implementation of automated DNA extraction systems for the molec-
ular diagnostics of T. cruzi infection and qPCR monitoring of treatment response in clinical trials of chronic CD.
Moreover, this work supports the use of the new T. cruzi SatDNA qPCR in further studies with CD patients from
different endemic regions and clinical scenarios.

Summary points

• Ninety eight samples from chronic patients were analyzed using two DNA extraction methods and two T. cruzi
qPCRs.

• Both DNA extraction methods and T. cruzi qPCR assays tested in this work gave comparable qualitative results.
• The manual DNA extraction method showed a slightly higher sensitivity than the automated extraction system.
• The automated extraction system had fewer samples with outlier values of the internal amplification control.
• The lowest Ct values were obtained when samples were analyzed using the new T. cruzi satellite DNA qPCR.
• Our results encourage the use of automated extraction systems for the molecular diagnostics of T. cruzi infection.
• This work supports the use of the new T. cruzi SatDNA qPCR in further studies of chronic Chagas disease patients.

Author contributions

Conceptualization: E Sulleiro, JC Ramı́rez. Data curation & investigation: A Silgado, Z Moure, MT Oliveira, N Serre-Delcor, F Salvador,

I Oliveira, I Molina, T Pumarola, JC Ramı́rez and E Sulleiro. Formal analysis: A Silgado, JC Ramı́rez. Funding acquisition: I Molina,

E Sulleiro. Methodology: A Silgado, Z Moure. Writing-original draft: A Silgado, JC Ramı́rez. Writing-review & editing: A Silgado, Z

Moure, MT Oliveira, N Serre-Delcor, F Salvador, I Oliveira, I Molina, T Pumarola, JC Ramı́rez and E Sulleiro.

Financial & competing interests disclosure

This work has been supported by the European Commission under the Health Innovation Work Programme of the 7th Framework

Programme (grant HEALTH-305937). The authors have no other relevant affiliations or financial involvement with any organization

or entity with a financial interest in or financial conflict with the subject matter or materials discussed in the manuscript apart from

those disclosed.

No writing assistance was utilized in the production of this manuscript.

Ethical disclosure

Ethical Review Board approval was obtained from the Medicines Research Ethics Committees of the Vall d’Hebrón University

Hospital (HUVH). In addition, written informed consent has been obtained from the study subjects.

References
Papers of special note have been highlighted as: • of interest; •• of considerable interest

1. WHO. Chagas disease (American trypanosomiasis) (2020).
http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)

2. Schmunis GA. Epidemiology of Chagas disease in non-endemic countries: the role of international migration. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
102(Suppl. 1), 75–85 (2007).

3. Perez-Molina JA, Molina I. Chagas disease. Lancet 391(10115), 82–94 (2018).

• A recent review of clinical manifestations, diagnosis and treatment of Chagas disease.

4. Molina I, Gomez i Prat J, Salvador F et al. Randomized trial of posaconazole and benznidazole for chronic Chagas’ disease. N. Engl. J.
Med. 370(20), 1899–1908 (2014).

future science group www.futuremedicine.com 1143

http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)


Short Communication Silgado, Moure, Tavares de Oliveira et al.

5. Pinazo M-J, Thomas MC, Bua J et al. Biological markers for evaluating therapeutic efficacy in Chagas disease, a systematic review. Expert
Rev. Anti. Infect. Ther. 12(4), 479–496 (2014).

• Reviews the most important biomarkers for efficacy assessment of Chagas disease treatment.

6. Morillo CA, Waskin H, Sosa-Estani S et al. Benznidazole and posaconazole in eliminating parasites in asymptomatic T. cruzi carriers: the
STOP-CHAGAS trial. J. Am. Coll. Cardiol. 69(8), 939–947 (2017).

7. Torrico F, Gascon J, Ortiz L et al. Treatment of adult chronic indeterminate Chagas disease with benznidazole and three E1224 dosing
regimens: a proof-of-concept, randomised, placebo-controlled trial. Lancet. Infect. Dis. 18(4), 419–430 (2018).

8. Schijman AG. Molecular diagnosis of Trypanosoma cruzi. Acta Trop. 184, 59–66 (2018).

•• A recent review of the state-of-the-art of the molecular diagnostics of T. cruzi infection.

9. Piron M, Fisa R, Casamitjana N et al. Development of a real-time PCR assay for Trypanosoma cruzi detection in blood samples. Acta
Trop. 103(3), 195–200 (2007).

•• Presentation of the most used qPCR assay for the molecular diagnostics of T. cruzi infection.

10. Duffy T, Cura CI, Ramirez JC et al. Analytical performance of a multiplex Real-Time PCR assay using TaqMan probes for
quantification of Trypanosoma cruzi satellite DNA in blood samples. PLoS Negl Trop Dis. 7(1), e2000 (2013).

11. Ramirez JC, Torres C, Curto M de LA, Schijman AG. New insights into Trypanosoma cruzi evolution, genotyping and molecular
diagnostics from satellite DNA sequence analysis. PLoS Negl. Trop. Dis. 11(12), e0006139 (2017).

•• Design of the new set of SatDNA primers for the molecular diagnostics of T. cruzi infection.

12. Riemann K, Adamzik M, Frauenrath S et al. Comparison of manual and automated nucleic acid extraction from whole-blood samples. J.
Clin. Lab. Anal. 21(4), 244–248 (2007).

13. Dundas N, Leos NK, Mitui M, Revell P, Rogers BB. Comparison of automated nucleic acid extraction methods with manual extraction.
J. Mol. Diagn. 10(4), 311–316 (2008).

14. Loens K, Bergs K, Ursi D, Goossens H, Ieven M. Evaluation of NucliSens easyMAG for automated nucleic acid extraction from various
clinical specimens. J. Clin. Microbiol. 45(2), 421–425 (2007).

15. Perandin F, Pollara PC, Gargiulo F, Bonfanti C, Nino M. Performance evaluation of the automated NucliSens easyMAG nucleic acid
extraction platform in comparison with QIAamp Mini kit from clinical specimens. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 64(2), 158–165 (2009).

16. Burd EM. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious diseases. Clin. Microbiol. Rev. 23(3), 550–576 (2010).

17. Landis JR, Koch GG. The measurement of observer agreement for categorical data. Biometrics 33(1), 159–174 (1977).

18. Burns MJ, Nixon GJ, Foy CA, Harris N. Standardisation of data from real-time quantitative PCR methods - evaluation of outliers and
comparison of calibration curves. BMC Biotechnol. 5, 31 (2005).

19. Ramı́rez JC, Cura CII, Moreira C et al. Analytical validation of quantitative real-time PCR methods for quantification of Trypanosoma
cruzi DNA in blood samples from Chagas disease patients. J. Mol. Diagn. 17(5), 605–615 (2015).

20. Porras AI, Yadon ZE, Altcheh J et al. Target product profile (TPP) for Chagas disease point-of-care diagnosis and assessment of response
to treatment. PLoS Negl. Trop. Dis. 9(6), e0003697 (2015).

21. Alonso-Padilla J, Abril M, Alarcon de Noya B et al. Target product profile for a test for the early assessment of treatment efficacy in
Chagas disease patients: an expert consensus. PLoS Negl. Trop. Dis. 14(4), e0008035 (2020).

• Describes the characteristics of an ideal test for efficacy assessment of Chagas disease treatment.

22. Moreira OC, Ramirez JD, Velazquez E et al. Towards the establishment of a consensus real-time qPCR to monitor Trypanosoma cruzi
parasitemia in patients with chronic Chagas disease cardiomyopathy: a substudy from the BENEFIT trial. Acta Trop. 125(1), 23–31
(2013).

23. Wei B, Chen L, Kibukawa M, Kang J, Waskin H, Marton M. Development of a PCR assay to detect low level Trypanosoma cruzi in
Blood specimens collected with PAXgene blood DNA tubes for clinical trials treating Chagas disease. PLoS Negl. Trop. Dis. 10(12),
e0005146 (2016).

24. Parrado R, Ramirez JC, de la Barra A et al. Usefulness of serial blood sampling and PCR replicates for treatment monitoring of patients
with chronic Chagas disease. Antimicrob. Agents Chemother. 63(2), e01191–18 (2019).

25. Munoz J, Gomez i Prat J, Gallego M et al. Clinical profile of Trypanosoma cruzi infection in a non-endemic setting: immigration and
Chagas disease in Barcelona (Spain). Acta Trop. 111(1), 51–55 (2009).

26. Murcia L, Carrilero B, Munoz MJ, Iborra MA, Segovia M. Usefulness of PCR for monitoring benznidazole response in patients with
chronic Chagas’ disease: a prospective study in a non-disease-endemic country. J. Antimicrob. Chemother. 65(8), 1759–1764 (2010).

27. Sulleiro E, Silgado A, Serre-Delcor N et al. Usefulness of real-time PCR during follow-up of patients treated with Benznidazole for
chronic Chagas disease: experience in two referral centers in Barcelona. PLoS Negl. Trop. Dis. 14(2), e0008067 (2020).

28. Abras A, Ballart C, Llovet T et al. Introducing automation to the molecular diagnosis of Trypanosoma cruzi infection: a comparative
study of sample treatments, DNA extraction methods and real-time PCR assays. PLoS ONE 13(4), e0195738 (2018).

1144 Future Microbiol. (2020) 15(12) future science group



Improving qPCR detection of T. cruzi DNA Short Communication
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Resumen 

Objetivo: Evaluar la utilidad de las muestras de DBS procesadas mediante dos 

técnicas serológicas distintas, ELISA y E-CLIA, así como el uso de una PDR 

(Trypanosoma Detect™) para la detección de anticuerpos frente a T. cruzi. 

Material y métodos: Se analizaron un total de 162 muestras de sangre total de 

pacientes cribados para la infección crónica por T. cruzi (145 positivos y 17 negativos) 

y 25 muestras de sangre total de pacientes sin infección por T. cruzi (cribados para 

otras infecciones). Las muestras de sangre se recogieron retrospectivamente en papel 

Wattman y posteriormente se analizaron mediante ELISA y E-CLIA. Las muestras de 

sangre total también se utilizaron para evaluar la PDR escogida.  

Resultados: Se observó una mejor correlación entre las muestras de suero con las de 

DBS analizadas mediante la técnica de E-CLIA que con las analizadas por ELISA 

(97% frente a 77% de sensibilidad, respectivamente). Ambos ensayos presentaron una 

especificidad del 100%. La mediana de los valores del índice de corte de E-CLIA para 

DBS fue significativamente más baja que los obtenidos para el suero (138,1 frente a 

243,3; p<0,05). La PDR Trypanosoma Detect™ presentó una sensibilidad y 

especificidad del 89,6% y del 100%, respectivamente.  

Conclusiones: La detección de anticuerpos frente a T. cruzi en muestras de DBS 

muestra una mayor sensibilidad cuando se analiza con la técnica de E-CLIA en 

comparación con el ensayo de ELISA. La prueba Trypanosoma Detect™ es más fácil 

de usar pero tiene una menor sensibilidad. Una estrategia secuencial basada en la 

realización de la PDR y la confirmación de los resultados negativos mediante DBS y E-

CLIA, alcanza una elevada sensibilidad, facilitando su implementación a nivel 

comunitario.  
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Background: Chagas disease is a public health problem not only in Latin America, but
also in other regions, including Spain, due to migration movements. Conventional
serological diagnosis requires an invasive sample (plasma or serum) and a well-
equipped laboratory. To circumvent those limitations, blood samples dried on filter
paper (DBS) or Rapid Diagnostic Test (RDT) could be a practical alternative to
reference protocol for serological screening in epidemiological studies. We evaluated
the usefulness of dried blood sampling and a rapid diagnostic test (Trypanosoma
Detect™) for the detection of antibodies against T. cruzi for their use in community-
based screening.

Methodology/Principal Findings: A total of 162 stored paired whole-blood and serum
samples from Latin American migrants and 25 negative-control blood samples were
included. Diagnosis of chronic Chagas disease was performed in serum according to
WHO algorithms. Blood samples were retrospectively collected as dried spots and then
analyzed using two different serological techniques, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and electrochemiluminescence immunoassay (E-CLIA). Whole-blood samples
were also used to evaluate a rapid diagnostic test based on immunochromatography. A
better correlation with conventional serum was observed in dried blood elutes using E-
CLIA than ELISA (97% vs. 77% sensitivity, respectively). Both assays reported 100%
specificity. The median cut-off index values of E-CLIA for dried blood were significantly
lower than those for serum (138.1 vs. 243.3, P<0.05). The Trypanosoma Detect™ test
presented a sensitivity and specificity of 89.6% and 100%, respectively.

Conclusions: The detection of antibodies against T. cruzi in dried blood samples shows a
higher sensitivity when using E-CLIA compared with ELISA. Trypanosoma Detect™ is
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easier to use but has a lower sensitivity. Hence, we propose a sequential strategy based
on performing the rapid test first, and a negative result will be confirmed by DBS-ECLIA for
use in community Chagas disease screening programs.

Keywords: Trypanosoma cruzi, dried blood spot (DBS), rapid diagnostic test (RDT), serological screening,
community strategies

INTRODUCTION

Chagas disease (CD), a neglected tropical disease caused by the
parasite Trypanosoma cruzi, is estimated to affect between 6 and
8 million people worldwide (World Health Organization, 2020).
This vector-borne disease, endemic in Latin America, has
changed its epidemiology due to population migrations out of
the endemic area (Stanaway and Roth, 2015). Consequently, the
number of reported cases of CD in European countries has
increased in recent years, especially Spain (Requena-Méndez
et al., 2015), which has the largest population of CD patients
(Gómez i Prat et al., 2019).

Due to the psycho-emotional and socio-anthropological
barriers that CD presents (Sanmartino et al., 2015),
community screening is a fundamental tool to enhance the
diagnosis of CD in order to offer integral management,
including specific treatment. Despite improvements in
diagnostic tools and screening programs for CD, there is still a
large gap to cover in order to reach most of the susceptible
population (Gómez i Prat et al., 2019).

The vast majority of CD patients living in non-endemic areas
are in the chronic stage of the disease (Pérez-Molina et al., 2012).
The diagnosis of this phase relies on the detection of IgG
antibodies against T. cruzi. Serological assays, such as the
indirect immunofluorescence assay, indirect haemagglutination,
or enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) are commonly
used (Rassi et al., 2012). The World Health Organization (WHO)
guidelines recommend performing at least two different assays to
diagnose the infection. All these serological assays present high
sensitivity and specificity, nonetheless they are time-consuming,
and technically demanding (Egüez et al., 2017). Furthermore,
resources and personnel are required to perform the common
serological tests (Egüez et al., 2017).

The use of serum/plasma limits the wider application to non-
clinical settings, such as community screening programs
(McDade et al., 2020). In order to circumvent this limitation,
dried blood spots (DBS) from finger stick sampling has been
explored. This type of sample is low cost, easy to collect, and
simplifies the transport and storage of blood samples (Parker and
Cubitt, 1999). Numerous uses for DBS, ranging from the
diagnosis of infectious diseases to epigenetic studies, have been
described elsewhere (McClendon-Weary et al., 2020).

For mass-screening surveys and intervention campaigns, a
rapid, sensitive and easy-to-use diagnostic test would be valuable
(Shah et al., 2014; Egüez et al., 2017). Currently, Rapid
Diagnostic Tests (RDTs) have been developed for a range of
tropical diseases, including T. cruzi infection (Reithinger et al.,

2010). These are defined as equipment-free devices and are less
technically demanding and time consuming than classic
serological techniques (Angheben et al., 2016; Angheben et al.,
2019). In addition, they provide results within minutes
(Angheben et al., 2016). Remarkably, many of them can be
performed on whole finger stick blood (Shah et al., 2014).

This study aims to evaluate the utility of DBS sampling and
RDT in the detection of antibodies against T. cruzi for their
application in community CD screening studies.

MATERIALS AND METHODS

Study Population and Samples
A total of 162 whole blood stored samples were used
retrospectively from Latin American migrants from endemic CD
countries that had a previous diagnosis for chronic Chagas disease.
T. cruzi infection status of the enrolled patients was established
based on the consensus results of two conventional assays for
IgG anti-T. cruzi (Pan American Health Organization, 2019):
serum samples were tested by an electrochemiluminescence
immunoassay (E-CLIA) (Elecsys Chagas, Roche Diagnostics,
Manheim, Germany) and those with a positive result were
subsequently analyzed using a commercial ELISA (Ortho T.
cruzi ELISA, Johnson & Johnson, High Wycombe, United
Kingdom). Infection was confirmed when the serum sample was
positive for both assays.

Both blood and serum samples were stored at 4°C and were
analyzed at the latest one week after collection.

Of 162 blood samples, 113 were used to obtain DBS; all were
then analyzed by E-CLIA and 97 by ELISA after their
reconstitution. For the RDT study, 91 of the 162 blood
samples were used. Not all samples could be evaluated in all
tests due to the availability of reagents and material available for
the study.

Twenty-five blood samples from patients with no travel
history to T. cruzi endemic areas (samples to rule out other
infections, i.e., Cytomegalovirus or BK virus), were used as the
negative-control group (Figure 1).

Fifty µL of whole blood were used to fill one 8-mm-diameter
circle on filter-paper cards (Whatman 903™ Specimen Collection
Paper; GE Healthcare Ltd, Cardiff, United Kingdom). This
procedure was repeated to fill two circles. Each card was dried
overnight at room temperature (approximately 25°C) and the
elution of DBS was carried out the day after drying. For their
reconstitution, both two paper circles were placed in 300 µL of
phosphate-buffer saline (PBS) and incubated overnight with gentle
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rotation at room temperature (Holguıń et al., 2013). The Whatman
paper was then carefully removed and the eluted blood spots were
centrifuged for 2 minutes at 12500 rpm to clear away any remaining
paper from the supernatant and stored at 4°C until analysis (within
1-2 days after reconstitution).

Detection of IgG Anti-T. cruzi in DBS
The presence of IgG antibodies against T. cruzi was determined
in the eluted DBS samples using two different techniques:

(1) Elecsys Chagas (Roche Diagnostics), an automated E-
CLIA for the qualitative determination of antibodies to T. cruzi,
following the manufacturer’s instructions and analyzed with the
automated COBAS 8000 analyzer (Roche Diagnostics).

(2) Chagas ELISA IgG+IgM (Vircell Microbiologists,
Granada, Spain), following the manufacturer’s instructions and
using automated equipment, the DS2 ELISA Processor (Dynex
Technologies, Chantilly, VA).

Results for both serum and DBS were interpreted according
to the Elecsys Chagas assay manufacturer’s cut-off value: samples
with cut-off index (COI) values of ≥1.0 were considered reactive,
while <1.0 were labeled as non-reactive. For the Chagas ELISA
IgG+IgM system, DBS samples were considered positive if the
antibody index (sample optical density/cut-off serum mean
optical density) was above 1.1, grey area if antibody index was
0.9-1.1, and negative if antibody index was below 0.9.

Rapid Diagnostic Test
The Trypanosoma Detect™ Rapid Test (InBios International, Inc.,
Seattle,WA) was also evaluated. A total of 20 µL of whole blood was
used and processed according to the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis
The relative sensitivity (S; true positive/total positive) and
relative specificity (E; true negative/total negative) from each
test were calculated. Qualitative variables were expressed as
absolute frequencies and percentages, and quantitative
variables as the median and interquartile range (IQR).
Continuous variables were compared using the t-test or Mann-
Whitney U test when appropriate. The Cohen Kappa coefficient
was used to analyze the level of agreement between tests. An
appropriate cut-off value for the DBS samples in the Elecsys
Chagas (E-CLIA) assay was determined using a receiver
operating characteristic (ROC) curve. The Youden index was
calculated, which is a measure of the overall discriminative
power of a diagnostic procedure.

Statistical analyses were carried out using the R Studio software
version 3.5.3 (R Development Core Team, Vienna, Austria).

Ethics Statement
This study is based on retrospective stored samples from Latin
American patients attended at the Hospital Universitari Vall

FIGURE 1 | Algorithm of the samples used in this study. From patients tested for CD, serum samples were first analyzed by E-CLIA and those with a positive result by
ELISA (WHO algorithm diagnosis). The blood samples were used to obtain DBS and to evaluate the RDT. The reference results are those obtained in the serum samples,
as well as in the blood samples of the negative control group (serologically negative for T. cruzi). The number of samples tested in each technique is specified.
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d’Hebrón (HUVH). Review Board approvals (PR(SC)253/2012)
were obtained from the Ethics Committee of the Vall d’Hebron
Research Institute, according to the principles expressed in the
Declaration of Helsinki. All samples were anonymized before
being analyzed.

RESULTS

A total of 162 blood samples from 145/162 (89.5%) patients
positive for T. cruzi infection and 17/162 (10.5%) negative for T.
cruzi infection were evaluated in this study.

Overall, Figure 2 summarizes the samples tested with each
methodology and the results obtained from the comparison with
the reference results.

DBS E-CLIA shows the best agreement, achieving an S of 96.9%
[95% confidence interval (CI), 90.5 to 99.2]. Serum COI values
were higher than those obtained with DBS; the median value for
serum was 243.3 (IQR, 195.9 to 286.3), while the median value for
DBS was 138.1 (71.7 to 204.4) (p-value <0.05). The distribution of
the COI values for both methodologies is shown in Figure 3.

Compared with serum, 3/138 (2.2%) DBS samples were
inappropriately classified as negative. COI values in the
respective serum sample indicated that these three samples had
low IgG anti-T. cruzi levels [DBS median, 0.5 (0.3 to 0.6) vs. serum
median, 9.7 (7 to 10.8)].

Taking serum sample results as the reference method, the S
and E for all potential COI values for the DBS samples in E-CLIA
were obtained by means of a ROC curve (Figure 4).

The performance of E-CLIA on DBS samples improves when
the cut-off threshold changes from ≥1 to ≥0.31, achieving an S
and E of 99% and 100%, respectively. Correspondingly, the false-
negative samples decreased from three to one.

The lowest Cohen Kappa coefficient was found between DBS-
ELISA and reference results, which had the highest number of
samples with discordant results. In particular, 21/122 (17.2%)
samples with a false-negative result were reported, lowering the
S to 77.4% (95% CI, 67.4 to 85.2%). All these 21 DBS samples

FIGURE 2 | Comparison of T. cruzi diagnostic performance on DBS samples and RDT. The number of samples tested with each methodology is specified, also
whether they were positive or negative and whether they were samples from patients with other infections (serologically negative for T. cruzi). +, samples testing
positive for IgG anti-T. cruzi; -, samples testing negative for IgG anti-T. cruzi; OI, other infections: samples from individuals tested for other infections; 95% CI, 95%
confidence interval.

FIGURE 3 | Dried Blood Spot and serum COI values obtained by the
Elecsys Chagas assay.
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were positive when analyzed by E-CLIA (in both DBS and
serum samples).

As regards RDT, 8/77 (10.4%) E-CLIA serum positive
samples were misclassified as negative, reaching an S of 89.6%
(95% CI, 80 to 95.1). In this group of false-negatives, the median
COI value in paired serum samples was 16.1 (IQR, 11.3 to 43.1),
while the median value in serum samples for the true-positive
group was 202.9 (IQR, 83.5 to 244.4), with a statistically
significant difference (p-value <0.001).

In all techniques, the E was 100% (95% CI, 89.7 to 99.8 for E-
CLIA, 85.4 to 99.7 for ELISA, and 88.8 to 99.8 for RDT).

DISCUSSION

CD is a potentially life-threatening illness with a high percentage
of un-diagnosed cases in non-endemic countries as Spain (Basile
et al., 2011; World Health Organization, 2020).

Therefore, it is essential to improve access to CD diagnosis and
treatment and community-based testing would be a good strategy
(Gómez i Prat et al., 2020). In this study, we evaluated two
diagnostic procedures that could be applied in serological
screening programs: sample collection through DBS and an RDT.

DBS sampling offers a good alternative to conventional serum
samples, for those situations where there are no facilities or expertise to
properly obtain, transport and store blood specimens (Tuaillon et al.,
2020). Blood collection on DBS can be performed using a finger stick
in adults and older children or a heel-prick in neonates and infants,
making it more suitable for screening programs (Kania et al., 2013).

In the present study, DBS sampling analyzed by the E-CLIA
technique the results obtained were comparable to conventional
serum samples, reaching a sensitivity and specificity of 96.9%
and 100%, respectively. A similar sensitivity was reported in the

study of Holguıń et al. (2013). However, they reported a lower
specificity, which may be due to the fact that they tested a greater
number of negative samples.

The amount of reconstituted elute from filter paper can vary
depending on several factors, such as blood volume, collection
and reconstitution protocols, as well as the sample storage
(Rodrıǵuez-Pérez et al., 1999; McClendon-Weary et al., 2020).
In our study, lower COI values were reported for DBS samples
than for serum samples (median of 138.1 vs. 243.30). Moreover,
we detected 3 false-negatives (two of them also negative with the
RDT); probably due to the lower antibody titres in DBS samples
than in serum due to sample dilution. Recalculating the cut-off
value would be useful to determine an optimal antibody recovery
protocol and improve detection in patients with low antibody
titres (Holguıń et al., 2013). The new cut-off determined for DBS
samples was much lower than for serum samples (≥0.31 vs. ≥1,
respectively), with the consequent risk of leading to an erroneous
interpretation. Therefore, a future study including a larger
number of samples would be necessary to accurately determine
a cut-off value for DBS samples analyzed by Elecsys Chagas.

With ELISA, the sensitivity drops to 77.4%, with a high number
of false-negative results (21 out of 122 samples). The most likely
reason for this low correspondence with serum diagnosis could be
that the paper scraps left behind could interfere with the correct
reading of the samples. Unfortunately, due to the small volume of
the samples, the analyses of discrepant samples could not be
repeated. Higher sensitivity is also observed in serum samples
when comparing with the results obtained by E-CLIA with ELISA
(Antinori et al., 2018).

Differences in the analytical performance of DBS when analyzed
by two different techniques (E-CLIA and ELISA) were found. Thus,
a previous evaluation of DBS samples would be suitable to determine
the accuracy of the diagnostic technique which will be used.

In recent years, the use of rapid tests to diagnose infectious
disease has increased, including CD. The RDTs provide rapid,
reliable, and accurate results if the test used is sensitive and
specific (Sánchez-Camargo et al., 2014).

In our study, the performance data (S: 89.6% and E: 100%)
obtained was close to the data reported in other studies using the
same rapid test (Brutus et al., 2008; Lorca et al., 2008; Bern et al.,
2009; Reithinger et al., 2010; Sánchez-Camargo et al., 2014).
Other studies, using an improved version of this test (Shah et al.,
2014), have also reported high sensitivity (Shah et al., 2014;
Egüez et al., 2017). Interestingly, they used whole blood from a
finger stick, as would be the idea in screening programmes.

RDTs are recommended for screening and surveillance in
both endemic and non-endemic areas (Sánchez-Camargo et al.,
2014). In non-endemic countries, with a low prevalence, the
choice of using RDT for the screening of individuals should be
followed by confirmation of the results in a reference laboratory
(Sánchez-Camargo et al., 2014; Angheben et al., 2016).

A strategy based on a single RDT would be advantageous in
terms of accessibility thus facilitating its implementation at the
community level, but the sensitivity of RDT reflected in our
study (89%) was not sufficient. Based on the results obtained in
this study, the proposed strategy is based on the combined use of

FIGURE 4 | ROC curve for DBS results considering serum samples as the
reference method. The ROC curve area is 0.994 (95% IC, 0.981 to 1).
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the rapid test with the subsequent confirmation of negative cases
by means of the corresponding DBS sample analyzed with a
more sensitive technique, such as E-CLIA, to reach a sensitivity
of 97%. However, the addition of the DBS sampling involves
restructuring the field equipment in order to be able to carry out
the tests in the shortest possible time.

It is important to apply more effective strategies to strengthen
the capacity of health systems to detect CD cases. Some endemic
areas are initiating strategies to enhance access to diagnosis and
therefore working on early treatment. However, in non-endemic
areas, where access to diagnosis is not a problem, the main
challenge is the lack of information from health professionals
with policymakers about the need for screening and specific
guidelines (Alonso-Padilla et al., 2019). Therefore, it is essential
to know the true prevalence of T. cruzi among Latin American
migrants in order to design an efficient screening strategy (Da
Costa-Demaurex et al., 2019). Community-based activities allow
us to get closer to the population at risk and are necessary to
overcome psycho-emotional and socio-anthropological barriers.
At the same time, they offer an on-site diagnosis, which has been
shown to be very effective in other studies conducted in Europe
(Navarro et al., 2011; Repetto et al., 2015; Navarro et al., 2017; Da
Costa-Demaurex et al., 2019; Gómez i Prat et al., 2020).

Our study does, however, have limitations due to its retrospective
nature. For example, the study lacks information regarding
epidemiological and clinical data of the enrolled patients.
Additionally, the DBS sampling and RDT were not performed on
finger stick samples, as would be the idea in a community screening
programme. Therefore, a field community study using whole blood
from finger sticks would be interesting to confirm the present data
and to evaluate these options in the right context.

To conclude, the use of DBS plus E-CLIA (Elecsys Chagas) could
be a good option for the detection of IgG anti-T. cruzi, with an
analytical performance similar to that obtained with conventional
serology. Nevertheless, DBS specimens should be evaluated in the
diagnostic technique to be used. Moreover, it would be desirable to
evaluate an optimum cut-off value of Elecsys Chagas for DBS before
processing this type of sample. The RDT (Trypanosoma Detect™)
rendered a good performance for the rapid diagnosis of CD, with
adequate sensitivity and specificity, but not sufficient to be used as
the sole test in screening community programmes. Therefore, based
in our results, we propose a sequential strategy based on, first,
performing the easy-to-use rapid test and, second, confirming the
negatives with a more sensitive technique, DBS E-CLIA, for

implementation under field conditions or screening programs
outside of health facilities. However, considering the limitations
presented in this study, a future trial would be necessary to test
such a strategy.
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4.2. TRABAJOS PENDIENTES DE PUBLICACIÓN 

Los siguientes trabajos también contribuyen a los resultados de la presente Tesis 

Doctoral, pero a fecha de depósito de la misma aún no han sido publicados: 

 

Trabajo 3. Utilidad de las réplicas de extracción de ADN para 

mejorar la detección de ADN de Trypanosoma cruzi  en muestras 

de sangre de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 

 

Título original: Usefulness of DNA extraction replicates to enhancing the detection of 

Trypanosoma cruzi DNA in blood samples from patients with chronic Chagas disease. 

Autores: Silgado A, Ramírez JC, Moreira O, Bosch-Nicolau P, Martín O, Molina I, 

Sulleiro E. 
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Resumen 

Objetivo: Evaluar la utilidad de realizar varias réplicas de extracción para mejorar la 

detección de ADN de T. cruzi tanto en la fase de cribado como en el seguimiento post-

tratamiento de los pacientes incluidos en el ensayo clínico MULTIBENZ. 

Material y métodos: Se cribaron un total de 553 pacientes, 159 en Argentina, 150 en 

Brasil, 92 en Colombia y 152 en España. En cada visita de estudio se recogió una 

muestra de sangre y se realizaron tres réplicas de extracción de ADN de cada 

muestra. A continuación, cada eluido obtenido se analizó por duplicado mediante PCR 

a tiempo real. 

Resultados: Los porcentajes de positividad de la PCR a tiempo real previo al 

tratamiento aumentaron al realizarse tres réplicas de extracción respecto a una sola 

réplica: del 40,25% al 55,35% (p<0,05), del 38% al 60% (p<0,05), del 26,10% al 

29,35% y del 33,55% al 42,10% en las cohortes de Argentina, Brasil, Colombia y 

España, respectivamente. Además, esta estrategia también aumentó la detección de 

fracasos de tratamiento del 18,92% al 27,03%, del 14,10% al 29,49% (p<0,05) y del 

13,33% al 32% (p<0,05) para los regímenes de BNZ de dosis estándar, baja y corta, 

respectivamente. 

Conclusiones: La realización de tres réplicas de extracción de ADN mejora la 

capacidad de detección del ADN de T. cruzi para el reclutamiento de pacientes con 

infección crónica en ensayos clínicos, como para la detección del fracaso del 

tratamiento durante el seguimiento posterior. 
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ABSTRACT 28 

Benznidazole (BNZ) is the most widely used drug for the treatment of Chagas disease 29 

(CD), although its efficacy in the chronic phase of CD is highly variable. Therefore, 30 

several clinical trials have evaluated new BNZ therapy regimens for the treatment of 31 

CD chronic patients. However, a drawback in these studies is the lack of a marker of 32 

cure. Recently, techniques such as real-time PCR have been used as indirect 33 

biomarkers for the detection of treatment failure. This study evaluated the utility of 34 

performing extraction replicates to improve the positivity of real-time PCR for both 35 

baseline detection and identification of therapeutic failure during post-treatment follow-36 

up in the context of the MULTIBENZ clinical trial. 37 

Patients from Argentina (n=159), Brazil (n=150), Colombia (n=92), and Spain (n=152) 38 

were enrolled. A blood sample was collected at each time point, and three DNA 39 

extraction replicates were performed on each blood sample. Then, real-time PCR 40 

duplicates were tested for each eluted sample.  41 

Cumulative results of multiple DNA extraction replicates enhanced the positivity of real-42 

time in pretreated chronic patients from 40.25% to 55.35%, 38% to 60%, 26.10% to 43 

29.35%, and 33.55% to 42.10% in Argentina, Brazil, Colombia, and Spain cohorts, 44 

respectively. Moreover, this strategy also increased the proportion of treatment failure 45 

detection by real-time PCR from 18.92% to 27.03%, 14.10% to 29.49%, and 13.33% to 46 

32% for BNZ standard-, low-, and short-dosage regimens, respectively. 47 

Performing three DNA extraction replicates improved the detection of T. cruzi DNA by 48 

real-time PCR for both recruiting chronic CD patients into clinical trials and detecting 49 

treatment failure during post-treatment follow-up.  50 

 51 

 52 



 
 

INTRODUCTION 53 

Chagas disease (CD), a parasitic infection caused by the flagellate protozoan 54 

Trypanosoma cruzi, affects between  6 and 7 million people worldwide [1]. Although 55 

only endemic in Latin America, it has emerged in the non-endemic areas, mainly USA 56 

and Europe, due to migratory flows [2].  57 

Clinical infection with T. cruzi occurs in two phases: acute and chronic. The acute 58 

phase is usually asymptomatic; this is followed by a chronic phase if untreated. While 59 

most remain asymptomatic for life, 30%–50% of chronic patients eventually develop 60 

cardiac and/or digestive complications [5].  61 

Since 1960, there have been only two drugs to treat CD: nifurtimox and benznidazole 62 

(BNZ). Of these two, BNZ is the one most studied and most often used as a treatment 63 

[6]. However, BNZ have a limited efficacy in the chronic stage of the infection and a 64 

high rate of adverse events [5]. On this basis, clinical trials have been performed in 65 

order to evaluate new schemes of BNZ. The MULTIBENZ study (Evaluation of Different 66 

Benznidazole Regimens for the Treatment of Chronic Chagas Disease; 67 

ClinicalTrials.gov, NCT03191162), a phase II, randomized, multicenter international 68 

clinical trial, aimed to evaluate safety and efficacy of two (low- and short-dose) BNZ 69 

dose schemes for the treatment of CD in chronic phase compared with the standard 70 

BNZ dose [6].  71 

A drawback of studies evaluating the efficacy of new treatments approaches in the 72 

chronic phase of CD is the lack of a marker to define cure [7]. Due to the long-term 73 

persistence of anti-T.cruzi IgG antibodies detected over several years [8], the current 74 

cure criteria, based on the switch from positive to negative serology, limits its use in 75 

clinical trials. In this context, detection of T. cruzi DNA in peripheral blood by real-time 76 

PCR has been used as a biomarker of therapeutic response in short-term clinical trials 77 

of chronic Chagas disease [9–12]. Although DNA detection is a helpful tool for the early 78 



 
 

detection of treatment failure, a negative result does not indicate absence of infection 79 

[13].  80 

Different protocols based on PCR and real-time PCR procedures were developed for 81 

the detection of T. cruzi at the chronic stage, with low sensitivity for diagnostic 82 

purposes [14], attributed to the course of the chronic phase, with low and intermittent 83 

parasitemia [5]. This low sensitivity implies that in clinical trials, where a positive PCR 84 

result in the screening phase is mandatory for patient inclusion, a larger number of 85 

subjects should be tested.  86 

The MULTIBENZ study planned to collect peripheral blood sample from each patient at 87 

each follow-up time point (up to 12 months after treatment) and perform DNA extraction 88 

in triplicate from each blood sample and a real-time PCR in duplicate from each DNA 89 

extract [6].  90 

This study aims to evaluate the performance of different extraction replicates to 91 

improve the sensitivity of real-time PCR for the detection of T. cruzi DNA at baseline 92 

and identification of failure after treatment in the cohort of the MULTIBENZ clinical trial. 93 

 94 

MATERIAL AND METHODS 95 

Ethics statement 96 

The clinical trial MULTIBENZ (NTC03191162) was approved by the Ethical Review 97 

Boards of the all participant centres, according to the principles expressed in the 98 

Declaration of Helsinki. Written informed consent forms were signed by the study 99 

subjects and all samples were anonymized before being analyzed. 100 

 101 

 102 



 
 

Patients and samples 103 

Patients were screened in four study sites: Argentina, Brazil, Colombia, and Spain (Fig. 104 

1). The inclusion criteria were: adults (≥18 years old) diagnosed with chronic CD by two 105 

different serological tests that have not been previously treated with BNZ or Nifurtimox, 106 

and have a positive real-time PCR result during the screening period [6]. Neither 107 

pregnant nor immunocompromised subjects were included. In this work, all patients 108 

enrolled in the MULTIBENZ study have been included for analysis, regardless of 109 

whether or not they have undergone complete follow-up.  110 

 111 

Figure 1. Centers involved in the recruitment of the MULTIBENZ study. In Argentina: Instituto 112 

Nacional de Parasitología Dr. Mario Fatala Chaben (Buenos Aires) and Instituto de Cardiología 113 

Juana Francisca Cabral (Corrientes); in Brazil: Centro de Pesquisas René Rachou – Fundação 114 

Oswaldo Cruz (Belo Horizonte) and Hospital Universitário Clemente de Faria (Montes Claros); 115 

in Colombia: Fundación Cardioinfantil – Instituto de Cardiología; and in Spain: University 116 

Hospital Vall d’Hebron (Barcelona) and University Hospital Ramón y Cajal (Madrid).  117 

 118 

 119 



 
 

Peripheral blood sample collected at baseline (pre-treatment), at day 60 (end of 120 

treatment) and at 4, 6, 8 and 12 months during the follow-up period were analyzed (Fig. 121 

2). Five mL of whole blood samples were mixed with an equal volume of Guanidine 122 

6M-EDTA 0.2M, pH 8 buffer (GEB, guanidine-EDTA-blood), kept at room temperature 123 

for 72 hours and stored at 4ºC until its analysis. From each GEB sample, three DNA 124 

extraction replicates were obtained, and a real-time PCR was performed in duplicate 125 

from each DNA extract. Only patients with at least one positive result at baseline visit 126 

were enrolled in the trial. Therapeutic failure was defined as the detection of T. cruzi 127 

DNA at any time point during post treatment follow-up.   128 

 129 

Figure 2. Study schedule and diagram of the samples collected. GEB: guanidine-EDTA-blood; 130 

E: extraction replicate. 131 

 132 

  133 



 
 

DNA extraction procedures 134 

DNA extraction was performed using two different methodologies: 135 

- Method A (Argentina, Brazil and Colombia [during recruitment]): High Pure PCR 136 

Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Manheim, Germany), based on glass 137 

fibre spin columns. The DNA was extracted from 300 μL of GEB and eluted in 100 138 

μL of the elution buffer, as previously described [15].  139 

 140 

- Method B (Spain and Colombia [during follow-up visits]): Nuclisense easyMAG 141 

(bioMérieux Diagnostics, Marcy-l'Étoile, France), an automated system based on 142 

magnetic silica particles. The DNA was extracted from 200 μL of GEB and eluted in 143 

55 μL of the elution buffer, as recommended by the manufacturer.  144 

In both cases, 200 pg of a linear plasmid was added as an internal amplification control 145 

(IAC) [16] at the beginning of each DNA extraction protocol. Eluted DNA were kept at -146 

20ºC until real-time PCR analysis.  147 

Real-time PCR procedures 148 

A duplex real-time PCR procedure that targets satellite T. cruzi DNA and IAC 149 

sequences was used [15]. The real-time PCR was carried out using FastStart Universal 150 

Probe Master Mix (Roche Diagnostics) with 5 μL DNA sample, with some modifications 151 

regarding the participant centre: 152 

-Real-time PCR A (Argentina, Brazil and Colombia [during recruitment]): reactions were 153 

performed in a final volume of 20 μL using the ABI Prism 7500 thermocycler (Applied 154 

Biosystems, Waltham, MA). 155 

-Real-time PCR B (Spain and Colombia [during follow-up visits]): reactions were 156 

carried out in a final volume of 25 μL using CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection 157 

System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 158 



 
 

In both cases, the cycling conditions were an initial step of 15 minutes at 95ºC, 159 

followed by 40 cycles at 95ºC for 15 seconds and 58ºC for 1 minute. 160 

Negative and positive controls were included in every run, as recommended [18]. A 161 

GEB sample was considered positive for T. cruzi DNA when at least one of six PCR 162 

replicates had a positive result.  163 

Statistical analysis 164 

Fisher’s exact test was used to compare the cumulative sensitivity of real-time PCR 165 

after analysing one, two or three DNA extraction replicates, as well as the cumulative 166 

therapeutic failure at the end of follow-up within each treatment group using one, two or 167 

three DNA extraction replicates. The SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL) software package 168 

v22.0 was used for statistical analysis.  169 

 170 

RESULTS 171 

The total number of patients screened as well as the total number of positives obtained 172 

in each participating center during the screening visit is shown in Table 1. The real-time 173 

PCR positivity obtained in patients from Argentina (55.35%) and Brazil (60%) is higher 174 

than from patients screening in Spain (42.11%, p<0.05) and Colombia (29.35%, 175 

p<0.001).  176 



 
 

Table 1. Number of patients enrolled in the MULTIBENZ study at each center and 177 

country. 178 

Country and centre 
Patients 

screened (N) 
No. (%) 
positive 

Total  No. (%) 
positivea 

Argentina  

Instituto Nacional de Parasitología 
Dr. Mario Fatala Chaben 

67 
43/67 

(64.18) 
88/159 (55.35) 

Instituto de Cardiología Juana 
Francisca Cabral 

92 
45/92 

(48.91) 

Brasil  

Centro de Pesquisas René Rachou 
– Fundação Oswaldo Cruz  

26 
22/26 

(84.62) 
90/150 (60) 

Hospital Universitário Clemente de 
Faria  

124 
68/124 
(54.84) 

Colombia  

Fundación Cardioinfantil – Instituto 
de Cardiología  

92 27b/92 (29.35) 

Spain 

University Hospital Vall d’Hebron  152 
64/152 (42.11) 

University Hospital Ramón y Cajal  c 

a
 Values obtained taking account the three extraction replicates (E1+E2+E3) 179 

b
These number do not cover the total number of patients recruited in this country, as the 180 

remaining N was completed by inviting participation of PCR-positive patients diagnosed in other 181 
studies (who therefore did not follow the study protocol of three extraction replicates and two 182 
qPCR replicates of each eluate). 183 
c
 Unfortunately, we do not have data on the total number of patients recruited by this center, so 184 

the total number of patients recruited in Spain corresponds to those of the University Hospital 185 
Vall d’Hebrón center. 186 

 187 

The comparison between the percentages of positivity when performing a single 188 

extraction replicate (E1) or two replicates (E1+E2) does not show a significant increase 189 

in any country (p>0.05), except in Brazil (38% versus 52.67%, p<0.05) (Fig. 3). The 190 

analysis of the three extractions replicates (E1+E2+E3) versus one replicate (E1) 191 

improved real-time PCR positivity from 40.25% to 55.35% (p<0.01) in Argentina and 192 

from 38% to 60% (p<0.001) in Brazil (Fig. 3).  193 



 
 

 194 

Figure 3. Real-time PCR positivity in pretreated chronic Chagas disease patients regarding the 195 

number of DNA extraction replicates performed at baseline visit. 196 

 197 

Figure 4 shows the percentages of real-time PCR positivity as a measure of treatment 198 

failure obtained for each treatment arm (Fig. 4).  199 

No significant differences were found comparing the cumulative treatment failure 200 

detected for a single extraction replicate (E1; 18.92, 14.10, and 13.33%) or for two 201 

replicates (E1+E2; 25.68, 24.36, and 21.33%) for standard dose, low-dose, and short-202 

dose, respectively (p>0.05) (Fig. 4). The differences between cumulative treatment 203 

failure detected were also not significant comparing E1+E2 versus E1+E2+E3 (27.03, 204 

29.49, and 32%) for standard dose, low-dose, and short-dose, respectively (p>0.05) 205 

(Fig. 4). 206 

However, conducting three extraction replicates (E1+E2+E3) versus a single extraction 207 

replicate (E1) increased the detection of treatment failure at the end of follow-up to 208 



 
 

27% for the standard treatment (p>0.05) (Figure 2A), 29.5% for the low-dose treatment 209 

(p<0.05) (Figure 2B) and 32% for the short treatment (p<0.05) (Figure 2C). 210 

Comparison of cumulative therapeutic failure among the different treatment groups did 211 

not show significant differences (p>0.05) (Figure 4).  212 

 213 

Figure 4. Cumulative therapeutic failure at the different follow-up points of each treatment 214 

groups. (A) Standard BNZ dose; (B) Low-dose; (C) Short-dose. E1, E2, E3: extraction 215 

replicates. *, p<0.05.  216 

 217 

 218 

  219 



 
 

DISCUSSION 220 

T. cruzi DNA detection has been increasingly used as surrogate biomarker for 221 

treatment response monitoring in clinical trials of chronic CD. Several clinical trials of 222 

chronic CD have used different strategies and methodologies to increase real-time 223 

PCR sensitivity to detect treatment failure [9,11,12,19,20], with varying results of 224 

sensitivity. Therefore, the development of new strategies to detect T. cruzi DNA will 225 

impact directly on the evaluation of new antiparasitic treatments. The present work 226 

analyzes whether performing more than one DNA extraction replicate influences on 227 

real-time PCR positivity for the diagnosis and follow-up of patients witch chronic CD, 228 

using the cohort of the MULTIBENZ clinical trial.  229 

This study shows that the sensitivity of the final result is influencing by the number of 230 

extraction replicates. In particular, real-time PCR positivity was significantly improved at 231 

baseline in Argentina and Brazil when three DNA extraction replicates were analyzed. 232 

However, the addition of the second DNA extraction gave a small but non-statistically 233 

significant improvement in real-time PCR positivity in all localities, except in Brazil, 234 

where this difference was significant. This increase in the sensitivity is usefulness to 235 

enhancing the capacity to recruit chronic CD patients for clinical trials, in which the 236 

inclusion criteria require at least one real-time PCR-positive result at screening phase. 237 

Moreover, in both treatment arms to be analyzed (low- and short-dose), the 238 

performance of three extraction replicates significantly increases the detection of 239 

treatment failure. This improved sensitivity for detecting treatment failures is of 240 

particular relevance in the context of clinical trials, where the aim is to have a method 241 

with a high sensitivity for use in post-treatment follow-up to determine treatment 242 

efficacy. 243 

The study of Parrado, et al. demonstrated that collected serial blood samples and 244 

qPCR replicate analysis improved the final positive results obtained [20]. In addition, 245 



 
 

the strategy of analyzing three DNA extraction replicates from one single blood sample 246 

implemented in this work, showed a similar impact on qPCR sensitivity (an increase of 247 

about 5% of positive cases) that the one used by Parrado, et al. [20], who collected and 248 

assayed three serial blood samples per patient at each time-point visit.  249 

The blood sample volume is an important factor to be considered in chronic patients 250 

with low levels of parasitaemia following treatment [13]. Therefore, this study supports 251 

the use of DNA extraction replicates instead of collecting several blood samples, 252 

reducing the volume of blood needed for real-time PCR testing purposes in clinical 253 

trials of chronic CD. It would be necessary to evaluate the use of these different options 254 

in different scenarios, according to available resources.   255 

To conclude, this study supports the utility of performing replicate DNA extraction to 256 

increase the proportion of real-time PCR-positive samples for both recruitment of 257 

chronic CD patients into clinical trials and detection of therapeutic failure in this 258 

population. 259 

  260 
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Resumen  

Objetivo: Describir el protocolo y los resultados de la fase piloto de un programa de 

cribado oportunista de la EC basado en farmacias comunitarias en Barcelona, España. 

Material y métodos: Se diseñaron tres estrategias de cribado según el enfoque de 

reclutamiento en la farmacia: pasiva, activa y activa-comunitaria. El protocolo del 

estudio incluyó la firma del consentimiento informado de la persona interesada, el 

registro de los datos epidemiológicos y clínicos en un sistema de base de datos web, 

la realización de la prueba rápida (Trypanosoma Detect™) y la recogida de sangre en 

papel seco. El resultado de la PDR se informó en el acto y en el caso de resultar 

positiva se convenía una cita para una posterior visita en la unidad de referencia. Tras 

la fase piloto, se realizó un análisis DAFO. 

Resultados: Durante la fase piloto del estudio participaron un total de 19 farmacias y 

se incluyeron 64 personas que cumplían los criterios de inclusión. La PDR fue positiva 

en 2/64 (3,13%) casos. Respecto a las muestras de DBS, 13/49 (26,53%) fueron 

recogidas de forma incorrecta, por lo que no pudieron ser procesadas. De las 36 

muestras de DBS que sí pudieron analizarse, 26/36 (72,22%) fueron negativas por E-

CLIA, 1/36 (2,8%) fue positiva, mientras que las restantes fueron inválidas (9/36; 25%). 

Tras la evaluación cuantitativa y cualitativa del programa, se descartó la muestra de 

papel seco al complicar la toma de muestra al farmacéutico, además de la eliminación 

de la estrategia pasiva, ya que fue la que menor porcentaje de reclutamiento presentó 

(13/64; 20,31%).  

Conclusiones: La realización de la toma de muestra de DBS y la estrategia pasiva no 

son adecuadas para el cribado de la EC en las farmacias comunitarias. Es necesario 

ampliar el número de farmacias y personas participantes para determinar si la 

realización de una PDR en las farmacias comunitarias es un método de cribado eficaz 

para incrementar el acceso al diagnóstico de la EC en una zona no endémica. 
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Abstract  27 

Chagas disease (CD) epidemiology has changed over the last decades, spreading to 28 

non-endemic areas due to populations movements from Latin America. In non-endemic 29 

areas people with CD are underdiagnosed, being barrier to access the health system 30 

and stigma some of the most important. In this context, community interventions can 31 

reach susceptible population increasing diagnosis coverage of people with CD. 32 

Community pharmacies (CPs) are essential stakeholders in the national health system 33 

network and have a variety of characteristics that make them suitable for screening 34 

programs. A screening program in CP may be able to mitigate the access barriers 35 

affecting people with CD. This study aimed to report the protocol and results from the 36 

pilot phase of an opportunistic CP-based CD screening program in Barcelona, Spain. 37 

For it, three strategies according to recruitment approach were designed: passive, 38 

active and active-community. The study process consisted of signing the informed 39 

consent form, recording the patient's data in a web-based database system, and 40 

performing the rapid test and blood collection on dry paper. A total of 19 pharmacies 41 

participated and 64 patients were included during the pilot phase of the study. The 42 

rapid diagnostic test (RDT) was positive in 2/64 (3.13%) cases. Of the 49 DBS samples 43 

that arrived at the laboratory, 22 (45%) were collected incorrectly. After quantitative and 44 

qualitative assessment of the program, the dry paper sample and passive strategy 45 

were ruled out. DBS sampling and the passive strategy are not suitable for CD 46 

screening in community pharmacies. More participating pharmacies and individuals are 47 

needed to determine whether conducting a PDR in community pharmacies is an 48 

effective screening method to increase access to CD diagnosis in a non-endemic area. 49 

 50 

 51 



 
 

Author summary 52 

Chagas disease is a potentially life-threatening illness and has a high index of 53 

underdiagnosis, mainly due to barriers to access to the health system and stigma. 54 

Community screening activities allow us to reach the population at risk, so this project 55 

aimed to increase CD diagnosis using an existing health system resource. To the best 56 

of our knowledge, there is no screening program for Chagas disease carried out in 57 

community pharmacies.  58 

This program brings a new approach to facilitate the access of patients living with 59 

Chagas disease to rapid screening tests through community pharmacies, increasing 60 

the number of patients receiving care in tropical medicine units. Opportunistic 61 

screening in community pharmacies may mitigate health system barriers for at-risk 62 

population. 63 

 64 

 65 

 66 

 67 
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Introduction 74 

Chagas disease (CD), a life-threatening disease caused by the protozoan 75 

Trypanosoma cruzi, affects between 6 and 7 million people worldwide (1). It is 76 

estimated that nearly 10,000 deaths per year are directly caused by CD, with an 77 

estimated global cost of 8 billion dollars per year in lost productivity and health costs 78 

(2). Although endemic in Latin America, the number of CD cases reported in non-79 

endemic countries has increased due to population movements (3). In Europe, Spain 80 

has the highest number of people infected by T. cruzi, with an estimated 52,000 cases; 81 

however, approximately 70% remain undiagnosed (4).  82 

 In the absence of the vector, CD can be transmitted via vertical transmission, blood 83 

transfusion and organ transplantation (5). Accordingly, health authorities in Spain have 84 

implemented different measures to control CD transmission: screening in blood banks 85 

is mandatory (Royal Decree 1088/2005) and some Spanish regions established CD 86 

screening protocols in pregnant women from Latin America, such as Valencia (6), 87 

Galicia (7) and Catalonia (8). However, no screening program to control CD in the 88 

general Latin American population is implemented in Spain and CD diagnosis relies on 89 

the general physician’s decision. Unfortunately, time constraints and the healthcare 90 

workers’ poor knowledge of CD, inefficiencies in the diagnosis and referral process 91 

flows, together with barriers to health system access and stigmatization, limit the 92 

current strategy to diagnose people with CD (9). To overcome these barriers, 93 

community-based activities for screening and case detection allow us to identify at-risk 94 

individuals and thus limit potential associated complications through early detection 95 

and appropriate treatment (10). 96 

The vast majority of CD patients living in non-endemic areas are in the chronic stage of 97 

the disease (11). Diagnosis of this phase is by means of serological tests (12); for 98 

mass-screening surveys, a rapid, sensitive and easy to perform and interpret point of 99 



 
 

care diagnostic test would be valuable (13). Rapid diagnostic tests (RDTs) to detect 100 

antibodies against T. cruzi have been developed (14). Additionally, Dried Blood Spots 101 

(DBS) from finger-prick blood can be safely collected, stored at room temperature and 102 

sent under conventional courier conditions (15).  103 

Community pharmacies (CPs) are a private healthcare resource that work in an 104 

integrated and coordinated manner in the management of health processes of the 105 

population. CPs are valuable assets for screening strategies due to territorial balance, 106 

consumer confidence, capillarity and social cohesion, professionalism and qualification, 107 

and their dense and interconnected network (16). Previous screening initiatives 108 

involving CPs have been carried out in Spain for other pathologies, such as 109 

opportunistic, under request, HIV screening programs and systematic colorectal cancer 110 

screening programs, with positive results (17,18). To our knowledge, no CD screening 111 

program has been carried out in community pharmacies.  112 

This study aimed to describe the protocol and results from the pilot phase of an 113 

opportunistic CD screening program at CPs in Barcelona (Catalonia, Spain).  114 

 115 

Material and methods 116 

Stakeholders, target population and study design 117 

This was an opportunistic CD screening intervention performed in CPs for people aged 118 

18 or over, who had lived for more than one month in an area endemic for CD. This 119 

project was financed by the Fundació Marató TV3 (project number 20182610) and 120 

supported by different referent organizations: College of Pharmacists of Barcelona, Vall 121 

d’Hebron University Hospital (HUVH), International Health Program of the Catalan 122 

Health Institute and XarChagas program. The pilot phase was performed from 123 

November 2019 to May 2021, at which time the strengths, weaknesses, opportunities, 124 



 
 

and threats (SWOT) analysis and relevant modifications to the final study protocol were 125 

made.  126 

The screening study was carried out in three districts of Barcelona city (Fig 1) with a 127 

large population of Latin American migrants, according to the data of the last census in 128 

Barcelona (19): Nou Barris, Sants-Montjuïc and Horta-Guinardó. Participating 129 

pharmacies (N=19) were selected based on different factors, including proactivity, 130 

experience in other screening programs (HIV and/or colorectal cancer), biological 131 

waste management training and certification, commitment to data protection 132 

procedures and facilities that ensure a comfortable and safe participant experience. 133 

 134 

Fig 1. Distribution of the 19 pharmacies that participated in the pilot phase in the city of 135 

Barcelona. Modified from: https://www.instamaps.cat/ 136 

 137 
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Opportunistic screening strategies 138 

Three different strategies were used to approach the target population: (i) passive, (ii) 139 

active and (iii) active-community actions (Table 1). All participating CPs displayed 140 

posters offering CD screening at the entrance of the pharmacy, easily visible from the 141 

outside. In addition, informative leaflets were placed on the counter of the CP. Both 142 

posters and leaflets informed that the participant had the opportunity to take a free, 143 

rapid CD screening test. In addition, the leaflets contained basic information about CD 144 

and reasons to be screened. Iconographic material was specially designed with the 145 

help of people affected with CD using a consensus decision-making process with the 146 

aim of drawing the attention of the Latin American population (S1 Fig.). 147 

Table 1. Characteristics of the three strategies presented in the CD screening program. 148 

 
Passive Active 

Active-

community 

Informative leaflets √a √ √ 

Posters √ √ √ 

Pharmacist offers rapid diagnosis 
tests 

xb √ √ 

Involvement of community agents x x √ 
a 
included in the strategy 

b 
not included in the strategy 

 149 

i) Passive: implemented in Nou Barris, pharmacists had a wait-and-see attitude to 150 

recruit the target population; in this case the participant would request the RDT. ii) 151 

Active: implemented in Horta-Guinardó, pharmacists had a proactive attitude, where 152 

they explained and offered the RDT to Latin American consumers. iii) Active-153 

community: implemented in those pharmacies located in the Sants-Montjuïc district. 154 

The iconographic material and the active attitude of the pharmacist were supplemented 155 

by the participation of community agents, who were tasked with conducting 156 

workshops/informative sessions in Latin American cultural associations and social 157 

meetings to encourage participation.  158 



 
 

Pharmacist training  159 

Pharmacists received training in CD and RDT performance by completing a 3 h course 160 

imparted by physicians, microbiologists and community agents. This course explained 161 

general aspects of CD (including epidemiology, diagnosis and treatment); how to use 162 

and interpret the RDT; how to collect DBS samples; the use of the information system 163 

tools; as well as how to approach the participant. In this sense, an “Expert Patient” 164 

(Latin American community worker) trained the pharmacist in techniques to identify and 165 

approach Latin American consumers (S2 Fig.). 166 

Participating pharmacies were invited to complete a brief anonymous survey with 167 

general questions about CD before and after the training. This survey consisted of 18 168 

questions divided into four specific areas (epidemiology, transmission, clinical 169 

presentation and diagnosis/treatment). Moreover, another brief anonymous satisfaction 170 

survey was performed to evaluate the training course. 171 

Monitoring plan 172 

During the study, pharmacies received a personal visit from the training personnel 173 

(including a physician, a microbiologist, and a community health agent) to review the 174 

process, answer questions and correct any protocol deviations. To this end, a 175 

monitoring system was developed that included a guide for visiting and monitoring 176 

pharmacies (Standard Operational Procedure Monitoring Guideline) (Table 2). In 177 

addition to the on-site monitoring, pharmacies, lying in the last quartile according to the 178 

number of patients recruited, were telephoned and interviewed by an investigator 179 

regarding the hurdles hindering project implementation.  180 

Dissemination and communication 181 

Different collaborating entities were contacted to inform them of the implementation of 182 

the screening program, such as the health centers in the selected neighborhoods, the 183 



 
 

department of health of the Government of Catalonia, and different community 184 

organizations.  185 

During the project, online stakeholder meetings were scheduled every three months or 186 

sooner under request from any stakeholder. A mailing list and a group in an instant 187 

message app were created for rapid communication. 188 

Table 2. Description of the standard operating procedure for visiting and monitoring in 189 

pharmacies. 190 

Item Description 

Iconographic material 

Check the placement of the poster in a 

place visible from the outside. 

Check the presence of the leaflets in a 

visible place at the counter or elsewhere 

in the pharmacy. 

Interaction with participants and 

informed consent form 

Remember inclusion criteria. 

Resolve doubts about the approach, 

interaction, etc.  

Remind of the importance of sign 

informed consent form. 

Rapid test and dried blood spot 

Checking of materials and consumables. 

Review waste management. 

Review the execution and reading of the 

rapid test. 

Review the dried blood sample collection 

process. 

Data collection 

Check access to the database platform 

web. 

Review database handling. 

Processes 

Review referral processes for patients 

with a positive PDR result. 

Review the information to be provided in 

the case of patients with a negative RDT 

result. 

Review the management processes for 

blood samples collected on filter paper. 

 191 



 
 

Information system tools and database 192 

A web-based database platform was designed to record patient information, results 193 

obtained from the RDT and analysis of the DBS samples. This platform had personal 194 

authentication, search function, user privilege management and remote control. 195 

The Official College of Pharmacists Information System centralized all information 196 

related to the processing and tracing of the RDT kits and DBS samples of the 197 

pharmacies and the microbiology laboratory of the HUVH.  198 

Study procedures 199 

Screening methods 200 

The pharmacist’s role, regardless of the strategy, was to check exclusion/inclusion 201 

criteria, inform about the importance of screening for CD, and explain the project’s 202 

objective, procedure, possible results and referral interventions. If the participant 203 

agreed, he/she signed two copies of the informed consent form; one copy is kept in the 204 

investigator file in the CP and the other is given to the participant. Later, the participant 205 

answered a short survey about sociodemographic characteristics and CD risk factors, 206 

relatives with the disease and previous testing history. Then, the RDT is performed 207 

using a blood drop from a finger-prick. All the procedures were free of charge for the 208 

patient. In addition to the rapid test, DBS samples were obtained from finger-prick 209 

blood on filter-paper cards. 210 

When the RDT result was negative, a specific information sheet was given to the 211 

participant. Additionally, he/she was informed, using plain language, of the test’s yield, 212 

including sensitivity and specificity, and was advised to consult their primary healthcare 213 

physician for the corresponding analyses. On the other hand, if the RDT was positive, 214 

pharmacists informed the patient about the need for a confirmatory test in a referral 215 

hospital. Upon acceptance, the pharmacist could, at that time, schedule an 216 

appointment at the HUVH Tropical Medicine Unit for the participant (Fig 2). 217 



 
 

 218 

Fig 2. Flow diagram depicting the testing algorithm performed at the pharmacy. CRF: case 219 

report form; RDT: Rapid Diagnostic Test; DBS: Dried Blood Spot; HUVH: Vall d’Hebron 220 

University Hospital. 221 

Laboratory procedures (RDT and DBS serology) 222 

A previous analytical study was carried out to determine the sensitivity and specificity 223 

of the chosen rapid test, as well as for the analysis of the DBS samples via a 224 

serological technique (20).  225 

The Trypanosoma Detect™ Rapid Test (InBios International, Inc., Seattle, WA) was 226 

selected for the rapid test in community pharmacies and performed according to 227 

manufacturer’s instructions. Briefly, one finger-prick blood drop is added to the test strip 228 

in the absorbent area, and then three or four drops of buffer solution are added to the 229 

same area. The results are read after 10 minutes.  230 



 
 

Regarding DBS samples, between two or three additional drops of blood from the 231 

same finger-prick were used to fill one 8-mm-diameter circle on Whatman filter paper 232 

card (Whatman 903™ Specimen Collection Paper; GE Healthcare Ltd, Cardiff, United 233 

Kingdom). This procedure was repeated to fill a minimum of two circles. If the first 234 

finger-prick was not enough to fill the two required circles, the participant was asked 235 

about the possibility of making a second finger-prick. 236 

Paper cards were dried at room temperature and then placed in a plastic bag with an 237 

anti-humidity sachet. All DBS samples were labeled with a code generated at the time 238 

of patient data entry to ensure sample traceability. In accordance with the 239 

pharmaceutical distribution system, DBS samples were delivered monthly to the 240 

microbiology laboratory of the HUVH for serological analysis.  241 

DBSs were processed for analysis with the Elecsys Chagas assay (Roche Diagnostics, 242 

Manheim, Germany) for the determination of anti-T. cruzi immunoglobulin G. 243 

Community survey 244 

During March and July 2021, a survey of the target population was carried out to 245 

provide information regarding the acceptance of CD screening in CPs. This survey was 246 

conducted in the Sants-Montjuïc district, coinciding with the involvement of community 247 

agents in the project's active strategy. Participants were asked whether they would 248 

want to be diagnosed for CD in pharmacies and to find out the reasons if not. Oral 249 

consent was requested before beginning the survey. No personal data was recorded 250 

for this study. 251 

Ethics 252 

This CD screening program follows the Public Health laws and the Organic Law on 253 

Data Protection. Review Board approvals were obtained from the Ethics Committee 254 

ofthe Vall d’Hebron Research Institute (PR(AG)230/2018), according to the principles 255 



 
 

expressed in the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from all the 256 

participants prior to performance of the RDT. Patients were not involved in developing 257 

the research question, design or implementation of this analysis.  258 

Statistical analysis 259 

Qualitative variables were expressed as absolute frequencies and percentages. 260 

Categorical variables were described as mean or median and standard deviation or 261 

interquartile range according to normal distribution. Statistical analyses were done 262 

using SPSS Statistics v22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). 263 

 264 

Results 265 

Pharmacist’s training 266 

Thirty-eight pharmacists attended the training course and completed the knowledge 267 

survey before and after receiving the training. All question categories showed an 268 

increase in the number of correct answers after having completed the course (Fig 3). 269 

The satisfaction survey completed by the participating pharmacists included aspects 270 

related to organization, training activity, teaching staff and overall evaluation. The 271 

scoring scale ranged from 1 to 4 (4 being very positive). The specific aspects and 272 

overall median were between 3 and 4 (data not shown). 273 

 274 



 
 

 275 

Fig 3. Percentage of correct answers by category before and after the training course. The 276 

questions were grouped into category: questions 1 and 2 on epidemiology, questions 3 to 7 on 277 

transmission, questions 8 to 12 on pathology, and questions 13 to 18 on diagnosis and 278 

treatment. 279 

Results from the pilot phase and SWOT assessment  280 

In the pilot phase of the study, a total of 19 pharmacies were included: seven for the 281 

passive strategy, six for the active strategy and six for the active-community strategy. A 282 

total of 64 patients were included, of which 46 (71.88%) were women, and the median 283 

age was 40 years (Inter Quartile Range, 32.75-53). The main countries of origin of the 284 

participants were Bolivia (18/64; 28.13%), Ecuador (16/64; 25%) and Peru (12/64; 285 

18.75%). Participants entered the program via communication from pharmacy staff 286 

(29/64; 45.31%), observation of the material in the pharmacy (27/64; 42.19%) and, to a 287 

lesser extent, through an acquaintance or family member (2/64; 3.13%) or information 288 

from community agents (1/64; 1.56%). In five cases (7.81%) this information was not 289 

registered. The RDT was positive in 2/64 (3.13%) cases. The characteristics of these 290 

two cases are resumed in the table 3. 291 

 292 



 
 

Table 3. Characteristics of the two patients with a positive RDT result. 293 

 
Patient code 

 1 6 

Country of origin Bolivia Uruguay 

Age 43 54 

Gender Female Male 

Serology by DBS Reactive Non-Reactive 

Conventional serology Positive Negative 

 294 

Of the 64 patients included, a DBS sample was collected in 49 (76.56%) cases. 295 

Thirteen samples (13/49; 26.53%) were inadequately collected and could not be 296 

processed. Of the remaining 36 DBS samples processed for serological analysis, 26/36 297 

(72.22%) were negative, 1/36 (2.78%) was positive and 9/36 (25%) were classified as 298 

invalid, which means that a reading error was obtained in the technique. 299 

Due to the low number of patients recruited, a qualitative study of the acceptance of the 300 

project by potential participants was performed in a Latin American population recruited 301 

from public places, such as the Bolivian consulate. Of the 94 people surveyed, 27/94 302 

(28.72%) answered that they considered a community pharmacy a suitable facility for 303 

CD diagnosis, while 28/94 (29.78%) preferred to be diagnosed in healthcare centers. 304 

However, the majority of participants (39/94; 41.49%) answered that they did not want 305 

to be tested for CD.  306 

After completion of the pilot experience, a SWOT analysis was applied to improve 307 

aspects of the project (Fig 4).  308 
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Discussion 310 

The under-diagnosis of people infected by T. cruzi responds to a complex matrix of 311 

interrelated factors, mainly attributed to the lack of knowledge of the infection and its 312 

transmission, fear and stigma, and a long asymptomatic phase (10). These factors 313 

complicate access to a diagnosis and, consequently, to treatment and clinical follow-up 314 

care (10). In situ screening interventions facilitate access to diagnostic tests and 315 

increase accessibility to potentially CD-affected people (21).  316 

In the knowledge survey conducted on pharmacists before the course, the categories 317 

of ‘diagnosis and treatment’ and ‘epidemiology’ had the lowest percentage of correct 318 

answers. The work of Iglesias-Rus et al., (9) concluded that many physicians outside 319 

endemic areas have limited or no knowledge about CD and its implications. It is 320 

important to emphasize these aspects since, although the vector is not present in 321 

Spain, there are other routes of transmission that are particularly relevant for the 322 

transmission of CD in non-endemic areas, especially congenital transmission and via 323 

organ transplants and blood products (5). 324 

A poor understanding of CD is one of the most important barriers to screening people 325 

susceptible to T. cruzi infection, especially a lack of accurate information about the 326 

disease, including the myth that CD is a synonym for death (22). Moreover, CD 327 

diagnosis produces a range of reactions in individuals, from skepticism to fear or 328 

anxiety (23). Therefore, a careful approach must be made when offering opportunistic 329 

screening to Latin American participants. To this end, our project included the 330 

collaboration of a CD “expert patient” with first-hand experience in the disease, who 331 

helped design the participant-centered approach and management plan, as well as the 332 

communication and dissemination plan (21,24). Pharmacists were trained in the 333 

misconceptions and fears associated with CD. When dealing with the at-risk 334 

population, pharmacists are recommended to communicate using clear language, 335 



 
 

without stereotypes and with scientific rigor. Likewise, they must respect the views and 336 

knowledge of the participants. To this end, the figure of the “expert patient”, as well as 337 

iconographic materials, were essential for the implementation of this program. The 338 

involvement of community agents was intended to reduce the reluctance to participate 339 

and increase community engagement with the project. Therefore, their participation 340 

was aimed at eliminating the social stigma surrounding CD.  341 

The SWOT analysis of the pilot phase highlighted several strengths of this program, 342 

such as coordination by experienced staff and training of pharmacists, as well as the 343 

free testing offered. However, several challenges were identified, including the 344 

reluctance to know their CD status and the lack of acceptance of positive RDT results. 345 

The study was designed to compare three screening strategies with the hypothesis that 346 

pharmacist and community engagement would increase the number of patients 347 

screened. After the results from the pilot phase, and according to the participants and 348 

pharmacists’ opinions, the passive strategy was dropped. 349 

The COVID-19 pandemic has, in many ways, disrupted the daily lives of people in 350 

affected countries, especially regarding social dynamics (25). Countries applied 351 

different measures to try to limit the spread of the virus; in Spain, different states of 352 

alarm were decreed over time with perimeter closures, quarantines, curfews... as well 353 

as the adoption of sanitary measures, such as safety distance, reduced personal 354 

contact... Moreover, pharmacies have seen an increase in the services offered as a 355 

result of the pandemic, such as antigen and serological tests. This fact may explain, in 356 

part, the low recruitment speed observed in this pilot phase of the project. 357 

Rapid diagnostic tests reduce the turnaround time, and with a proper referral 358 

procedure, reduce losses to follow-up (26). RDTs are easily implemented at the 359 

community level, but the sensitivity reported is not high enough to be used as the sole 360 

screening technique. Based on this fact, in the present study, a strategy was selected 361 



 
 

based on the combination of the RDT with a serology test using DBS, which can reach 362 

a sensitivity up to 97% (20).  363 

In 15/64 (23.44%) of the cases it was not possible to collect the DBS sample for 364 

serology analysis. This may be due to the fact that, although finger pricking seems to 365 

be a simple act, the fact of having to repeat it in order to obtain the DBS sample may 366 

be a reason for participants to refuse. In addition, although in 49 cases it was possible 367 

to collect DBS samples, 13 of them were collected improperly (either both circles were 368 

not full or only one circle was impregnated). Unfortunately, after the pilot phase, the 369 

project steering committee decided to remove this procedure as it was considered to 370 

hinder the logistics of the screening process.  371 

Similarly, in non-endemic countries, the choice of using RDTs for screening should be 372 

followed by confirmation of the results in a reference laboratory (27). Challenges 373 

related to the follow-up of patients by specialized units, especially in those with a 374 

positive RDT, can be a real problem that can hinder the effectiveness and success of 375 

the screening program. In order to try to lose as few patients as possible between 376 

screening and subsequent clinical follow-up, the pharmacy booked an appointment for 377 

diagnosis in the referral center. Participants not attending the scheduled visit were 378 

contacted by phone or e-mail to offer them a new visit. 379 

During the pilot phase, two participants had a positive result on the RDT. Both attended 380 

the subsequent visit at the referral unit at HUVH, indicating that acquiring the 381 

appointment at the pharmacy is a successful method to avoid the risk of losing the 382 

patient. The positive RDT result of patient 6 was not confirmed neither by serology from 383 

DBS and serum samples. On the other hand, participants with negative results were 384 

carefully explained the meaning of the result and encouraged to perform the diagnosis 385 

at his/her primary care center.  386 



 
 

Implementation of screening actions for CD, coupled with early management of the 387 

disease, is a cost-effective strategy (28); however, cost assessment prior to the large-388 

scale implementation of any strategy is essential for planning and refining procedures 389 

and investment efforts (29).  390 

To conclude, DBS sampling and the passive strategy are not suitable for CD screening 391 

in community pharmacies. There is a need to expand the number of participating 392 

pharmacies and individuals to determine whether conducting a RDT in community 393 

pharmacies is an effective screening method to increase access to CD diagnosis in a 394 

non-endemic area.  395 

 396 
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5. DISCUSIÓN 

En los últimos años, el paisaje epidemiológico de la EC ha cambiado debido a las 

corrientes migratorias desde zonas rurales a zonas urbanas en América Latina, e 

incluso fuera de esta región. Aún y la importancia que representa esta enfermedad, 

siguen existiendo limitaciones en cuanto al diagnóstico de los pacientes. 

Esta Tesis Doctoral tiene el objetivo de proporcionar nuevas aproximaciones para 

aumentar la capacidad de detección molecular de ADN de T. cruzi, así como describir 

alternativas al cribado serológico convencional que permitan llegar a la población de 

riesgo.  

 

Estrategias de mejora del diagnóstico molecular  

A pesar de la limitación que presentan los ensayos de PCR como herramienta de 

diagnóstico en la fase crónica de la EC, esta técnica se ha utilizado cada vez más para 

la detección de ADN de T. cruzi como biomarcador indirecto en el seguimiento de 

pacientes tratados y de la eficacia al tratamiento en ensayos clínicos [160,164]. Varios 

de estos ensayos han utilizado diferentes estrategias y metodologías, no 

estandarizadas, para detectar fracasos de tratamiento [121,161,162,165]. 

Los trabajos “Comparison of DNA extraction methods and real-time PCR assays for 

the molecular diagnostics of chronic Chagas disease” y “Usefulness of DNA extraction 

replicates to enhancing the detection of Trypanosoma cruzi DNA in blood samples from 

patients with chronic Chagas disease” tuvieron como objetivo valorar estrategias de 

mejora del diagnóstico molecular de la infección crónica por T. cruzi. Para ello, se 

comparó la sensibilidad de 4 protocolos (combinando dos sistemas de extracción y dos 
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ensayos de PCR a tiempo real) y la realización de múltiples réplicas de extracción de 

ADN, respectivamente, en el contexto del ensayo clínico MULTIBENZ.  

Siguiendo el protocolo de estudio MULTIBENZ, los porcentajes de positividad de la 

PCR a tiempo real obtenidos en pacientes crónicos no tratados (Argentina, 55%; 

Brasil, 60%; España, 42%) están en concordancia con lo reportado por estudios 

recientes realizados en estos países [154,166,167]. Destacar que la positividad 

obtenida en Colombia (29%) es menor a lo publicado [168], debido a que el número de 

pacientes cribados no fue equivalente al del resto de centros. 

En la comparativa entre el método de extracción automatizado y manual no se 

encontraron diferencias significativas en los resultados cualitativos (46-48% y 54-57% 

de positividad, respectivamente; p>0,05). Aun y no haberse encontrado diferencias 

entre ambos métodos, los sistemas de extracción automatizados presentan ventajas 

añadidas: disminuyen la variabilidad de los resultados y requieren menos tiempo de 

manipulación, reduciendo así el riesgo de contaminación cruzada, de importancia en 

laboratorios de biología molecular [115,116,169,170]. Todos estos factores favorecen 

la implementación de sistemas automatizados para el análisis de un número elevado 

de muestras, tanto en laboratorios de diagnóstico como en el contexto de los ensayos 

clínicos.  

La menor eficacia en la extracción del método automatizado respecto al manual podría 

estar relacionada con el volumen de muestra inicial en cada procedimiento de 

extracción de ADN (200 y 300 μL, respectivamente). El volumen de muestra para el 

sistema de extracción automatizado se fijó en 200 μL, ya que durante la 

estandarización del protocolo se observó que volúmenes mayores de muestras de 

GEB inducían un elevado número de reacciones inhibidas. En la misma línea, un 

estudio reciente, utilizando un sistema automatizado basado en partículas magnéticas, 

reportó que el 56,50% de las muestras de GEB mostraron inhibición en la PCR, frente 
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a sólo el 3,10% para muestras de sangre con EDTA, utilizando el mismo volumen de 

muestra [171]. Estos resultados sugieren que los sistemas de extracción de ADN por 

partículas magnéticas pueden no ser capaces de eliminar eficazmente toda la 

guanidina-HCl, un conocido inhibidor de la PCR [172]. 

Siguiendo el objetivo de mejorar la sensibilidad del resultado final, se observó que la 

positividad se encuentra influenciada por el número de réplicas de extracción 

realizadas. En particular, mejoró cuando se analizaron tres réplicas de extracción 

frente a una sola réplica: de 40,25% a 55,35% (p<0,01) en Argentina, de 38% a 60% 

(p<0,001) en Brasil, de 26,10% a 29,35% (p>0,05) en Colombia y de 33,55% a 42,10% 

(p>0,05) en España. Sin embargo, la adición de una segunda réplica de extracción a 

una primera no aportó una mejoría significativa estadísticamente, excepto en Brasil 

(del 38% al 52,67%, p<0,05). Este aumento de positividad, a pesar de no ser 

significativo en todos los países, mejora la capacidad de reclutamiento de pacientes en 

los ensayos clínicos, donde los criterios de inclusión requieren, en muchos casos, de 

al menos un resultado positivo de PCR en tiempo real. 

La realización de tres réplicas de extracción también aumentó la detección de fracasos 

de tratamiento al final del seguimiento: de un 18,92% a un 27,03% para el tratamiento 

estándar de BNZ (p>0,05), de un 14,10% a un 29,49% en la rama de dosis baja de 

BNZ (p<0,05) y de un 13,33% a un 32% para el tratamiento de pauta corta de BNZ 

(p<0,05). Disponer de un método con una elevada capacidad de detección es 

especialmente relevante para detectar fracasos de tratamiento y determinar la eficacia 

de nuevos esquemas terapéuticos.  

El volumen de la muestra de sangre analizado es un factor importante en pacientes 

crónicos con bajos niveles de parasitemia, especialmente en los seguimientos post-

tratamiento [163]. En un estudio precedente, Parrado, et al. [111] demostraron que la 

recogida de muestras sanguíneas de forma seriada (tres muestras de sangre 
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obtenidas en tres tomas distintas por paciente en cada visita de estudio) y la 

realización de múltiples réplicas de PCR mejoran los porcentajes de positividad 

obtenidos. Sin embargo, la estrategia de analizar tres réplicas de extracción de ADN a 

partir de una única muestra de sangre, implementada en este trabajo, mostró un 

aumento similar en la positividad de la PCR a tiempo real (alrededor del 5%) que la 

utilizada en el mentado estudio [111], pero con la ventaja de que es una aproximación 

mucho menos invasiva para el paciente. Por lo tanto, los resultados obtenidos 

respaldan el uso de réplicas de extracción de ADN de una sola muestra en lugar de la 

recogida seriada de muestras de sangre.  

 

Respecto a la comparativa de los protocolos de amplificación de ADNsat, no se 

encontraron diferencias significativas entre los resultados obtenidos al utilizar las dos 

parejas de cebadores. Como era esperable, se consiguió una mayor concordancia 

entre los resultados de PCR obtenidos cuando se utilizó el mismo sistema de 

extracción (índice de kappa de 0,65 y 0,59 para los métodos manual y automatizado, 

respectivamente).  

Por otro lado, sí que se observaron diferencias al comparar las medianas de los 

valores de Ct (del inglés, threshold cycle) de ambos protocolos de amplificación. Las 

medianas obtenidas con el nuevo conjunto de cebadores fueron inferiores a las 

obtenidas con el método original: 29,64 (rango intercuartil [IQR, del inglés interquartile 

range], 29,04-32,10) vs. 32,64 (IQR, 31,12-34,58), respectivamente, para la extracción 

de ADN con sistema automatizado (p<0,001) y 30,01 (IQR, 27,96-32,81) vs. 31,01 

(IQR, 29,93-32,70) para la extracción con sistema manual (p<0,05). Estas diferencias 

confirman un mejor rendimiento para el nuevo conjunto de cebadores, tal y como se 

reportó previamente en el estudio de Ramírez et al. realizado en muestras 

contaminadas [127]. Aunque, hasta donde sabemos, esta es la primera vez que ha 

sido probado en muestras clínicas, el nuevo ensayo de PCR ya ha sido utilizado para 
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el análisis de muestras de mamíferos silvestres y domésticos en Argentina, Colombia y 

México, con buenos resultados [173].  

El nuevo ensayo de PCR a tiempo real, además de incorporar la nueva pareja de 

cebadores para detectar ADNsat, también incorporó un nuevo conjunto de cebadores 

dirigidos a detectar la secuencia de IAC. El IAC es de utilidad para determinar el 

rendimiento de la extracción y monitorizar la presencia de inhibidores de la PCR 

[126,172]. En las muestras extraídas mediante el método manual, se encontró un 

mayor número de muestras con valores de Ct fuera de rango o no detectable para la 

diana de IAC, independientemente del ensayo de PCR utilizado (8 muestras para el 

sistema manual vs. 4 para el sistema automatizado). Sin embargo, en vista de que el 

análisis realizado en la comparativa fue solo cuantitativo, dichas muestras no se 

excluyeron del análisis. En el caso de estudios cuantitativos, sin embargo, se 

recomienda que las muestras positivas para ADNsat con valores de Ct atípicos para la 

diana de IAC sean reanalizadas, debido a que la carga parasitaria podría estar 

subestimada [126,172].  

El hallazgo de muestras con resultados positivos para la diana ADNsat y con valores 

atípicos para la diana de IAC parece estar relacionado con la presencia de fibras de 

vidrio de las columnas del sistema manual que co-eluyen con el ADN. Estas fibras 

podrían interferir en la lectura de fluorescencia en el canal del compuesto fluorescente 

HEX (canal para la detección de la secuencia de IAC) pero sin afectar a la lectura en el 

canal del compuesto fluorescente FAM (canal para la detección de la secuencia de T. 

cruzi) [117]. 
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Alternativas al cribado serológico convencional 

El trabajo titulado “Analytical evaluation of dried blood spot and rapid diagnostic test as 

a new strategy for serological community screening for chronic Chagas disease” tuvo 

como objetivo evaluar dos procedimientos diagnósticos para la detección de 

anticuerpos contra T. cruzi mediante el uso de muestra de DBS y la realización de una 

PDR. 

Actualmente, las pruebas serológicas disponibles para la detección de anticuerpos 

frente a T. cruzi están aprobadas para ser usadas con muestras de suero o plasma, 

mientras que no existe un protocolo específico para la muestra de DBS. En el presente 

estudio, la muestra de DBS se analizó mediante dos técnicas serológicas (E-CLIA y 

ELISA), teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la muestra de suero como 

referencia. Usando la técnica de E-CLIA, la muestra de DBS reportó unos resultados 

comparables a la muestra de suero, alcanzando una sensibilidad y especificidad de 

96,90% y 100%, respectivamente. En un trabajo previo de Holguin et al. [141] también 

se obtuvo una sensibilidad similar, aunque la especificidad encontrada fue menor, 

probablemente debido a que se incluyó un mayor número de muestras negativas.  

La cantidad de anticuerpos recuperados tras la reconstitución de la muestra de DBS 

puede variar según diversos factores, como el volumen de sangre empleado, los 

protocolos de recuperación, así como las condiciones de almacenamiento de la 

muestra [144,174]. Se obtuvieron valores de COI (índice de corte, del inglés cut-off 

index) mediante E-CLIA más bajos para las muestras de DBS en comparación a las 

muestras de suero (mediana de 138,10 vs. 243,30, respectivamente; p<0,05). Esto se 

traduce en una disminución de la detección de anticuerpos en las muestras de DBS 

debido a los factores de dilución aplicados para la reconstitución de las muestras. Este 

hecho podría explicar también la detección de un 2,20% (3/138) de falsos negativos 

(índice de kappa de 0,95; intervalo de confianza (IC) del 95%, 0,893 a 1) de las 
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muestras de DBS analizadas con E-CLIA. Los valores de COI en estas 3 muestras con 

resultado negativo fueron menores en comparación a su respectiva muestra de suero 

(mediana para DBS, 0,5 vs. mediana para suero, 9,7).  

Con el fin de determinar un protocolo óptimo de recuperación de anticuerpos en las 

muestras de DBS y mejorar la detección en muestras con bajo nivel de anticuerpos 

[141], es importante establecer un punto de corte óptimo de la técnica E-CLIA para 

este tipo de muestra. Por ello, se calculó un nuevo punto de corte para interpretar el 

resultado de las muestras de DBS que se estableció en ≥0,31, más bajo al descrito 

para suero o plasma (≥1). Con la finalidad de evitar una interpretación errónea de los 

resultados, sería necesario un estudio futuro en el cual se incluya un mayor número de 

muestras para determinar de forma precisa el punto de corte para DBS.  

Respecto al análisis de las muestras de DBS mediante la técnica de ELISA, la 

sensibilidad de la técnica disminuyó hasta el 77,4%, mientras que la especificidad se 

mantuvo en el 100%. En un 17,20% (21/122) de las muestras se obtuvieron falsos 

negativos (índice de kappa de 0,620; IC 95%, 0,472-0,768). La razón más plausible 

para esta baja correlación entre DBS-ELISA y las muestras de suero podría ser que 

restos de papel de filtro quedaran en el eluido interfiriendo en la realización de la 

técnica. Además, el volumen del tampón de elución utilizado (300 μL de PBS) puede 

no ser el adecuado para la técnica de ELISA, por lo que sería requerido evaluar otros 

volúmenes del tampón de elución, con el fin de mantener el factor de dilución lo más 

bajo posible [142]. Desafortunadamente, debido al bajo volumen recuperado, no se 

pudo realizar un re-análisis de las muestras con resultados discrepantes.  
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El rendimiento analítico de la muestra de DBS difiere según la técnica de análisis 

empleada, por lo que una evaluación de este tipo de muestra es conveniente según el 

ensayo que quiera usarse para su análisis. Además, tener un protocolo optimizado y 

evaluado es importante para alcanzar resultados que se asemejen a los obtenidos con 

las muestras de suero. 

En los últimos años, el uso de las PDR para la detección de anticuerpos contra T. cruzi 

se ha incrementado. Este tipo de pruebas proporcionan unos resultados rápidos, 

fiables y precisos si la prueba utilizada es lo suficientemente sensible y específica 

[135]. Además, el uso de PDR requiere de una menor complejidad técnica para su 

realización en comparación con las técnicas serológicas convencionales, lo que las 

hace idóneas para los cribados comunitarios.  

Los datos de rendimiento analítico de la PDR obtenidos en nuestro estudio con la 

prueba Trypanosoma Detect™ Rapid Test (89,60% y 100% de sensibilidad y 

especificidad, respectivamente) se aproximan a los encontrados en otros estudios que 

evalúan la misma PDR [135,175–178]. Sin embargo, un 10,40% (8/77) de las muestras 

de nuestro estudio presentaron un resultado de falso negativo cuando se usó la PDR 

(índice de kappa, 0,853; IC 95%, 0,755-0,951). En otros estudios (en los cuales usan 

una versión mejorada de dicha PDR, denominada Chagas Detect™ Plus Rapid Test) 

también reportaron valores de sensibilidad más elevados, llegando hasta el 100% 

[136,137].  

En términos de accesibilidad, una estrategia basada en la realización de una única 

PDR seria ventajosa para su aplicación a nivel comunitario. En los países no 

endémicos, en los que se estima una baja prevalencia de la EC, la elección de usar 

PDR para el cribado de la infección por T. cruzi, debido a su menor sensibilidad 

respecto a las técnicas convencionales, debe ir seguida de la confirmación del 

resultado en un laboratorio de referencia [179]. Atendiendo a los resultados globales 
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de este estudio, y a las condiciones de uso de cada una de las técnicas, se propone 

una estrategia basada en la combinación del uso de la PDR y la toma de muestra de 

DBS. El cribado inicial se realizaría mediante PDR con la posterior confirmación de los 

resultados negativos mediante DBS analizada con una técnica de elevada 

sensibilidad, como el ensayo E-CLIA. De esta forma, se alcanzaría una sensibilidad 

del 97%. No obstante, el hecho de añadir la muestra de DBS a la estrategia del uso de 

la PDR implicaría una reestructuración del equipo de trabajo sobre el terreno para 

poder realizar ambas pruebas en el menor tiempo posible.  

 

Una estrategia de cribado basada en la utilización de PDR y DBS se implementó 

mediante un programa de cribado oportunista de la infección por T. cruzi en las 

farmacias comunitarias, descrito en el trabajo “Opportunistic community screening of 

chronic Chagas disease using a rapid diagnosis test in pharmacies in Barcelona 

(Catalonia, Spain): study protocol and pilot phase results”.  

La EC presenta un elevado porcentaje de infradiagnóstico, por lo que es importante 

aplicar estrategias efectivas para reforzar la capacidad de los sistemas de salud de 

detectar casos de infección por T. cruzi. Por ello, las actividades en la comunidad son 

una herramienta fundamental para facilitar la accesibilidad hacia la población de 

riesgo, rompiendo así barreras psicoemocionales o administrativas [79]. Según 

distintos estudios realizados en Europa [79,180–183], las actividades que incluyen un 

cribado in situ han demostrado ser muy eficaces. 

Para el desarrollo de este programa de cribado se usó una estructura ya existente en 

el sistema sanitario: las farmacias comunitarias. Estas son un establecimiento sanitario 

privado que trabaja de forma integrada y coordinada en la gestión de los procesos de 

salud de la población. Así, constituyen un recurso valioso para las estrategias de 

cribado debido al equilibrio territorial, la confianza de los consumidores, la capilaridad y 

la cohesión social, además de la profesionalidad y la cualificación de los trabajadores 
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[184]. En España se han llevado a cabo iniciativas previas de cribado en farmacias 

para otras patologías, como programas de cribado oportunista, bajo demanda, del VIH 

[185] y programas de cribado sistemático del cáncer colorrectal [186], con buenos 

resultados. Ahora bien, hasta donde sabemos, no se ha llevado a cabo ningún 

programa de cribado para la detección de la infección por T. cruzi en las farmacias 

comunitarias. 

Para el abordaje de los pacientes se establecieron tres estrategias distintitas: pasiva 

(los farmacéuticos tienen una actitud de espera para reclutar a la población objetivo), 

activa (los farmacéuticos ofrecen proactivamente la PDR) y activa-comunitaria (igual 

que la activa, pero con la participación añadida de agentes comunitarios). Además, se 

realizó un curso de formación a los farmacéuticos que participarían en el estudio, se 

creó un circuito para la recogida de datos, el envío de muestras y la derivación de los 

pacientes a un centro de referencia. El cribado se realizó mediante la PDR 

Trypanosoma Detect ™ y la recogida de muestras de DBS. 

Debido a que un factor que contribuye al infradiagnóstico de la enfermedad es el 

desconocimiento por parte del profesional sanitario [81,98], se realizó una encuesta de 

conocimientos acerca de la EC tanto antes como después del curso de formación. En 

dicha encuesta, las categorías de ‘epidemiologia’ y ‘diagnóstico y tratamiento’ fueron 

las que menos respuestas correctas obtuvieron. Esto señala la importancia de 

enfatizar en estos aspectos ya que, aunque el vector no está presente en España, 

existen otras vías de transmisión que son particularmente relevantes en áreas no 

endémicas, lo cual era desconocido por muchos de los profesionales.  

Durante el programa piloto del estudio, se incluyeron un total de 64 participantes, 

procedentes la mayoría de Bolivia (28,10%), en concordancia con lo reportado en zona 

no endémica [43]. Solo un 3% de las PDR resultaron positivas (2/64), porcentaje 

menor al encontrado en otros programas de cribado realizados en España [79,82,86].  
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Tras finalizar la fase piloto del estudio, se realizó un análisis DAFO (debilidades, 

amenazas, fortalezas y oportunidades) para identificar y analizar aspectos relevantes 

del proyecto. La implicación de agentes comunitarios, la organización y coordinación 

del proyecto por investigadores experimentados y la formación específica del personal 

de farmacia fueron consideradas como principales puntos fuertes. Además, destacar la 

colaboración con unidades de referencia en el ámbito hospitalario para el manejo de 

los pacientes, así como la disponibilidad de realizarse el test de forma gratuita y dentro 

de una amplia oferta horaria en distritos con una alta prevalencia de personas de 

origen latinoamericano.  

El diagnóstico de la EC produce un rango de reacciones en los individuos, desde el 

escepticismo hasta el miedo o la ansiedad [187,188], por lo que el abordaje de los 

participantes debe realizarse atendiendo a estos aspectos. Para este fin, en este 

estudio se incluyó la participación de la figura del ‘paciente experto’, una persona que 

ha sido diagnosticada de EC y que tiene experiencia de primera mano [189]. Esta 

persona colaboró en el diseño del estudio centrado en el abordaje y seguimiento de 

los participantes, así como el plan de comunicación y difusión del proyecto. La 

participación de personas afectadas en la elaboración de estrategias de acción permite 

tener en cuenta las percepciones y experiencias de dichas personas, mejorando así el 

enfoque del programa [190]. Además, su participación pretende reducir la reticencia a 

participar a través de la creación de lazos de confianza con la comunidad, eliminando 

el estigma social que rodea la EC.  

Entre las oportunidades se encuentran las de conocer la prevalencia de la EC en la 

población de Barcelona y la futura implementación de un plan nacional para el cribado 

de la EC. La aplicación de acciones de cribado, junto con el tratamiento precoz de la 

enfermedad, se ha determinado como una estrategia coste-efectiva [191]; sin 

embargo, la evaluación de los costes antes de la aplicación a gran escala de cualquier 
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estrategia es esencial para planificar y perfeccionar los procedimientos y los esfuerzos 

de inversión [192].  

Como amenazas, la barrera cultural y psicosocial, la reticencia a realizarse el cribado 

de la EC, el estigma y el miedo a conocer un resultado positivo de la PDR, así como la 

pérdida de seguimiento de los pacientes. En un estudio cualitativo realizado dentro del 

proyecto para determinar su aceptación entre la población de América Latina, la 

mayoría de los encuestados (41,50%) afirmó que no querían ser cribados para 

conocer su estado frente a la infección por T. cruzi. La falta de información y 

concienciación de las personas afectadas, el miedo y el estigma que persiguen a la 

EC, la asociación de dicha enfermedad a la pobreza y la exclusión social, el miedo a 

perder el trabajo, podrían ser motivos por los que la población de riesgo no sienta la 

necesidad de buscar la asistencia sanitaria necesaria [193,194]. Esto remarca la 

necesidad de incluir estrategias sociales que empoderen y mejoren el conocimiento de 

la población más susceptible acerca de la enfermedad [190]. 

Los retos relacionados con el seguimiento de los pacientes por parte de las unidades 

especializadas, en aquellos con una PDR positiva, pueden dificultar la eficacia y el 

éxito del programa de cribado. Para intentar maximizar la adherencia del participante 

al seguimiento clínico posterior, en la farmacia se asignó una visita médica para que el 

paciente pudiera ser atendido por parte de la unidad de referencia. Además, los 

participantes que no acudían a la visita programada eran contactados por teléfono o 

correo electrónico para ofrecerles una nueva visita. Durante la fase piloto, dos 

participantes tuvieron un resultado positivo en la PDR y ambos acudieron a la visita 

posterior en la unidad de referencia. Esto, aunque teniendo en cuenta el bajo número 

de pacientes, indica que adquirir la cita en la farmacia es un método adecuado para 

evitar el riesgo de perder al paciente.  
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La baja capacidad de reclusión en la farmacia se determinó como una debilidad, hecho 

que se vio explicado por la reticencia al cribado de la EC por la población, así como la 

pandemia de COVID-19. Esto último ha alterado en muchos aspectos la vida cotidiana 

de las personas, especialmente en lo que se refiere a la dinámica social [195] con la 

aplicación de diferentes medidas para intentar limitar la propagación del virus: 

cuarentenas, toques de queda, cierres perimetrales, reducción del contacto personal… 

Asimismo, las farmacias vieron aumentado su carga de trabajo a raíz de la pandemia. 

Se observó que la estrategia de captación pasiva fue la que menor número de 

participantes incluyó (13/64; 20,30%), por lo que esta fue eliminada con el fin de 

priorizar aquellas estrategias con mayor tasa de reclutamiento: activa y activa-

comunitaria. Casi la mitad de los participantes (29/64; 45,31%) accedieron al programa 

a través de la comunicación por parte del personal de la farmacia, lo que refuerza la 

necesidad de tener un abordaje activo. 

La toma de muestra de DBS fue identificada como otra debilidad del proyecto. En un 

23,44% (15/64) de los pacientes a los que se les realizó la PDR no se pudo recoger la 

muestra de DBS para análisis serológicos. Esto puede deberse a que, aunque la 

punción en el dedo parece un acto sencillo, el hecho de tener que volver a pincharse 

para poder obtener la muestra de DBS puede ser un motivo de rechazo para los 

participantes. Además, aunque en 49 casos fue posible recoger muestras de DBS, 13 

(26,53%) de ellas se recogieron de forma incorrecta (o bien los dos círculos no 

estaban llenos o bien sólo se impregnó un círculo). Tras este análisis, se decidió 

eliminar este procedimiento por considerar que dificultaba la logística del proceso de 

cribado.  
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6. CONCLUSIONES 

I. Los dos métodos utilizados para la extracción de ADN de T. cruzi (manual y 

automatizado) en muestras GEB obtuvieron resultados cualitativos 

comparables. 

 

II.  La posibilidad de automatización y la facilidad de uso de los sistemas 

automatizados de extracción favorecen su implementación para el análisis de 

un número elevado de muestras. 

 

III. La realización de tres réplicas de extracción de ADN respecto a una sola 

réplica mejora la detección de ADN de T. cruzi mediante PCR a tiempo real, 

tanto en el cribado como en el seguimiento post-tratamiento de pacientes con 

infección crónica. 

 

IV. El nuevo conjunto de cebadores para la detección de ADNsat de T. cruzi 

obtuvo valores de Ct menores en comparación al conjunto de cebadores 

previamente descrito, lo que indica un mejor rendimiento de la reacción. 

 

V. El número de muestras inhibidas o con valores atípicos del IAC fue mayor en el 

caso de las muestras extraídas mediante el sistema manual. 

 

VI. El uso de la muestra de DBS analizada mediante la técnica E-CLIA mostró un 

rendimiento analítico similar al obtenido con la muestra de suero (sensibilidad y 

especificidad del 97% y 100%, respectivamente). 
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VII. El nuevo punto de corte para interpretar el resultado de la técnica E-CLIA en 

muestra de DBS fue más bajo (≥0,31) que el descrito para la muestra de suero 

(≥1).  

 

VIII. El uso de la muestra de DBS analizada mediante la técnica de ELISA mostró 

una sensibilidad menor (77%) y una especificidad del 100%, respecto a la 

muestra de suero.  

 

IX. La PDR evaluada (Trypanosoma Detect™) obtuvo una sensibilidad y 

especificidad del 89% y 100%, respectivamente.   

 

X. Una estrategia secuencial basada en la realización de la PDR y la confirmación 

de los resultados negativos mediante DBS, analizada con E-CLIA, presenta 

una sensibilidad del 97%. 

 

XI. La toma de muestra de DBS y la estrategia de reclutamiento pasiva no fueron 

adecuadas para el cribado de la EC en el estudio piloto realizado en las 

farmacias comunitarias.  

 

XII. Es necesario ampliar el número de farmacias y personas participantes para 

determinar si el cribado realizado en las farmacias comunitarias es eficaz para 

incrementar el acceso al diagnóstico de la EC en la ciudad de Barcelona. 
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7. PERSPECTIVAS DE FUTURO 

A raíz de los trabajos que componen esta Tesis Doctoral, el conjunto de resultados 

obtenidos abre diferentes puntos de acción para seguir mejorando en el estudio de la 

fase crónica de la EC.  

En primer lugar, destacar la importancia de seguir estudiando nuevos protocolos de 

detección molecular con el fin de obtener una técnica altamente sensible. En relación 

al nuevo conjunto de cebadores analizado en la presente Tesis Doctoral, estudios en 

los que se incluyan un número mayor de pacientes serán necesarios antes de 

introducir la nueva PCR para la detección de ADNsat de T. cruzi. Además, sería 

interesante estudiar y evaluar el uso de las dos dianas más ampliamente usadas, 

ADNsat y ADNk, de forma simultánea en formato de PCR múltiple. Debido a la 

diversidad genética que presenta T. cruzi, estos estudios tienen especial relevancia en 

que sean realizados en distintas áreas geográficas para poder abarcar el máximo de 

UDTs posibles. 

Respecto a los sistemas de extracción, sería importante un estudio en el que se 

incluyan pacientes de otras zonas, al igual que otras formas de la EC (aguda y crónica 

determinada) para poder estandarizar el número de réplicas necesario, y alcanzar un 

equilibrio entre el aumento de sensibilidad y el gasto de recursos para el uso de la 

PCR en diagnóstico o en ensayos clínicos. Además, otros estudios que incluyan 

diferentes sistemas de extracción o nuevos test de amplificación de ácidos nucleicos, 

como la PCR digital, podrían mejorar la detección de ADN en pacientes con infección 

crónica.  

Con respecto al valor de corte obtenido para las muestras de DBS mediante la técnica 

serológica E-CLIA, un estudio en el que se incluya un mayor número de muestras, así 

como muestras infectadas con otros tripanosomátidos (como Leishmania spp.), sería 
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interesante para determinar de forma óptima el protocolo de recuperación de 

anticuerpos y el valor de corte correspondiente. Esto también serviría para evaluar 

analíticamente la serología con muestras de DBS y E-CLIA en distintas áreas de zona 

endémica, abarcando distintas UDTs del parásito.  

También sería interesante examinar si la estrategia de cribado secuencial planteada 

de en la presente Tesis (realizar PDR y la confirmación de los resultados negativos 

con DBS) podría ser aplicada en otros contextos epidemiológicos. Para ello, sería 

necesario aplicar este algoritmo en distintas zonas geográficas del área endémica, 

analizando tanto su utilidad como la capacidad de implementación.  

Los resultados obtenidos en el análisis de la fase piloto del proyecto de cribado en las 

farmacias comunitarias han permitido modificar aspectos del protocolo con el fin de 

mejorarlo. Actualmente, se ha ampliado el estudio aumentando el número de 

farmacias participantes, incluyendo los cambios propuestos. Este proyecto incluirá, 

además, un análisis de coste-efectividad para determinar si el cribado de la EC en las 

farmacias comunitarias es una estrategia rentable y aplicable a largo plazo. 
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9. ANEXO 

A continuación se exponen trabajos publicados que no forman parte de los resultados 

de esta Tesis Doctoral, pero se encuentran relacionados con el tema de investigación 

de la presente Tesis: 

 

o Intra-Discrete Typing Unit TcV Genetic Variability of Trypanosoma cruzi in 

Chronic Chagas' Disease Bolivian Immigrant Patients in Barcelona, Spain. 

de Oliveira MT, Sulleiro E, da Silva MC, Silgado A, de Lana M, da Silva JS, Molina I, 

Marin-Neto JA. Frontiers in Cardiovascular Medicine. Mayo, 2021. doi: 

10.3389/fcvm.2021.665624 

 

o Quantification of parasite burden of Trypanosoma cruzi and identification of 

Discrete Typing Units (DTUs) in blood samples of Latin American immigrants 

residing in Barcelona, Spain.  

Tavares de Oliveira M, Sulleiro E, Silgado Gimenez A, de Lana M, Zingales B, Santana 

da Silva J, Marin-Neto JA, Molina I. PLoS Neglected Tropical Diseases. Junio, 2020. 

doi: 10.1371/journal.pntd.0008311 

 

o Contributions of molecular techniques in the chronic phase of Chagas disease 

in the absence of treatment. 

Sulleiro E, Salvador F, Martínez de Salazar P, Silgado A, Serre-Delcor N, Oliveira I, 

Moure Z, Sánchez-Montalvá A, Aznar ML, Goterris L, Molina I, Pumarola T. 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica. Febrero, 2020. doi: 

10.1016/j.eimc.2020.01.003 
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o Usefulness of real-time PCR during follow-up of patients treated with 

Benznidazole for chronic Chagas disease: Experience in two referral centers in 

Barcelona. 

Sulleiro E, Silgado A, Serre-Delcor N, Salvador F, Tavares de Oliveira M, Moure Z, 

Sao-Aviles A, Oliveira I, Treviño B, Goterris L, Sánchez-Montalvá A, Pou D, Molina I, 

Pumarola T. PLoS Neglected Tropical Diseases. Febrero, 2020. doi: 

10.1371/journal.pntd.0008067 

 

o Serum IL-10 Levels and Its Relationship with Parasitemia in Chronic Chagas 

Disease Patients. 

Salvador F, Sánchez-Montalvá A, Martínez-Gallo M, Sulleiro E, Franco-Jarava C, Sao 

Avilés A, Bosch-Nicolau P, Moure Z, Silgado A, Molina I. The American journal of 

tropical medicine and hygiene. Enero, 2020. doi: 10.4269/ajtmh.19-0550 
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