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RESUMEN
En México, la transmision materno-fetal del parasito Trypanosoma cruzi ha sido
poco estudiada. El primer caso se publicé en 1998 y a la fecha no hay mas
reportes. En este estudio se determind la prevalencia de infeccién con T. cruzi en
1448 mujeres embarazadas de Oaxaca, Jalisco y el Distrito Federal, asi como la
frecuencia de transmision a sus hijos recién nacidos y hasta los dos afios de
edad. La prevalencia se determind por la serologia reactiva a las pruebas de
Chagas Stat-Pak y ELISA. La frecuencia de transmision se determind@, primero,
por la busqueda del DNA de T. cruzi en sangre de cordén umbilical y dos afios
después por la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi propios del nifio, mediante
inmunodeteccion por ELISA, utilizando dos tipos de antigenos, uno total y otro
recombinante. Se demostrd que la prevalencia total de la enfermedad de Chagas
en mujeres embarazadas fue de 7.32% (106/1448) y por estados Jalisco fue el
mas alto (12.02%, 67/557), seguido de Oaxaca (4.4%, 35/794) y el Distrito
Federal (4.12%, 4/97). El porcentaje de recién nacidos positivos a PCR en
Oaxaca fue del 20% (7/35) y en Jalisco 11.94% (8/67), mientras que en el Distrito
Federal, no se encontraron casos positivos. La frecuencia de transmision hacia
los nifios evaluados tanto por PCR como por serologia, se presenta de la
siguiente manera: en Oaxaca fue de 9.09% (3/33) y en Jalisco de 3.07% (2/65).
La frecuencia total fue de 4.9% (5/102), con lo cual los nifios que resultaron
positivos recibieron el tratamiento especifico. La seroprevalencia materna fue mas
alta en el estado de Jalisco, pero la frecuencia de transmision fue mas alta en
Oaxaca, estos resultados no presentan asociacion con los datos ginecologicos de

la madre y los datos antropométricos del recién nacido. Probablemente, los



resultados obtenidos se modificaron por la presencia de diferentes cepas del
parasito presentes en las regiones estudiadas.

La alta frecuencia de la transmision materno-fetal de Trypanosoma cruzi
determinada en el presente trabajo, hace necesario diagnosticar la magnitud del

problema a nivel nacional y establecer medidas de prevencion y tratamiento.



ABSTRACT
In Mexico, the maternal-fetal transmission of Trypanosoma cruzi has been little
studied, the first case was published in 1998 and to date there are no more official
reports. We determinate the T. cruzi infection prevalence in 1448 pregnant women
from Oaxaca state, Jalisco state and Mexico City, as well as the frequency of
transmission to their newborns after two years. The prevalence was obtained by
the reactive serology to ELISA and Chagas Stat-Pak tests. The transmission
frequency was determined first by the search of T. cruzi DNA in blood umbilical
cordon and second by the “presence of specific anti-T. cruzi antibodies, by using
two ELISA tests, one with total antigen and another with recombinant antigens.
We found that the total prevalence of Chagas disease in pregnant women was
7.32% (106/1448), by states was 4.4% (35/794) in Oaxaca, 12.02% (67/557) in
Jalisco and 4.12% (4/97), in Mexico City. The percentage of positive PCR
newborns in Oaxaca was 20% (7/35) and in Jalisco was 11.94% (8/67); No
positives were found in Mexico City. The transmission frequency in positive PCR
children as evaluated by serology after two years was 9.09% (3/33) in Oaxaca and
3.07% (2/65) in Jalisco. The total transmission frequency was 4.9% (5/102); the
positive children received the specific treatment. The maternal seroprevalence
was highest in Jalisco state but the transmission frequency was highest in Oaxaca
State, these results have not association with the mother gynecologic data and
newborns anthropometric data. Probably, the results obtained are associated with

the presence of different strains of the parasite present in the studied regions.
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Definicion de Enfermedad de Chagas

También conocida como Tripanosomiasis americana, fue descrita por primera vez
por el Doctor Carlos Chagas en 1909, y es causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Es una infeccion parasitaria, sistémica y cronica en
el 30% de los infectados que progresan a las formas graves como cardiopatia o
mega formaciones digestivas. Es endémica en zonas rurales, sub-urbanas y en
los suburbios mas pobres de varios paises del continente americano, desde el sur
de los Estados Unidos hasta Sudamérica; representando un grave riesgo para la

salud de los habitantes de estas regiones." 2

Epidemiologia

La enfermedad de Chagas se encuentra distribuida en casi toda el continente
Americano, sus manifestaciones clinicas y caracteristicas epidemiolégicas son
variables entre una zona endémica y otra. La forma ideal de cuantificar su
magnitud real como problema de salud publica, es a través de la presencia de
vectores, seroprevalencia y sangre infectada en bancos de sangre. Los reportes
actuales a nivel global en América Latina, no reflejan la verdadera magnitud del
problema, la mayoria corresponden a estudios aislados y aproximaciones
estadisticas realizadas en zonas endémicas de paises con mayor presencia del
vector; sin embargo, estas cifras no son iguales para zonas no endémicas. En
relacion a las cifras que ha reportado la OMS en los ultimos veinte afios para el
continente Americano, se puede ver una disminucién causada por el implemento
de medidas de control en la transmision vectorial establecidas en paises del Cono

Sur, como Argentina, Brasil, entre otros (Tabla 1).% 3




En América Latina, se estima que el nimero de individuos infectados es de 7.6
millones de personas en el 2006, provoco 14,000 muertes por afio en el 2001 y 28
millones mas corren el riesgo de contraerla. Se considera un problema de salud
publica como resultado del aumento de la migraciéon, ya que se reportan casos en
Estados Unidos, Canada, Europa, Espafia, Australia, Japon, entre otros.*®

La poblacién en riesgo se define por la presencia del insecto vector en los
domicilios y la poblacién infectada a partir de encuestas seroepidemioldgicas
realizadas en areas endémicas a diferentes tiempos, con métodos, criterios y
planes de muestreo diferentes. " ®

En la Tabla 1, se observa como han cambiado las cifras reportadas de 1990 a
2006. La causa de estos cambios se debe a los programas de control en la
transmision vectorial y en bancos de sangre, o que ha favorecido la disminucion

de la enfermedad de Chagas.?




Tabla 1 Cambios en parametros epidemiolégicos ocasionados por la interrupcién de la transmision
de la enfermedad de Chagas, 1990-2000-2006.

Parametros
Epidemiolégicos
Muertes anuales >45 000 21 000 12 500

1990 2000 2006

Casos humanos de infecciéon 30 millones 18 millones 15 millones

Nuevos casos anuales 700 000 200 000 41 200
Poblacion en riesgo 100 millones 40 millones 28 millones
Distribucién 21 paises 21 paises 21 paises

Fuente: TDR/WHO, PAHO, WHO.

En la ultima “Estimacién cuantitativa de la enfermedad de Chagas en las
Américas”, realizada por la OPS en los 21 paises endémicos en el 2006, se
publicé la situacion cuantitativa de la enfermedad. En América, existian 7,694,500
infectados, 41,200 casos nuevos de transmision vectorial al afio, 14,385 casos de
Chagas congénito, 1,809,507 mujeres seropositivas entre 15 y 44 afios, la tasa de
prevalencia fue de 1.44% y la tasa de incidencia de 0.008%, la incidencia de
Chagas congénito de 0.13%, la poblacion expuesta en zonas endémicas fue
108,595,000 habitantes, los nacimientos por afo fueron 10,832,950, las
Cardiopatias 1,772,365 y la prevalencia en Bancos de sangre fue de 1.28%”°

En México, se reportaron 1,100,000 infectados, 7,700 casos nuevos de
transmision por vector, 1,100 casos de Chagas congénito, 243,000 mujeres
seropositivas entre 15 y 44 afos, la tasa de prevalencia fue de 1.02% y la tasa de
incidencia de 0.007%, la incidencia de Chagas congénito de 0.05%, la poblacion
expuesta en zonas endémicas fue 29,500,000 habitantes, los nacimientos por afio
fueron 2,159,000, las Cardiopatias 1,772,365 y la prevalencia en Bancos de

sangre fue de 0.6%°




Mecanismos de transmision

El mecanismo principal de infeccion es a través de las heces del insecto vector
infectado con T. cruzi, el cual penetra por la piel o las mucosas de los reservorios
mamiferos, incluyendo el hombre.'® Otros mecanismos importantes son la
transmision por transfusibn de sangre o de los componentes sanguineos
contaminados y por trasplantes de 6rganos.* Un mecanismo de transmisién de
menor frecuencia y del cual se conoce poco, es la transmision vertical de la madre
embarazada infectada al producto por via transplacentaria o perinatal (connatal).*?
La ingestion de leche materna, los accidentes en laboratorios donde trabajan con
el insecto vector y la ingestiébn de alimentos contaminados con orina 0 materia
fecal de triatominos, han sido descritos como mecanismos particularmente

raros.™
Ciclo Biolégico

T. cruzi es un parasito heterogéneo, parte de su vida se desarrolla en el huésped

vertebrado y la otra en el intestino del vector (Figura 1).

e Etapas en el ser humano: El ciclo se inicia cuando un insecto hematéfago
infectado pica a un ser humano y defeca. Los tripomastigotes metaciclicos
se encuentran en las heces (1), entran en el huésped a través de la herida
o por el cruce de las membranas mucosas. Cuando entran en una célula
humana, se convierten en amastigotes (2). Esta es la etapa reproductiva a
través de la mitosis. Después de la reproduccion, una gran cantidad de

amastigotes se encuentran en la célula infectada, formando pseudo-quistes




(3). El amastigote se convierte de nuevo en tripomastigote y la célula se
rompe. El tripomastigote vuelve a infectar otra célula, repitiendo el ciclo de
multiplicacién (4).**

Etapas en el insecto: Cuando el insecto pica a un huésped infectado, y las
heces estan en contacto con mucosas 0 heridas expuestas, algunos
tripomastigotes pasan a €l a través de la sangre (5). En el intestino del
insecto, se transforman en epimastigotes (6), los cuales representan la
segunda etapa reproductiva (7). Después de la reproducciéon a través de
mitosis, los epimastigotes pasan al intestino posterior, en donde se
convierten en tripomastigotes metaciclicos (8) y se evacuan a través de las
heces, mismas que pueden infectar a un huésped nuevo (1), repitiendo el

ciclo.*




Estadios en el triatoma

El triatoma se alimenta de sangre
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Figura 1 Ciclo Biolégico de T. cruzi. Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx




Vector

El insecto vector o transmisor, es un artrépodo hematéfago que pertenece a la
clase Insecta, orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Todas
las especies de triatominos son consideradas como vectores potenciales de T.
cruzi, pero los de mayor importancia epidemiolégica son aquellos que se han
adaptado a las viviendas humanas y que tienen intervalos de tiempo corto entre la

alimentacion y la defecacion.

En México, se han reportado un total de 31 especies de Triatominos, muy
cercanos genéticamente, aunque se distinguen niveles morfoldgicos y algunos
presentan variaciones geogréficas. Los triatominos infectados de forma natural y
de importancia epidemioldgica para la transmision del parasito a humanos son:
Rhodnius prolixus, Triatoma barberi, Triatoma dimidiata, Triatoma gerstaeckeri,
Triatoma longipennis, Triatoma mazzotti, Triatoma mexicana, Triatoma

pallidipennis, Triatoma phyllosoma y Triatoma picturata.®




Tabla 2 Distribucion de las especies de Triatominos de mayor importancia médica en toda la
Republica Mexicana.

ESTADO

ESPECIES REPORTADAS

Aguascalientes
Baja California
Campeche
Colima
Chiapas
Coahuila
Chihuahua
Distrito Federal

Durango

Estado de México

Guanajuato
Guerrero

Hidalgo
Jalisco

Michoacan

Morelos
Nayarit
Nuevo Ledn
Oaxaca

Puebla
Querétaro
Quintana Roo
San Luis Potosi
Sinaloa
Sonora
Tabasco
Tlaxcala
Tamaulipas
Veracruz
Yucatan

Zacatecas

T. longipennis

Paratriatoma hirsuta, T. rubida

. dimidiata

. barberi, T. pallidipennis, T. longipennis, T. bolivari, T. picturata, T. phyllosoma
. dimidiata, R. prolixus

. protracta, T. gerstaeckeri

. indictiva, T. longipennis, T. protracta, T. recurva, T. gerstaeckeri
barberi

. protracta, T. mazzotti, T. phyllosoma

pallidipennis

. dimidiata, T. barberi, T. longipennis, T. mexicana

. barberi, T. pallidipennis, T. mazzotti, T. phyllosoma

. dimidiata, T. barberi, T. mexicana, T. gerstaeckeri

4 A4 4 4 4 A4 A4 A4 4 A4 A -~

. dimidiata, T. barberi, T. pallidipennis, T. longipennis, T. bolivari, T. brailowsky, T. picturata, T.
phyllosoma

T. barberi, T. pallidipennis, T. mazzottii, T. phyllosoma

T. barberi, T. pallidipennis

T. pallidipennis, T. longipennis, T. recurva, T. rubida, T. mazzottii, T. bolivari, T. brailowsky, T.
picturata, T. dimidiata, T. phyllosoma

T. protracta, T. gerstaeckeri, T. lecticularia

R. prolixus, T. dimidiata, T. barberi, T. pallidipennis, T. phyllosoma, T. mazzottii, T. bolivari, T.

picturata, T. gomeznunezi, T. nitida

. proctracta, T. gerstaeckeri
. dimidiata, T. pallidipennis, T. rubida, T. gerstaeckeri

. dimidiata, T. nitida

T. dimidiata, T. barberi, T. pallidipennis

T. dimidiata, T. barberi, T. mexicana, T. gerstaeckeri, T.pallidipennis
T. hegneri, T. dimidiata

T. dimidiata, T. mexicana, T. protacta, T. gerstaeckeri

T. longipennis, T. indictiva, T. proctracta, T. recurva, T. rubida, T. sinaloensis, T. phyllosoma
T. incrasata, T. protracta, T. recurva, T. rubida, T. sinaloensis

T. dimidiata

T. barberi

T

T

T

T

. longipennis, T. protracta, T. pallidipennis, T. phyllosoma

Fuente: Taller Internacional de Epidemiologia Diagnéstico y Control de la Enfermedad de Chagas. Noviembre, 2002.




Manifestaciones clinicas

Las personas infectadas con T. cruzi presentan tres fases en el transcurso de la
enfermedad; estas son: la fase aguda, la indeterminada y la crénica. Después de
la infeccidn, los parasitos se pueden observar en sangre a partir del dia 7 hasta el
dia 14 a causa de la intensa multiplicacién parasitaria. En este periodo, todos los
tejidos pueden ser invadidos, pero los méas afectados son aquellos ricos en
células del sistema reticulo endotelial, los mas frecuentes son los macréfagos, el
tejido muscular cardiaco, el muscular estriado, musculo liso y en menor medida el
tejido nervioso.*® Posteriormente se describen dos formas clinicas de la
enfermedad de Chagas, la aguda y la crénica, con una etapa indeterminada entre

ambas.

Fase aguda

Dura entre 10 y 15 dias, pasa inadvertida la mayoria de las veces porque puede
ser asintomética, o presentar sintomas de leves a poco caracteristicos 0 en
algunos casos se manifiestan sintomas generales provocados por cualquier
entidad febril de otra causa. Dentro de los sintomas generales se encuentran la
fiebre, cefalea, anorexia, mialgia, laxitud, voémitos, diarreas, palpitaciones,
nerviosismo, artralgia, quebrantamiento general, linfadenopatias generalizadas,
hepatoesplenomegalia y edema, principalmente. Se caracteriza por parasitemia
elevada, reaccion inflamatoria con infiltrado de diferentes tipos de leucocitos,
reaccion inflamatoria de tejidos blandos conocida como chagoma, lesion en
parpados conocida como signo de Mazza-Romafa y diseminacion de parasitos

intracelulares en ganglios linfaticos y 6rganos como: bazo, médula 6sea, corazén,
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tubo digestivo, glandulas suprarrenales, cerebro y a veces ovarios, testiculos y
tiroides. Después de la fase aguda ocurre una respuesta inmunitaria que provoca
disminucién de la parasitemia y mantiene la infeccion en algunos focos selectivos.
Este periodo dura desde el final de la fase aguda hasta la aparicion de los
sintomas de la fase cronica, es conocida como fase indeterminada o latente que
inicia entre la semana 8 a la 10 después de la fase aguda, puede durar meses e

incluso afios con un promedio de 10 a 20. *’

Fase crénica

Se presenta en el 30% de los individuos infectados en fase aguda, puede adoptar
diversas formas clinicas: cardiaca, digestiva, del Sistema Nervioso Central (SNC)
y congénita. Se caracteriza por baja parasitemia y lesiones tipicas en el corazon y
el tubo digestivo.’® La forma méas importante es la cardiopatia chagasica,
considerada como el sindrome mas comun y peligroso, se desarrollan auto-
anticuerpos contra endocardio, vasos sanguineos e intersticio de musculo
estriado; ademas, se observa la presencia de nidos de amastigotes. Se desarrolla
hipertrofia, dilatacion de cavidades, trombosis mural, adelgazamiento apical y
aneurisma ventricular con mayor frecuencia en el apice del ventriculo izquierdo.
En algunos casos, puede ocurrir muerte subita sin desarrollo de insuficiencia
cardiaca congestiva.'® También se desarrollan lesiones hipertréficas del tubo
digestivo o megavisceras, especialmente megaeséfago y megacolon. En casos
agudos hay presencia de destruccion neuronal que trastorna el funcionamiento
peristaltico de la musculatura, ocasionando hipertrofia muscular y aumento

considerable de los érganos hasta llegar a la muerte.*®
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La forma congénita puede provocar abortos, partos prematuros o una infeccion
congénita caracterizada por hepatoesplenomegalia, anemia, dafio neurologico

progresivo, hemorragias cutaneas y alteraciones electrocardiograficas.?

Diagnostico

Varia de acuerdo con el estadio de la infeccion en que se encuentra el paciente:

Diagnostico en la fase aguda

Cuando la enfermedad es reciente, el diagnéstico se realiza por la busqueda del
parasito en sangre periférica empleando métodos directos, los de concentracion
bioldgica y la deteccion del acido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en
inglés) del parasito. Los métodos como el examen en fresco, las preparaciones
tefiidas y el recuento de tripanosomas, se pueden realizar en el 100% de los
casos Yy tienen una sensibilidad del 98% en esta fase.

Los métodos como la gota gruesa, la biopsia, el microhematdcrito, el método de
concentracion de Strout y el de Bennet, reducen el tiempo de realizacién, son
sensibles, pero se requiere equipo y material especial. Los de concentracion
biolégica, como el xenodiagnéstico y el hemocultivo, tienen sensibilidades del 95
al 98% en fase aguda, pero ésta disminuye hasta un 30% en fase cronica y son
muy tardados. La deteccion de antigenos parasitarios en sangre y orina ha sido
propuesta, pero aun no esta evaluada para incorporarse al diagnostico de rutina.
El diagnéstico indirecto mediante la busqueda de IgM debe tomarse solo como

dato orientador. !
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Diagnostico en la fase cronica

Se realiza con métodos indirectos buscando anticuerpos de la clase 1gG; los mas
comunes son ELISA, Hemaglutinacion Indirecta (HAI), Aglutinacién Directa (AD),
prueba de latex, Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) y Fijacién del Complemento
(FC). Ademas, se emplean pruebas complementarias como el conteo de
leucocitos, pruebas radiolégicas y electrocardiograficas. La Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) establece el uso de dos pruebas seroldgicas para dar un
resultado positivo, debido a que comunmente se encuentran pacientes positivos
en una prueba y negativos en otra. En la actualidad, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es uno de los mas recientes avances
en el diagndstico y el control del tratamiento de la enfermedad de Chagas; porque
es posible detectar un parasito o un fragmento del DNA de T. cruzi en 20 pL de

sangre con 99.9% de sensibilidad y 97.8% de especificidad en fase aguda.?***

Tratamiento

Existen dos farmacos para el tratamiento especifico contra T. cruzi, administrados
durante la infecciobn aguda a pacientes con parasitemia ocasionada por
accidentes de laboratorio, por transfusiones, en pacientes transplantados y en
infeccion congénita confirmada. Se utiliza un derivado nitrofurano (Nifurtimox) y
otro nitroimidazol (Benznidazol), ambos capaces de generar efectos colaterales
indeseables. El tratamiento debe ser prolongado, su accion es efectiva en la
infeccion reciente y no en la fase cronica. El Nifurtimox actia sobre ciertas
enzimas necesarias para el metabolismo de los gliucidos y para la sintesis

proteica, especialmente oxidando los radicales sulfidrilo (SH), indispensables para
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el metabolismo del parasito. También tiene accion sobre las enzimas
flavoproteicas y el citocromo C.?® El Nifurtimox se administra una dosis oral diaria
de 8 a 16 mg/Kg, dividido en tres dosis por 50 a 120 dias. La recomendada para

el Benznidazol es de 5 a 7 mg/Kg, durante 60 dias. *°
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ANTECEDENTES
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Definicion de Enfermedad de Chagas Congénita

La transmision vertical o transplacentaria es una entidad clinica patologica
causada por la transmisién de T. cruzi durante el embarazo, el parasito pasa a
través de la sangre materna a la fetal y con el tiempo a sus tejidos. Por lo que la
definicion de Caso Congénito es todo Recién Nacido (RN) hijo de madre con
diagnéstico de Chagas, antes o durante su embarazo; quien ha adquirido la
infeccion durante la gestacion por via vertical o transplacentaria y puede cursar
con o sin sintomatologia, pero con examen de laboratorio positivo para infeccion
por T. cruzi. %’

La infeccidon congénita (del Latin cum —con- y genitos —engendrado-), implica la
transmision de pardsitos vivos de forma prenatal (in Gtero) o perinatal (al momento
del parto) excluyendo la transmision postnatal de parasitos (principalmente a
través de leche materna o por alimentos contaminados) y la transmision de
parasitos muertos, DNA del parasito u otras moléculas del parasito liberadas en la
madre y que de la misma manera se encuentran en sangre fetal.?®

La transmisibn madre-hijo o transmision vertical también se puede dar de una
generacion a la siguiente, incluyendo prenatal, perinatal, asi como transmision
postnatal de parasitos vivos. La infeccidon congénita con T. cruzi se refiere a casos
de infeccion asintomatica como sintomatica, mientras que el término enfermedad

de Chagas congénita deberia ser usado sélo para casos sintomaticos.?®
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Historia

El mecanismo de la transmision transplacentaria fue descrito por el Dr. Carlos
Chagas en 1911, al realizar el primer registro de infeccién congénita por T. cruzi
en dos recién nacidos con crisis convulsivas que fallecieron a los 6 dias de vida y
cuyas autopsias revelaron la presencia del parasito.”® En 1914 Apt y
colaboradores, realizaron experimentos para comprobar la transmision vertical,
observando la presencia de nidos de amastigotes en la placenta de ratones
hembra infectadas; sin embargo, sus fetos no presentaron paréasitos en sangre.*
En 1921, Nattan-Larrier inoculd tripomastigotes de T. cruzi en cobayas gravidas y
observaron alta incidencia de abortos y presencia del parasito en sangre y liquido
amnidtico de los fetos.*! En Venezuela, el primer caso humano de transmisién
vertical confirmado lo reporté Dao 1949, describiendo el hallazgo del parasito en
sangre de un recién nacido de dos dias de vida.** En Argentina, Jorg y Romafia,
en 1953 describen los primeros casos congénitos humanos.* ** En Chile, Howard
y Rubio en 1968 publican los primeros casos humanos;* mientras que en Brasil,
Rezende y Bittencourt describieron manifestaciones clinicas que permitieron
establecer que la enfermedad de Chagas congénita produce importante
morbilidad.®** *” En Bolivia, Azogue en 1985, publica el primer hallazgo de Chagas
congénito.*® En Paraguay, Russomando® reporta los primeros casos en 1998,
poniendo especial interés en el tratamiento. En el 2005, Mendoza y
colaboradores publican la prevalencia de mujeres embarazadas infectadas y la
frecuencia de transmisién congénita en una zona endémica del Pera. En el 2008,
Sosa-Estani y colaboradores, tienen las publicaciones mas recientes, en donde

describen el uso de una prueba rapida (Stat-pack) para identificar la presencia de
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anticuerpos anti-T.cruzi en sangre de cordon umbilical de mujeres embarazadas
infectadas con el parasito de Argentina, Bolivia, Honduras y México.*

En México, el primer caso congénito lo publico Guzman-Bracho en 1998,
correspondiente a una nifia recién nacida prematura, con bajo peso al nacer,
hepatoesplenomegalia y neumonitis. El diagnostico se realizé identificando el
parasito en la sangre de la recién nacida con preparaciones en fresco y por
serologia en la madre. Se le dio tratamiento y se realizé seguimiento durante dos
afios hasta obtener serologia negativa en la nifia y su mama.*® Posterior a este
estudio, se desconoce la situacion de la enfermedad de Chagas congénita en el

pais. 43

Epidemiologia

La importancia de la frecuencia de la transmision congénita de T. cruzi, depende
directamente de dos indicadores epidemiolégicos basicos:

. La tasa de prevalencia de infeccidbn en mujeres embarazadas.

. La incidencia de transmision vertical.

La primera, varia en relacién con el grado de endemicidad de la infeccién por T.
cruzi, en los diferentes paises y regiones estudiadas. En Argentina, la prevalencia
de gestantes chagasicas se estima en 7% aproximadamente; y en otros paises
endémicos como Bolivia, Per(i y Paraguay oscila entre 5 y 40%.%** % En México,
un estudio realizado en dos regiones endémicas reporté el 4.1% de gestantes
infectadas.*® Con relacion a la incidencia de infeccién congénita, Argentina reporta
2.4%, Brasil 1%, Paraguay y Bolivia sus valores oscilan entre 4 y 12%; en México,

no se tienen reportes.** 28 Esta variacion es atribuida al grado de endemia de la
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region y a las caracteristicas inmunologicas de la poblacion estudiada. La tasa de
transmision no se ve afectada por la zona endémica, pero si estad asociada con la
severidad y mortalidad en el recién nacido. Ademas, es necesario estandarizar los
meétodos diagnosticos porque pueden subestimar o sobrestimar la incidencia de
transmision.*

La incidencia de la transmisién, vertical ha adquirido gran importancia debido a la
urbanizacion de la enfermedad, causada por las constantes migraciones
poblacionales desde las areas endémicas, ocasionado nuevos casos en regiones
y paises donde no existe la transmision vectorial. Los programas de control de la
transmision por vector y por transfusién sanguinea, estan influyendo para que la
infeccion congénita sea la via de transmision mas importante en paises
endémicos, lo que demuestra que es un problema de salud pablica.*® 4’

En la tabla 3, se retne la informacion sobre prevalencia de infeccibn en mujeres
embarazadas y el grado de transmision congeénita en ellas, durante los periodos
de tiempo y areas geograficas estudiadas. El grado de transmisién, se define

como el nUmero de casos congénitos/el numero de madres infectadas con T.

cruzi. Elvalor més alto reportado fue de 18.2% en Santiago de Chile.”®
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Tabla 3 Principales reportes epidemiolégicos en mujeres embarazadas y casos congénitos de
infeccion con T. cruzi en paises de América Latina.

MUJER EMBARAZADA

PAIS AREA ANO SEROPOSITIVA CASO CONGENITO
n/N % n/N %
ARGENTINA BUENOS AIRES 87-97 ND ND 71/1118 6.3
90-91 62/729 8.5 2/38 53
95-04 ND ND 4/159 25
00-06 ND ND 47 ND
CORDOBA 87-97 ND ND 37/721 51
SALTA 80-97 ND ND 102 ND
<93 149/937 15.9 6/149 4.0
<99 34/276 12.3 3/34 8.8
97-02 ND ND 31/340 9.1
FORMOSA 09 - 29.1 8/47 17.0
SANTA FE 76-91 895/6123 14.6 9/341 2.6
TIERRA DEL FUEGO 01-02 61 ND 3/68 4.4
TUCUMAN 92-94 927/16842 55 26/364 7.1
06-07 34/518 6.6 ND -
BOLIVIA COCHABAMBA 92-94 444/1606 27.6 22/444 4.9
99-01 809/3879 20.8 47/809 5.8
STA CRUZ 79-80 161/317 51.0 25 -
88-89 ND ND 78 (13) -
06-07 141/488 28.8 ND ND
<09 154/530 29.0 10/154 6.5
TARUA 01 73/152 48.0 8/149 5.4
02-04 172/508 33.9 8/153 5.2
03-04 1144/2711 42.2 61/1176 51
BRASIL BAHIA 75-76 47/285 16.5 1/17 5.8
81-82 226/2651 8.5 3/186 1.6
GOIAS 75-04 145 - 2/278 0.7
SAO PAULO <99 57 - 3/58 5.17
NACIONAL <04 36/15873 0.2 1/36 2.77
CHILE REGION llI 82-83 31/869 3.6 0/3 0.0
REGION IV <84 68/453 15.0 2/61 3.3
85-87 279/1974 15.6 2/51 3.9
05-08 123/3324 3.7 2/80 25
SANTIAGO 57-68 ND ND 30 -
<64 13/57 24.0 ND ND
79 11/402 2.7 2/11 18.2
81-82 27/1000 2.7 3/27 111
NACIONAL 82-90 ND ND 24/336 7.1
HONDURAS INTIBUCA 06-07 22/500 4.4 ND ND
MEXICO CHIAPAS, VERACRUZ 05-06 6/145 4.1 0/6 0.0
GUANAJUATO, YUCATAN 06-07 8/988 0.8 ND ND
MICHOACAN 98 ND ND 1(16) -
PARAGUAY ASUNCION, SN PEDRO 91-92 172/1862 9.2 9/123 7.3
CORDILLERA, PARAGUARI 95-04 7802/61091 12.7 104/1865 55
PERU AREQUIPA 01-02 22/3000 0.7 0/22 0.0

Fuente: Publicado en Carlier Y and Truyens C, 2010. American Trypanosomiasis Chagas Disease. DOI: 10.1016/B978-0-
12-384876-5.00022-8. ND: No Determinado.
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La tabla 4, resume las estimaciones realizadas por la OMS/OPS con relacion al
namero de mujeres infectadas en edad fértil y con el nimero e incidencia de
casos congeénitos para cada pais de América Latina durante el afio 2005.
Aproximadamente, 1,809,540 mujeres infectadas en edad fértil se encuentran en
riesgo de transmision congénita y 14,385 neonatos son infectados al afo, la
mayorfa de estos se encuentran en Argentina, Bolivia y Brasil.> En México, los
estudios recientes sobre la enfermedad de Chagas Congénita, indican
prevalencias maternas mas altas de las esperadas sin publicar frecuencias de

transmision.*®

Tabla 4 Estimaciones de la OMS sobre mujeres embarazadas y casos congénitos infectados con
T. cruzi en paises de América Latina para el afio 2005.

PREVALENCIA MUJERES
T. cruzi (%) (n)
n INCIDENCIA
(%)
SUDAMERICA
ARGENTINA 38,747,000 4.129 275,900 1,800 0.263
BOLIVIA 9,182,000 6.752 229,000 1,500 0.573
BRASIL 186,405,000 1.019 460,000 5,000 0.135
CHILE 16,267,300 0.985 34,600 445 0.181
COLOMBIA 45,600,000 0.956 107,800 1,000 0.104
ECUADOR 13,228,000 1.739 58,000 800 0.274
GUAYANAS 1,397,000 1.288 5,800 20 0.070
PARAGUAY 5,898,650 2.543 61,000 600 0.342
PERU 27,968,000 0.686 43,700 200 0.032
URUGUAY 3,305,700 0.656 5,300 20 0.039
VENEZUELA 26,749,000 1.159 68,000 600 0.102
CENTROAMERICA
TODOS LOS PAISES 39,656,200 2.034 217,440 1,300 0.123
NORTEAMERICA
MEXICO 107,029,000 1.028 243,000 1,100 0.051
TOTAL 522,432,850 1.448 1,809,540 14,385 0.133

Fuente: WHO 2006.
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Evoluciéon epidemioldgica

Las investigaciones sobre la epidemiologia de la infeccidbn congénita con T. cruzi
muestran dos puntos importantes:

(i) Existe la tendencia a reducir la incidencia en paises endémicos de América
Latina.

(i) La aparicién de la enfermedad en areas no endémicas fuera de América
Latina.

La diferencia en los datos epidemiol6gicos reportados, sobre la infeccion
congénita con T. cruzi, se debe en gran parte, a la falta de un método de
diagnostico estandar. Estudios previos realizados en Argentina y Bolivia,
muestran a diferentes periodos de tiempo, variacion en la incidencia de los casos

ocasionada por las metodologias empleadas en el diagnéstico. *°°

En las Ultimas décadas, la migracibn de personas de América Latina ha
probocado que la enfermedad de Chagas sea una enfermedad global,
encontrando casos en Europa, Canada, Japén y Australia, paises en donde no
hay transmision por el insecto vector o en E.U.A., en donde la transmisién por
vector al humano es muy esporadica. La migracion de mujeres, favorece el
incremento de la transmisién congénita en areas no endémicas, reportado casos

de enfermedad congénita en E.U.A., Suiza y recientemente Espafia y Escocia. >
Caracteristicas de la infeccion

La transmision congénita de T. cruzi, puede ocurrir tanto en fase aguda como en

la crénica de la infeccidbn materna y se puede repetir en cada embarazo durante el
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periodo de fertilidad de la mujer. La mayoria de los casos de infeccion congénita
provienen de madres con infeccion cronica, que fueron infectadas por el vector
durante su infancia o por vivir en areas endémicas. Sin embargo, la transmision
vertical del parasito, puede ocurrir a través de generaciones, de una madre
infectada a su hija, quien transmitira los parasitos a sus hijas y asi sucesivamente.
Todo esto puede contribuir a la formacion de un grupo familiar de casos
congénitos, observando los casos congénitos en hermanos.*> Tales
caracteristicas especificas de la infeccion con T. cruzi, sugieren que existe un
riesgo particular en la transmisibn madre-progenie, a través de un grupo de
mujeres embarazadas infectadas en areas tanto endémicas como no endémicas.
El interés de la infeccidbn congénita con T. cruzi, es que puede extenderse
facilmente a través de la migracion y el tiempo, por lo que se considera como

problema de salud publica.>?
Respuesta inmune innata de la placenta

Estudios recientes muestran que los miembros de la familia de Receptores Tipo
Toll (RTT o TLR, por sus siglas en ingles), incluidos TLR2 y TLR4, reconocen
patrones moleculares asociados y son expresados por trofoblastos vy
sincitiotrofoblastos y en menor proporcion en fibroblastos, células fagociticas de
Hofbauer (macréfagos) y células endoteliales.®™ *° La expresién de TLR esta
fuertemente aumentada durante la infeccion de la placenta, produciendo una
respuesta inmune innata con la liberacion de citosinas pro-inflamatorias,
quimosinas, oxigenos reactivos e intermediarios del nitrogeno hacia la sangre

materna.>® Ademas, los receptores FcRn, expresados en trofoblastos, pueden
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ayudar a fagocitar el parasito opsonizado por los anticuerpos. Estos mecanismos
efectores innatos activados en la placenta, pueden reducir la parasitemia dentro
del espacio intervelloso y limitar o prevenir la transmisién materno-fetal.>’ En
estudios in vitro realizados en placentas infectadas con tripomastigotes, se ha
visto disminucién en el grado de multiplicacion de los parasitos en las vellosidades
incubadas con T. cruzi, provocando la muerte de los pardsitos por la produccion
de Oxido Nitrico (NO). Los reportes de casos con inflamacion de placenta sin
infeccion congénita sugieren control de la infeccion por la respuesta inmune

innata.®’

Patologia e invasién de la placenta

La infeccidbn materna con T. cruzi, puede estar asociada a la inflamacién de la
placenta (placentitis), lo que puede causar un efecto protector. La ata produccion
de citosinas, como TNFa, proboca efectos adversos, que asociados a otros
factores pueden inducir apoptosis en las células de la placenta y finalmente la
ruptura de la barrera trofoblastica facilitando la infeccién fetal.®® El anélisis
histopatolégico de las placentas de abortos, partos o nacimientos prematuros de
mujeres infectadas con T. cruzi, muestran importante vellositis con grandes areas
de destruccion de trofoblastos y necrosis. Ademas, los estudios de
inmunohistoquimica, muestran respuesta inflamatoria importante, con infiltrados
de macréfagos CD68", linfocitos CD8* y pocas células NK.*°

Otras caracteristicas de la vellositis severa, son la presencia de macréfagos
MAC387+ y Granulocitos CD15+ agrupados en el sitio de necrosis trofoblastica.

La alta produccion local de mediadores inflamatorios, tales como las especies
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oxigeno reactivas, oxido nitrico y peroxinitrilo, pueden tener efectos deletéreos en
la vascularizacion de la placenta.®® Ademas, la liberacion de citosinas
inflamatorias dentro de la circulacion fetal/umbilical, puede inducir grandes dafios
afectando el desarrollo del feto, asi como, el sindrome de respuesta inflamatoria
fetal, empeorando las consecuencias clinicas de la enfermedad de Chagas
congénita y quiza contribuir a los abortos y mortalidad neonatal. ®°

Se ha visto que en placentas de neonatos vivos infectados congénitamente la
inflamacion vellosa severa no se observa o se encuentra menos marcada. La
necrosis Yy lisis estan asociadas con infiltraciéon de neutrdfilos y linfocitos que son
detectados muy frecuentemente en la placa coriénica (corionitis/corioamnionitis) y
en corddn umbilical (funisitis). lgualmente, las lesiones de la membrana que rodea
al feto pueden inducir su fragilizacion y su ruptura prematura; la cual, se observa
frecuentemente en casos de infeccion congénita con T. cruzi. La placentitis
enfocada y escasa, asociada a T. cruzi no reduce la transferencia de anticuerpos

protectores de la madre al feto.®°
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Rutas de la transmision materno-fetal de T. cruzi

Hematogena transplacentaria

La ruta transplacentaria, es la via principal para transmitir parasitos de T. cruzi
presentes en la sangre materna. Los parasitos necesitan cruzar la barrera
trofoblastica u otro tejido placentario carente defensa, antes de penetrar los vasos
fetales embebidos en el mesénquima y finalmente cruzar la placa corionica
(Figura 2). La transmision del parasito por la via materno-fetal puede realizarse a
través de las membranas. Los parasitos penetran en el corion a nivel del seno
marginal donde el revestimiento trofoblastico es incompleto (fibrina) y es una zona
sensible. La propagacion se puede dar en el seno de la placa corionica por
proximidad, por la infeccion sucesiva de fibroblastos y de macréfagos que liberan
tripomastigotes méviles hasta encontrar un vaso fetal, provocando entonces una
infeccion fetal por via hematdgena. La infeccibn congénita puede ocurrir por
medio de los vasos de la placa corionica o por el cordon. También se puede
adquirir en las células amnidticas por contigiidad. La infeccion de las
vellosidades del trofoblasto y de las células de Hofbauer parece estar relacionada
con parasitemia masiva. Las células gigantes infectadas sélo se observan en las

placentas de nifios con parasitemia elevada (1000 parasitos/mL).%*
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Figura 2 Rutas de la transmision de T. cruzi a través de placenta. Modificado de: American
Trypanosomiasis Chagas Disease. DOI: 10.1016/B978-0-12-384876-5.00022-8.

Invasién de trofoblastos por el parasito

Las vellosidades de la placenta humana estan cubiertas por dos capas de
trofoblastos: una capa exterior formada por sincitiotrofoblastos y una capa interior
de citotrofoblastos (Células de Langhans). Las extravellosidades de los
citotrofoblastos también cubren estructuras no vellosas. En un grado avanzado,
solo el sincitiotrofoblasto esta interpuesto entre la sangre materna y el tejido fetal,
desde el citotrofoblasto, el numero de células disminuye durante el periodo de

gestacion.®*

Estudios in vitro mencionan que T. cruzi puede infectar y multiplicarse facilmente

dentro de las vellosidades de las células trofoblasticas humanas. El parésito,
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induce la produccién de actina cortical en células del citoesqueleto y la fosfatasa
alcalina en placenta, estos pueden ayudar a T. cruzi a invadir y multiplicarse
dentro de las células trofoblasticas. En un modelo experimental, utilizando sangre
con parasitos vivos de T. cruzi, se identificO el DNA en el lado fetal del tejido
placentario. Sin embargo, la presencia de DNA no es una prueba de infeccion,
esto puede deberse a una contaminacion transplacentaria transfiriendo hebras de
DNA del lado materno. Ademas, en el estudio se usaron grandes cantidades de
tripomastigotes sanguineos (10°-10° parasitos/mg de vellosidad corionica),
superior al esperado en mujeres embarazadas infectadas cronicamente,
mostrando parasitemias debajo de 15 parasitos/mL (estos son arriba de 3000

parasitos en los 200 mL de sangre contenida dentro del espacio intervelloso).®?

El analisis histopatolégico de la placenta, en casos congénitos, presenta vellositis
intensa asociada a T. cruzi, se observan parasitos en trofoblastos, asi como
amastigotes en células estromales. En estudios realizados en Brasil, Argentina y
Bolivia, con placentas de casos congénitos, no se presentd de forma comun la
vellositis y los parasitos no fueron identificados en trofoblastos. Esto sugiere que
los trofoblastos son una barrera potencial para T. cruzi y que la transmisién al feto

(cuando ocurre), toma una ruta transplacentaria alternativa.®*

Invasion de la placenta a través de areas carentes de trofoblastos

En estudios histopatolégicos, los parasitos se encontraron principalmente en
placas coridnicas, membranas y corddn umbilical, asociados con corionitis y

funisitis. Estas observaciones sugieren que los parasitos presentes en el espacio
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intervelloso han encontrado una ruta a través de la placenta carente de defensas
trofoblasticas. El analisis de biopsias seriadas realizadas en 19 placentas de
recién nacidos infectados de Bolivia, mostro alta densidad de parasitos a nivel de
la zona marginal con disminucion gradual de la densidad en la placa corionica y
membranas distantes.*® ® En efecto, la zona marginal de la placenta unida a las
membranas de las placas basales y coridénicas es conocida por estar constituida
por células del musculo liso embebidas en la matriz fibrinoide extracelular y solo
cubierto por un epitelio materno no trofoblastico. T. cruzi puede infectar y
replicarse en células musculares y epiteliales facilmente, del mismo modo facilita
la invasion de las placas coriénicas y membranas. Ademas, expresa receptores
de membrana para fibronectina, lo cual puede facilitar su adhesién a la matriz

presente en la zona marginal.®*

A través de lesiones en la placenta

Las lesiones en la placenta pueden también facilitar la transmisioén congénita de T.
cruzi desde la sangre materna hacia las defensas trofoblasticas. Tales lesiones
son el resultado del dafio inducido por fuertes respuestas inflamatorias de la
placenta y también parecen estar estrechamente relacionadas con el parto,
particularmente durante la labor (dafios ocasionados por las contracciones). Este
mecanismo de transmisibn puede ser relevante para la transmision de
tripomastigotes libres, asi como de amastigotes en células infectadas y por el
micro intercambio de células materno-fetales, que frecuentemente ocurre en
sangre de cordon. La importancia practica de esta forma de transmision es que se

puede limitar o prevenir si se elige la cesarea.®
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Migracion de parasitos dentro del tejido corionico

Excepto en la microtransfusion a través de lesiones de placenta, los parasitos de
T. cruzi han cruzado la barrera trofoblastica u otros tejidos placentarios y se
encuentran dentro de tejidos corionico de las vellosidades y/o placa corionica,
constituida por una mezcla de tejido conectivo fijado a fibras celulares, tales como
los fibroblastos, miofibroblastos y macréfagos (células de Hofbauer). Los
tripomastigotes de T. cruzi que no han sido destruidos por las células fagociticas
mesenquimales, pueden sufrir nuevos ciclos de multiplicacion dentro de tales
células, liberando nuevos parasitos moéviles que infectan a otras células, como
miocitos y células endoteliales del forro de los vasos fetales embebidos en las
vellosidades coridnicas, placa corionica o cordon umbilical, y ganan el acceso a la

circulacion fetal.®®

Otras rutas posibles para la transmision

T. cruzi, también puede atravesar placenta e infectar al feto a través de parasitos
liberados de las células amnioticas hacia el fluido amnidético (FA) (Figura 2). La
presencia de parasitos dentro de la placa corionica y en membranas, da como
resultado una infeccion secundaria de la capa contigua de células amnidticas
(Corioamnionitis). Los parasitos liberados dentro del FA pueden contaminar al feto
por la via oral o pulmonar o eventualmente al penetrar piel desde el bafo fetal en
FA y la continua adsorcion de este. Se tienen reportes de infeccién con T. cruzi en
pulmén y piel de fetos y en recién nacidos muertos infectados. ®’ El diagnéstico en

estos casos, no se realiza por la observacion del parasito al microscopio, se basa
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en la busqueda del DNA del parasito en FA o en el contenido del aspirado de
fluido gastrico de recién nacidos infectados asintomaticos. Esta via de transmision
es poco comun en humanos y animales infectados experimentalmente, ya que T.
cruzi se destruye por la accion de los péptidos anti-microbianos contenidos

normalmente en FA.%

La posibilidad de invasion fetal via placenta, directamente por la pared uterina
(ruta trans-uterina) esta determinada por la presencia de nidos de amastigotes de
T. cruzi que se observan en la decidua de la placenta de madres que han traido al

mundo a neonatos infectados (Figura 2).%°

La transmision post-natal del parasito a través del consumo de leche materna o
alimentos contaminados tienen poca importancia epidemioldgica. Solo existe un
reporte que menciona un recién nacido posiblemente infectado durante la
lactancia. La presencia del parasito en leche materna durante la infeccion, pudo
haber estado relacionada con la contaminacion de leche con sangre de la
madre.”® En otros estudios no se observaron parésitos en leche de mujeres
infectadas crénicamente.” Los tripomastigotes sanguineos, en contraste con los
tripomastigotes metaciclicos, no pueden sobrevivir en el ambiente gastrico, el cual
previene su transmision a neonatos en los casos raros donde los parasitos

pueden estar presentes en leche materna.’?
Regulacion de la transmision materno-fetal de T. cruzi

Es poco probable que exista transmision de tripomastigotes sanguineos durante

el primer trimestre del embarazo, ya que el espacio intervelloso placentario no
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esta abierto. La ausencia de malformaciones en los recién nacidos infectados
congénitamente con T. cruzi, sugiere que no hay transmisién e interacciones

dafiinas del parasito en las etapas tempranas de la organogénesis del embrién."

Los abortos, 6bitos y nacimientos prematuros en mujeres embarazadas infectadas
con T. cruzi, son mas frecuentes en las edades gestacionales de 19 a 37
semanas de embarazo, pero no se ha demostrado que sean ocasionados por la
infeccion congénita. Los casos raros de infeccién aguda con T. cruzi reportados
durante el embarazo, indican que la transmision se da posiblemente alrededor de
la semana veinte del embarazo. Sin embargo, en la mayoria de las mujeres
embarazadas, para quienes estan en fase crénica de una infeccion que ha sido
adquirida mucho tiempo antes del embarazo, es imposible localizar el momento

exacto de la transmisién materno-fetal de T. cruzi.”®

Se puede suponer que la transmisibn de pardsitos sanguineos ocurre mas
frecuentemente durante el segundo y tercer trimestre del embarazo (transmisién
prenatal) y quizas también mas cerca al parto o durante el periodo de labor
(transmision perinatal) a través de lesiones en placenta. Se desconoce la

frecuencia de transmisién entre los partos vaginales o por cesarea.”

Factores involucrados en la transmision de T. cruzi arecién nacidos.

Los factores mas importantes involucrados en la transmision de T. cruzi y en el
desarrollo de una infeccion congénita son el parasito, la madre y la capacidad

fetal para responder a la invasién del parasito.
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Genotipos de T. cruzi

T. cruzi es un parasito heterogéneo con linajes genéticos. Las diferencias
filogenéticas pueden tener consecuencias relevantes en la transmision congénita
y en la patologia neonatal.®> Se conocen seis genotipos de T. cruzi, de los cuales,
Tc I, Tc ll, Tc lll, Tc V y Tc VI han sido identificados en casos de infecciones
humanas congénitas reportadas en Sudamerica.’”* Bolivia, Argentina, Chile,
Paraguay y el sur de Brasil, en Rio Grande de Sol, predomina Tc V en un 80 a
100% de los casos congénitos reportados.” En neonatos de Argentina, Bolivia y
las Bahias de Brasil, se ha identificado los genotipos Tc Il y Tc IV y en Paraguay
el Tc 111.”® En algunos neonatos de Colombia y Chile se identificé el genotipo Tc
I.”" Los genotipos detectados en madres, se encuentran en recién nacidos
infectados y también en nacimientos de hermanos infectados congénitamente en
partos consecutivos, confirmando que el embarazo no induce cambios en la

poblacién predominante de parésitos.’®

Carga parasitaria materna

La parasitemia en mujeres embarazadas, es un factor importante que favorece la
transmision congénita de T. cruzi. En Brasil, la transmision materno-fetal se
presenta en 8 de cada 15 casos reportados de mujeres embarazadas con
infeccion aguda, esto indica que es mayor el riesgo de transmision en mujeres
embarazadas con alta parasitemia que en mujeres infectadas cronicas, en donde,
los parasitos en sangre son dificiles de detectar (53% contra 1-12%,

respectivamente).”® La frecuencia de hemocultivos positivos para T. cruzi de
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madres infectadas cronicas que transmiten el parasito, es dos veces mas alta que
en las madres que tienen partos de recién nacidos no infectados, con niveles de
parasitemia estimados por PCR cuantitativa entre 1 a 12 parasitos/mL. Esta
asociacion significativa de parasitemia con transmision congénita fue confirmada
por el uso de una técnica de concentracion de parasitos en tubos de micro
hematocrito heparinizados.®® El xenodiagnéstico de mujeres infectadas, presenta
mayor positividad en el segundo y tercer trimestre del embarazo que en mujeres
no embarazadas; sin embargo, la relacion con la transmisién congénita no se ha
realizado.* En relacién con estos resultados, se puede concluir que la
parasitemia materna significativa en el espacio intervelloso es necesaria para
hacer frente a las defensas enddgenas de la placenta (eliminando una parte de
los parasitos presentes en sangre materna) y encontrar con éxito una ruta optima

de transmision.
Inmunidad materna y otros factores involucrados en la infeccién congénita

Durante el embarazo las madres transmisoras de la enfermedad de Chagas,
producen menos IFN-y y mas IL-10, asi como una deficiencia funcional en la
produccion de IL-2, provocados por el aumento de la carga parasitaria encontrada
en la madre, favoreciendo la transmision. Sin embargo, también se ha reportado
que la inmunidad materna es un factor limitante para la transmision y desarrollo
de la infeccidn en los fetos. Los anticuerpos maternos de la clase IgG especificos
de T. cruzi, transferidos a través de placenta, juegan un papel protector en las

madres y en los fetos ya que contribuyen en la reduccién de la parasitemia.
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La activacion de la respuesta inmune innata en mujeres embarazadas, puede
contribuir a limitar la presencia y severidad de la infecciébn congénita. Un estudio
realizado con madres infectadas y no infectadas mostré que las células
mononucleares sanguineas de madres infectadas producen niveles altos de IL-1(,
IL-6 y TNFa bajo estimulacion con T. cruzi. Esta activacion celular materna sobre-
regula la capacidad del neonato no infectado para producir tales citosinas.
Estudios previos, mostraron que las madres con parasitemia detectable
presentaban niveles altos de TNFa sanguineo y leucocitos bajos; las madres
transmisoras de parasitos, tenian niveles circulantes de TNFa a diferencia de las
no transmisoras. Estos datos sugieren mayor proteccion de la respuesta innata
materna en las madres y su progenie, apoyando la teoria de la probable

eliminacién de parasitos opsonizados por monocitos activados.®

Las madres que transmiten el parasito a sus fetos, muestran poca respuesta
inmune mediada por células T y producen menos IFN-y, los cuales contribuyen
probablemente al incremento de la parasitemia. La reduccion de la capacidad en
la respuesta mediada por células T, después del embarazo, asi como, en los
grupos familiares de casos de infeccion congénita con T. cruzi, sugieren que
algunas madres podrian estar predispuestas a repetir la transmision de

paréasitos.®*

Otros factores maternos que también favorecen la transmision congénita de T.
cruzi, son la edad (mujeres jovenes), si son primigestas, la desnutricion y la
pobreza. La residencia en areas de alta densidad vectorial en donde las mujeres

embarazadas se exponen a multiples re-infecciones con T. cruzi, contribuye al
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incremento en la parasitemia materna. En Bolivia, se ha visto que estos factores
incrementan la morbilidad y mortalidad de la enfermedad de Chagas congénita,

mientras que en Argentina es poco comdn.®
Co-infeccion materna

La co-infeccién materna del VIH en mujeres infectadas con T. cruzi incrementa la
frecuencia y severidad de la enfermedad de Chagas congénita, destacando la
importancia de la inmunidad materna y la alta parasitemia favoreciendo la

transmision del paréasito al feto.®®

Estudios realizados en Bolivia en areas endémicas a T. cruzi y Plasmodium vivax,
se encontré que las mujeres embarazadas que presentan positiva la prueba del
extendido grueso de sangre para P. vivax, tienen parasitos de T. cruzi y el grado
de transmision congénito es mayor que en las madres infectadas solo con T.

cruzi.®’
Capacidad de la respuesta inmune del feto

El sistema inmune innato del recién nacido esta influenciado por el dafio de la
respuesta inflamatoria que puede llevar el parto a pre-termino. Sin embargo, dicha
respuesta puede ser inducida en los neonatos por la madre cuando se infecté con
T. cruzi. Se ha observado la produccion de citosinas inflamatorias en neonatos no
infectados nacidos de madres infectadas, los niveles de marcadores inflamatorios
y la activacion de células NK son bastante bajas en los recién nacidos infectados

congénitamente. Estos datos sugieren un aumento de la respuesta innata en los
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bebes no infectados de madres infectadas, asociados con la capacidad de sus
monolitos activados para eliminar parasitos. Sin embargo, dicha defensa es

insuficiente en neonatos infectados congénitamente.®®

La respuesta inmune mediada por células T en etapas tempranas de la vida, es
limitada, debido a la inmadurez relativa del sistema inmune. Se ha demostrado
que los neonatos infectados congénitamente con T. cruzi, pueden sobreponerse a
la inmadurez de su sistema inmune. Los recién nacidos infectados son capaces
de montar una respuesta inmune T especifica semejante a la CD8 en adultos
produciendo INF-y, importante en el control de la infeccion por T. cruzi. Los recién
nacidos no infectados de madres infectadas muestran una respuesta especifica

mucho mas baja.®

La carga parasitaria en sangre de neonato o en cordén umbilical de un caso
congénito, varia de 1 a 125,000 parésitos/mL, la parasitemia establece la
severidad de la enfermedad de Chagas congénita. Los recién nacidos con la
capacidad comprometida para producir INF-y, muestran altas parasitemias y la
forma mas severa de enfermedad de Chagas congénita; esto sugiere que la
respuesta mediada por células T juega un papel protector en los recién nacidos

infectados congénitamente. % %
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Transmision vertical de T. cruzi en otros mamiferos y en modelos

experimentales.

En mamiferos reservorios naturales de T. cruzi

Varios mamiferos estan involucrados en el ciclo selvatico de la transmision de T.
cruzi. La posibilidad de transmision vectorial, ha sido considerada como una via
de transmision complementaria en la conservacion de mamiferos reservorios de
T. cruzi. La transmisién vertical se ha observado en algunas placentas de
mamiferos infectados naturalmente, tales como conejos, perros y primates,

viviendo en condiciones salvajes o en zoolégicos.*
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Modelos experimentales de la transmisién congénita de T. cruzi.

Se han usado como modelos experimentales para la transmision vertical de T.

cruzi, al raton y ratas.

Ratén

La inoculacién de parasitos durante la gestacion, afecta la infeccién aguda y/o el
deterioro de la reproduccion. La inoculacion de Tc VI en ratones hembra BALB/c
una semana después del apareamiento, induce un pico de parasitemia (fase
aguda) en el dia 19 o 20 de la gestacion, la reproduccion esta totalmente dafiada,
80% de los animales no se vuelven a embarazar debido a la inhibicion de la pre-
implantacion del embrién desarrollado y el aborto de fetos implantados en el 20%
restante de las hembras. Tales abortos no se debieron a la infeccion fetal, pero la
infeccion masiva de placenta induce necrosis isquémica en feto y una alta
produccion de TNFa. Experimentos realizados en ratones Swiss, C3H 'y BALB/c,
inoculados con parasitos a diferentes tiempos de la gestacion, mostraron poca o
ninguna transmision materno-fetal. La infeccién congénita se confirmé en las
crias por la deteccion de parasitos en el examen de sangre directo, hemocultivo,
xenodiagndstico o estudios histologicos. La transmision puede estar asociada con
algunas cepas de T. cruzi, aunque otras cepas muestran tropismo por la placenta
y no infectan. Los parasitos pueden ser detectados ocasionalmente en la leche de
ratones con infeccion aguda, pero no se ha observado la transmision de la

infeccién por esta via.”
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En ratones hembras embarazadas Swiss, C3H y BALB/c con infeccion cronica,
raramente se induce la transmision congénita. En ratones Balb/c infectados
cronicamente con Tc |, se han reportado PCR positivos en tejido en un 33% de los
crios de 2 semanas de edad y en el 66% de ratones infectados con Tc IV. Sin
embargo, una PCR positiva para T. cruzi en crios al momento del nacimiento,
debe ser interpretada con cuidado debido a que pueden transferirse fragmentos

de DNA de madres infectadas sin transmisién efectiva de paréasitos vivos.**
Ratas

Con el uso de métodos parasitolégicos, se detectd que las ratas Wistar, AXC y
Blancas inoculadas con parasitos durante la gestacién, no mostraron transmision
congénita en el 7-9% de sus crios. En las ratas en fase aguda no se encontraron
parasitos y no se observo transmision post-natal a través de leche de rata. En un
estudio realizado con benznidazol administrado en ratas embarazadas, se

observé que éste cruza la placenta y llega al feto.*

Aunqgue los ratones y las ratas tienen placentas semejantes a las de los humanos,
la estructura de la barrera hemocorial y la interrelacion del flujo sanguineo madre-
feto son diferentes, ademas del periodo corto de gestacion. La extrapolacion de
los datos obtenidos en estos animales, dificulta la interpretacion de lo que ocurre
en la transmision materno-fetal en humanos y sugiere que se realicen estudios en

primates superiores no humanos.®
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Manifestaciones clinicas y grado de mortalidad

La infeccion congénita con T. cruzi en fase aguda, frecuentemente es
asintomatica durante las primeras semanas en un 40 al 100% de los casos. Sin
embargo, las manifestaciones clinicas pueden aparecer a los dias o semanas del
nacimiento. Probablemente esto se debe a la alta frecuencia de parasitos
transmitidos tardiamente durante el embarazo, reduciendo el periodo de tiempo
para la multiplicacion de los parasitos en el feto y la induccion de dafio clinico

evidente al nacer.?® %

Los signos y sintomas que se pueden observar en los recién nacidos con
enfermedad de Chagas congénita no son especificos y se confunden con los
ocasionadas por citomegalovirus y el virus del herpes simple (TORCH).%
Generalmente, los recién nacidos infectados con T. cruzi, pueden mostrar algun
tipo de alteracion en el desarrollo, como Apgar bajo al minuto, bajo peso al nacer
(<2500 g), edad gestacional <37 semanas (prematuro), dismadurez, 0 signos
patoldgicos como sindrome de estrés respiratorio (SDR), hepatoesplenomegalia,
neumonia y rara vez ictericia. La ruptura prematura de membranas se observa
con frecuencia en mujeres embarazadas con enfermedad de Chagas congénita y
puede dar como resultado, el nacimiento de recién nacidos prematuros con
funcion pulmonar inmadura. El retardo en el crecimiento puede estar asociado con

una difusién multisistémica en el feto.%*

También se pueden observar manifestaciones clinicas severas en la enfermedad

de Chagas congénita, como meningoencefalitis (induciendo un gran numero de
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signos, de temblores leves en la cara o convulsiones generalizadas) y/o
miocarditis aguda (dando como resultado alteraciones del ritmo cardiaco y
cardiomegalia). Se pueden observar Parpura y edema (anasarca/hidropesia fetal
en la forma severa). Se ha reportado anemia y trombocitopenia como principales
alteraciones hematoldgicas. En raras ocasiones se han reportado megaesofagos
0 megacolon en casos congeénitos; y se ha mencionado el dafio ocular aunque no
se descarta la posibilidad de coinfeccion con Toxoplasma. No se han detectado

malformaciones en nifios infectados.>?

La mortalidad, puede ocurrir a los pocos dias después del nacimiento, en casos
severos de enfermedad de Chagas congénita sin tratamiento, con tasas menores
al 15% en la mayoria de los estudios, pero cerca del 100% cuando ocurre
coinfeccién con VIH.2> % Se ha observado que la proporcién de abortos y
mortinatos en mujeres infectadas cronicamente con T. cruzi, es similar o
ligeramente mas alta que en mujeres no infectadas. Sin embargo, no han sido
investigados los resultados de la infeccion congénita contra la placentitis sin

infeccion fetal.®*

Es importante mencionar que los reportes clinicos mas antiguos de la enfermedad
de Chagas congénita en Argentina, Brasil y Chile, reportan indices de mortalidad
y morbilidad superiores al 15%, con meningoencefalitis severa, cardiomiopatia,
sindrome de estrés respiratorio y anasarca.”’ En estudios recientes, los casos
reportados son frecuentemente asintomaticos y la meningoencefalitis o
cardiomiopatia se observan en casos de coinfeccion con VIH. La comparacion de

los datos clinicos reportados no es facil ya que son completamente diferentes, se
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sugiere que la baja incidencia de infeccidn congénita tiene tendencia hacia la

disminucién en la severidad de la enfermedad de Chagas congénita.’* *

Excepto en mujeres que presentan formas digestivas o cardiacas severas de la
enfermedad de Chagas antes del embarazo, en general durante la gestacion no
hay desarrollo de la enfermedad en mujeres infectadas cronicamente, aunque si
se favorece la parasitemia.’® Esto permite considerar a la infeccién congénita y la
placentitis como las principales consecuencias de la infeccion con T. cruzi durante

el embarazo.*®
Consecuencias a largo plazo de lainfeccidon congénita con T. cruzi

Los recién nacidos infectados con T. cruzi sin tratamiento, pueden desarrollar
miocardiopatia Chagasica cronica o megavisceras digestivas entre los 25 y 35
afos después del nacimiento, sin importar la morbilidad neonatal. Los casos
congénitos no tratados con meningoencefalitis, pueden sufrir secuelas
neurolégicas severas. La transmisién del parasito entre las generaciones de una

familia se presenta como consecuencia de la infeccién congénita a largo plazo.**

El sistema inmune del neonato infectado no tratado, puede estar expuesto al
parasito, a antigenos del parésito y/o anticuerpos especificos del parasito
(anticuerpos idiotipos que trabajan como antigenos sustitutos). Estos elementos
transferidos de la madre pueden inducir respuesta inmune especifica primaria o
inducir tolerancia inmune especifica susceptible al incremento de resistencia o
susceptibilidad a re-infecciones subsecuentes.'®® En cierto grado de parasitemia

se ha observado respuesta especifica en nifios no infectados de madres
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infectadas con T. cruzi, en donde, los neonatos infectados montan fuerte
respuesta inmune celular tipo T1 a T. cruzi. Sin embargo, la consecuencia a largo
plazo con relacion a futuras re-infecciones y el desarrollo de la enfermedad aun se
desconoce. La respuesta inmune heterdloga, se puede ver afectada en relacion a
las vacunas. Estudios recientes muestran que los nifios con infeccidon congénita
desarrollan fuerte respuesta inmune tipo | a las vacunas contra hepatitis B, difteria

y tétanos.'®
Diagnostico de la Infeccién Congénita con T. cruzi.

El diagndstico de laboratorio de la infeccion congénita con T. cruzi involucra, la
deteccion de infeccibn en mujeres embarazadas y la confirmacion de la infeccion

en recién nacidos de madres positivas.
Deteccidn de lainfeccion en mujeres embarazadas

Para confirmar la infeccibn en mujeres embarazadas, es necesario tener
resultados positivos por dos pruebas serolégicas que detecten la presencia de
anticuerpos especificos contra T. cruzi (HAI, IFI, o ELISA).'** Estas pruebas se
deben realizar tan pronto como se ha diagnosticado el embarazo, aunque se
pueden realizar en cualquier momento del embarazo incluyendo al momento del
parto o en sangre del cordon umbilical (deteccidbn de anticuerpos maternos
transferidos).?’ Algunas veces son necesarias pruebas mas simples y rapidas
como la inmunocromatografia, el inmunodot y la inmunofiltracién, Utiles en casos
especiales como cuando la mujer embarazada entra en trabajo de parto, justo

antes del parto y no se le ha realizado serodiagndstico previo.?” %°
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Deteccion de infeccién fetal in Utero

La prueba de PCR raramente detecta el DNA de T. cruzi en fluido amniotico
recolectado previo o durante el parto, y la amniocentesis no se recomienda para
el diagnostico prenatal de infeccién congénita por T. cruzi.?® % Las muestras de
sangre fetal (obtenida por cordiocentesis, realizada por personal capacitado) se
ha usao poco en el diagndéstico de la infeccion congénita por T. cruzi, empleando

métodos parasitolégicos o moleculares.*®

Deteccion de infeccién neonatal

Las muestras de sangre, pueden ser colectadas al nacer del cordén umbilical o
mas tarde, directamente del neonato por veno-puncién periférica (de talon, brazo
o dedo). En caso de sintomas sugestivos de meningoencefalitis en los neonatos

se puede usar el fluido cerebro-espinal.*%®

Pruebas parasitoldgicas

Los tripomastigotes de T. cruzi vivos, se pueden detectar por examen
microscoépico directo de muestras de sangre fresca o preparaciones fijas, usando
procedimientos estandares. Si los resultados son negativos, se pueden emplear
técnicas de concentracion, como la gota gruesa o el examen microscoépico de la
capa leucocitaria con tubos de microhematocrito heparinizados, en donde se

28, 107, 108

pueden detectar alrededor de 40 parasitos/mL usando de 4-6 tubos, en

las primeras 24 horas después de haber tomado la muestra. También se puede

45



usar el método de concentracion alternativo Strout (también llamado microstrout

usando micro-tubos). 108 199

Los meétodos parasitoldgicos indirectos, tales como el hemocultivo y el
Xenodiagnostico artificial, se pueden usar para detectar parasitemias bajas en la
infeccion congénita con T. cruzi (limitadas a 20 parasitos/mL). Sin embargo,

generalmente son m&s caros y se necesitan semanas para obtener resultados.?®

107

Aunque para todos estos métodos se necesita personal bien calificado y controles
de calidad regulares, la identificacion del parasito en sangre confirma
definitivamente la infeccion congénita. En caso de obtener resultados negativos al
nacimiento, es necesario examinar otra muestra biolégica, la misma semana o un
mes después del nacimiento (esto aumenta la sensibilidad de deteccion cuando la

transmisién congénita ocurre después del parto). % 4

Ensayo de PCR

En la busqueda de un diagnostico oportuno y certero que permita iniciar el
tratamiento que garantice la cura total de la enfermedad de Chagas congénita al
recién nacido, se ha recurrido al uso de la PCR como una herramienta alternativa

para la identificacién del parasito y diagnéstico oportuno.*°

Se han realizado multiples trabajos sobre el uso de la PCR en el diagndstico de la
infeccion por T. cruzi, basados en la amplificacion de secuencias repetitivas del

DNAnN (nuclear), o segmentos del minicirculo del DNAK (Kinetoplasto), pero aun
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no se han establecido un par de iniciadores que sean utilizados en la
identificacion del parasito y que sean la base de una prueba diagndstica

comercial.**°

La PCR es un método sensible, robusto, barato y simple que puede servir en la
deteccién de neonatos infectados empleando cantidades pequefias de sangre,
obteniendo amplificados especificos de T. cruzi; sin embargo, si la prueba es
positiva al nacimiento, se debe confirmar en muestras posteriores al nacimiento y

complementar con serologia.'*°

Otra alternativa es el PCR en tiempo real o cuantitativo, porque estima los niveles
del DNA del parasito y puede ser una herramienta util en la validacion de

resultados de PCR equivocados, pero adn no se ha desarrollado la prueba.***
Identificacidén de anticuerpos IgM e IgA especificos vs T. cruzi

Los recién nacidos y bebés con transmisidbn congénita de T. cruzi, son
identificados con muestras de sangre fresca en donde se observa la parasitemia.
Se sabe que la respuesta del bebé a la infeccibn con T. cruzi puede ser
diagnosticada por la identificacion anticuerpos tempranos como la IgM e IgA, ya
qgue la busqueda de anticuerpos IgG en bebés es util solo después de los seis
meses de vida debido al paso de la inmunoglobulina materna a través de la
placenta. Sin embargo, se ha demostrado que la IgM y la IgA son de poca utilidad
para el diagnostico de la infeccibn congénita de Chagas, debido a su baja
especificidad ya que no estan presentes en todos los recién nacidos positivos por

pruebas parasitolégicas y también se pueden identificar en recién nacidos no
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infectados de madres infectadas. Por lo tanto, esta prueba no se recomienda para

el diagnéstico de la infeccién congénita.? **2

Identificacién de antigenos especificos

El diagndstico seroldgico de la infeccibn con T. cruzi, empleando antigenos
recombinantes y péptidos sintéticos, ha aumentado debido al incremento en la
sensibilidad de las pruebas. El antigeno recombinante SAPA (Shed Acute Phase
Antigen), es reactivo con anticuerpos fetales IgM e IgG presentes en sangre de

corddn de recién nacidos infectados con T.cruzi.**3

El Inmunoblot con antigenos de tripomastigotes de excrecion-secrecion (TESA
blot), permite identificar anticuerpos IgM e IgG, reconociendo bandas antigénicas
especificas de T. cruzi durante la infeccién congénita, pero no se identifican en
casos de infeccion cronica. El ensayo Dot blot permite identificar casos congénitos
detectando anticuerpos IgG reconocidos por el antigeno SAPA en fetos o
neonatos infectados y que no son transferidos de la madre. Sin embargo, estudios
recientes indican que los anticuerpos especificos a SAPA también se detectan en

pacientes crénicos incluyendo la mayoria de las madres.**
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Identificacién de antigenos solubles del parasito.

Se ha propuesto la identificacion de antigenos solubles de T. cruzi en orina y
suero con la prueba de ELISA para el diagnostico de casos congeénitos. Sin

embargo, esta prueba no detecta todos los casos infectados.*'*

Histopatologia de placenta

En el diagnoéstico de la infeccion congénita se han considerado los estudios
inmunoenzimaticos, la histopatologia, el analisis por PCR o los cultivos in vitro de
biopsias de placenta; sin embargo, el parasitismo en placenta puede no ser
detectado en neonatos infectados congénitamente, o al contrario, se observa en
recién nacidos no infectados. En realidad, la presencia de parasitos en placenta
no confirma necesariamente una infecciébn congénita, ya que la defensa de la
placenta es capaz de contener la infeccion parasitaria antes de que ocurra en los
neonatos. Es por esto, que en la actualidad, el andlisis de la placenta no se

recomienda para el diagnéstico de la infeccién congénita con T. cruzi.?® 59 115

Identificacién de la infeccién congénita con T. cruzi en nifios.

Si un recién nacido de madre infectada con T. cruzi presenta resultados negativos
con las pruebas parasitologicas mencionadas o por PCR, o si no fue posible
realizarle tales pruebas; se puede llevar a cabo la identificacion de anticuerpos
especificos usando ensayos seroldgicos estandar que puedan identificar
anticuerpos 1gG propios del nifio y no de la madre. Algunos estudios indican que

entre 8 — 9 meses después del nacimiento ya no hay anticuerpos maternos; por lo
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tanto, el resultado negativo en una prueba seroldgica a los 8 meses de edad
indica ausencia de infeccion congénita. Por el contrario, un resultado positivo en
serologia a esta edad, indica que el infante esta infectado. Ademas, se afirma que
el origen de la infeccion con T. cruzi fue por la via congénita cuando se descartan
otras vias de transmision, por ejemplo, en zonas endémicas por el vector o en

areas no endémicas por transfusiones sanguineas.? #°

La identificacion de anticuerpos IgG especificos de SAPA en nifios después de 3
meses de edad, puede ser una alternativa mas rapida en el diagndéstico de la
infeccion congénita, tales anticuerpos desaparecen antes que los anticuerpos IgG
transferidos de la madre (identificados por serologia). Sin embargo, los reactivos
necesarios no estan disponibles comercialmente, se requiere validar este

procedimiento.*® 1’

Recomendaciones de la OMS.

En la actualidad, la OMS recomienda que el diagnéstico de la infeccion congénita
se realice por la deteccion de parasitos sanguineos a cualquier edad después del
nacimiento y/o por serologia positiva después de 8 meses de edad. El diagndstico
oportuno permite iniciar rapidamente con el tratamiento y seguimiento del recién

nacido, lo que tendra como consecuencia la cura total de la infeccién.**

Tratamiento de la infeccion congénita con T. cruzi

El tratamiento de la infeccion/enfermedad de Chagas con aplicacion pediatrica

tiene como objetivos principales limitar la morbilidad y mortalidad de la infeccion
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aguda en el recién nacido y prevenir el desarrollo de la enfermedad cronica en la
edad adulta. El tratamiento con drogas tripanomicidas se debe administrar tan
pronto como se diagnostique, en todos los casos de infectados congénitamente

I** y el nifurtimox'®® pueden usarse en el tratamiento

con T. cruzi. El benznidaso
de los casos congénitos. Las dosis recomendadas del benznidasol y del nifurtimox
son 5 — 10 mg/Kg/dia y 10 — 15 mg/Kg/dia respectivamente, divididas en dos sub-
dosis orales para neonatos y nifios de hasta un afio de edad, con duraciéon de
hasta 60 dias de tratamiento (el tiempo de duracion del tratamiento no puede ser
menor de 30 dias). El uso de dosis mas bajas, es recomendable para nifios por
encima de un afio.*® Tratamientos prolongados adaptados al incremento del peso
corporal no son faciles de llevar a cabo en las formulas pediatricas. Es importante
gue se use una suspension del farmaco en lugar de tabletas. Es de gran
importancia el papel que juega la familia para llevar a cabo correctamente el

tratamiento, ya que se requiere una estrecha relacion entre la familia afectada y el

pediatra.'*

Los efectos secundarios en adultos no se presentan en neonatos tratados con
benznidasol, y en los que recibieron nifurtimox, los efectos son poco frecuentes.
Para confirmar el éxito del tratamiento, se debe repetir la serologia en el neonato
tratado hasta que sea negativa; en algunos casos se ha prolongado hasta 16
meses después de iniciado el tratamiento. Posterior a este periodo de tiempo y
con el resultado negativo en la serologia, se puede decir que la eficacia

terapéutica fue del 90 al 100% en los nifios tratados antes del afio de vida.'*?
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Prevencion y control de la infeccion congénita con T. cruzi

La profilaxis primaria contra la infeccion fetal con T. cruzi, tiene como objetivo
evitar la infeccion de la mujer embarazada. Se recomienda limitar el riesgo de
contaminacion con el insecto vector o con transfusiones sanguineas y tratar a

todas las nifias infectadas antes de la adolescencia.'?®

El objetivo de la profilaxis secundaria es evitar la transmision del parasito de una
mujer embarazada infectada a su recién nacido, utilizando drogas tripanomicidas.
Sin embargo, los efectos teratogénicos potenciales de ambos farmacos, adn se
desconocen. No se recomienda el uso de estos dos farmacos durante el
embarazo porgue su eficacia estd limitada en la fase crénica de la infeccién y la

mayoria de las embarazadas se encuentran en esta fase.?

La mejor estrategia de control esta asociada con la identificacién de la infeccion
congénita en recién nacidos, mediante pruebas diagnésticas de laboratorio
(busqueda parasitoldgica de recién nacidos de madres infectadas y/o nifios con
serologia positiva después de 8 meses de edad) y el tratamiento efectivo de los
neonatos positivos. El costo/beneficio de esta estrategia es mas bajo que el costo
acumulativo al mantener por aflos a los pacientes chagasicos. Ademas de
reintegrar a los nifios infectados a una vida activa sin efectos secundarios, ni la

posibilidad de que trasmitan al paréasito.*?*
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FUNDAMENTO DE LAS METODOLOGIAS
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Pruebas inmunoldgicas

Inmunocromatografia (Chagas Stat-Pak)
Es una prueba de tamizaje que emplea un anticuerpo especifico (anti-lgG
humana) unido a una proteina conjugada a colorantes y una combinacion de
antigenos recombinantes (B13, IF, H49/JL) que estan fijados a una membrana
gue retiene los anticuerpos especificos, conjugados con particulas coloreadas.
Cuando la muestra fluye a través de la membrana, las IgGs humanas presentes
en el suero de individuos infectados se asocian a las particulas coloreadas. Si la
muestra contiene anticuerpos anti T. cruzi, estos se uniran al antigeno fijado a la
membrana produciendo un complejo Ag-Ab que es evidenciado por la formacion
de una banda rosa-parpura en la zona de reaccion (Positivo). En ausencia de
anticuerpos especificos no se forma la banda, el diluyente continia su migracion y
solo produce una banda coloreada en la zona de control, la deteccién de esta
linea demuestra que el reactivo estd funcionando correctamente (Negativo)

(Figura 3).'%°

CONTROL
CONTROL

PRUEBA

]

MUESTRA

PRUEBA

MUESTRA

Figura 3 Interpretacion de los resultados de la Inmunocromatografia para la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi en sangre, suero o plasma.
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ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Este método utiliza anticuerpos conjugados a una enzima. En los conjugados, el
anticuerpo conserva su capacidad de unidn especifica al antigeno, mientras que
la enzima es capaz de catalizar una reaccion de oxido-reduccion, en la cual el
sustrato o un cromoégeno se transforma en un grupo colorido. En este sistema, el
antigeno o el anticuerpo se adsorben a una fase sdlida insoluble (en los pozos de
la placa).

Existen variantes del método, como son los métodos directos, indirectos, de
captura y el método de ELISA competitivo. En los directos, el anticuerpo dirigido
especificamente contra el antigeno lleva la enzima. En los métodos indirectos el
conjugado enzima-anticuerpo reacciona con un primer anticuerpo, el cual ya
reacciono con el antigeno adsorbido a la fase solida. En el método de captura o
en sandwich, el conjugado enzima-anticuerpo reacciona con el antigeno que se
ha unido antes a un primer anticuerpo, adsorbido a una fase soélida. El o los
componentes que no reaccionaron se eliminan con lavados; por ultimo se agrega
el sustrato de la enzima y se mide la intensidad del color desarrollado, el cual es
proporcional a la magnitud de la reaccién antigeno-anticuerpo.

El método de ELISA es muy versétil, tiene multiples aplicaciones, es econémico,
no produce desechos radiactivos, los conjugados enzima-anticuerpo son estables
durante periodos de tiempo prolongados, es un método simple, especifico,
reproducible y muy sensible (ng). La reaccion se puede cuantificar en un

fotocolorimetro o densitémetro (Figura 4).'%°
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Antigeno adiciorado a la placa

Bufferde bloqueo adiciorado a la placa para
bloque=arsitiossin proteira unida,

Se adiciora el primer Anticusrpo

Se adiciora el s2gundo Anticuerpo conjugado a
HRPOelcwal reconoce al primeranticusrpo,

0 00

Se adiciora el substrato de la erzima formando
producto colorido

Producto Colorido

\. HRPO 0

Substrzto de Iz enzima \
‘ Segundo Anticuarpo

3,
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Figura 4 Método de ELISA para la identificacion de
mujeres embarazadas.

anticuerpos anti-T. cruzi en el suero de
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MicroELISA recombinante. (ACCUTRACK CHAGAS)

Es un ensayo inmunoenzimatico heterogéneo, no competitivo, basado en el
meétodo indirecto de tercera generacion debido al uso de antigenos recombinantes
para la deteccidén de anticuerpos contra T. cruzi en muestras de suero o plasma
humano. Los antigenos se obtienen por técnica de DNA recombinante y
representan epitopes inmunodominantes correspondientes a los estadios
epimastigote y tripomastigote de diferentes cepas de T. cruzi.

Una dilucion apropiada de las muestras se incuba en pocillos de poliestireno,
recubiertos con antigenos purificados de T. cruzi. Los anticuerpos contra T. cruzi
son especificamente capturados por esos antigenos, quedando unidos a la fase
sélida. Luego de varios lavados, a fin de eliminar las inmunoglobulinas no
capturadas, el sistema se incuba con un anticuerpo anti-inmunoglobulina humana
conjugado a peroxidasa. Este conjugado reacciona especificamente con los
anticuerpos contra T. cruzi inmunocapturados. El conjugado no unido se desecha
por lavado y se revela la presencia de peroxidasa mediante el agregado de
peréxido de hidrogeno/tetrametilbencidina como sustrato cromogénico. Esta
incubacion da como resultado la aparicion de un color azul cuya intensidad
depende de la concentracién y de la afinidad de los anticuerpos contra T. cruzi de
la muestra. La reaccion enzimatica puede ser detenida mediante el agregado de
acido sulfarico, lo que produce un viraje de color hacia el amarillo

espectrofotométricamente cuantificable.*?’
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Pruebas moleculares
Extraccion de DNA

La extraccion y purificacion del DNA, es el primer paso de cualquier analisis
genético. La seleccion del método de extraccion estd determinada por la
estructura celular de cada organismo y la aplicacidbn que se requiere; esto es,
depende de la fuente, del tipo de DNA que se requiere y el nivel de integridad con
el que se pretende recuperar dicho material. En general, dada la complejidad
macromolecular, los acidos nucleicos son dificiles de separar de los componentes
de membrana (lipidos, proteinas, carbohidratos) y de otras moléculas solubles
(polisacaridos). Existen métodos que alteran la estructura y caracteristicas del
DNA gue son capaces de eliminar impurezas de las preparaciones basandose en
las propiedades fisicoquimicas de los &cidos nucleicos. *?®
En la actualidad, la automatizaciéon en los procesos de extraccion del material
genético permite obtener muestras con elevado grado de pureza de manera
sencilla y répida. Todos los métodos de extraccibn comparten cuatro pasos
fundamentales que son:

a) Lisis celular

b) Desnaturalizacién de las proteinas asociadas al DNA o RNA para su

separacion
c) Degradacion y/o separacion del DNA o RNA.

d) Purificacion final y recuperacion del DNA o RNA.
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Método de extraccion de DNA con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico.
Es uno de los métodos mas usados para el aislamiento y concentracion de DNA.
La primera etapa es la lisis de las membranas celulares externas y nucleares
ocasionado por la accién de detergentes y enzimas proteoliticas, liberando el
material genético. En la segunda etapa, se lleva a cabo la extraccion organica de
las proteinas contaminantes que son desnaturalizadas y depositadas entre la fase
acuosa Yy la fase organica; los acidos nucleicos permanecen en la fase acuosa. El
fenol a pH 8, previene los productos oxidativos que dafian los acidos nucleicos. La
mezcla fenol/cloroformo desnaturaliza las proteinas y las precipita en la interfase.
Finalmente, la precipitacion con etanol en presencia de sales, ocasiona que los
acidos nucleicos formen un precipitado blanco en forma de malla que pueda ser
separado por centrifugacion. Es un procedimiento tardado pero con gran

eficiencia en el rendimiento y pureza.*?°

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles)
Descrita en 1986 por Kary Mullis, permite obtener un gran nimero de copias de
un fragmento de DNA molde partiendo de una doble hebra.’*® Es un proceso
bioquimico in vitro mediante el cual las cadenas individuales de DNA blanco son
duplicadas por una enzima polimerasa (Taq polimerasa) a partir de moléculas de
DNA de cadena sencilla denominadas iniciadores, los cuales se utilizan en cada
ciclo de la reaccion. Al final de cada ciclo, las cadenas nuevas vuelven a ser
duplicadas por la enzima logrando una produccion exponencial del segmento de

DNA especifico. El procedimiento consta de los siguientes tres pasos:
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e Desnaturalizacion. Se separa la doble hebra de DNA por el efecto de la
temperatura rompiendo los puentes de hidrogeno hasta tener cadenas
sencillas. La PCR inicia con un calentamiento a 94°C por un tiempo corto
variable.

e Alineamiento. La temperatura disminuye hasta 50-65°C para permitir que
se unan el DNA con los cebadores o iniciadores. Los iniciadores estan
disefiados para reconocer una region especifica de DNA que se quiere
amplificar.

e Amplificacion. Se aumenta la temperatura a 72°C para permitir que la
enzima Taq Polimerasa reconozca y se una a los iniciadores, comenzando
la sintesis de la cadena complementaria de DNA.

El nimero de moléculas generadas = nimero inicial de moléculas X 2".

n = numero de ciclos

Los iniciadores son los componentes criticos en la PCR, dan especificidad por la
region de interés y son seleccionados por flanquear la secuencia del DNA de
interés. Son secuencias de DNA de 10 a 22 pb de cadena sencilla, capaces de
unirse a una regiéon del DNA adyacente a la secuencia blanco deseada (Figura

5).130
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Figura 5 Gréfica con los pasos de la PCR.
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Electroforesis en gel de agarosa

Se basa en la capacidad de desplazamiento de las moléculas cargadas sobre un
campo eléctrico, con velocidad proporcional a su carga e inversamente
proporcional a su tamafio. A pH alcalino, las moléculas de DNA poseen una carga
negativa uniforme por unidad de masa, lo que hace que su movilidad sea hacia el
polo positivo y que esté determinada por el tamafio de las moléculas (nUmero de
pares de bases). Los cromosomas eucariotas son demasiado grandes para ser
identificados por este tipo de analisis por lo que comunmente se realiza con DNA
fragmentado con nucleasas.

La separacion de los fragmentos de DNA de doble cadena se realiza por
electroforesis en gel de agarosa o en gel de poliacrilamida. En ambos casos, el
gel se prepara con distintas concentraciones en funcion del tamafio de los
fragmentos del DNA que se quiere separar. Las moléculas de DNA compuestas
por hasta 2000 nucleétidos por lo general se separan por electroforesis en gel de
poliacrilamida y las de 500 nucledtidos y hasta 20 Kb en gel de agarosa.
Modificando la concentracién de acrilamida o agarosa se consigue obtener una

mejor resolucion de los fragmentos separados.™®*
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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La enfermedad de Chagas congénita es la tercera via de transmision de T. cruzi
al humano en cuanto a la frecuencia que ocurre. La importancia de este
padecimiento va en aumento, a causa del éxito en los programas de prevencion y
control en la transmision por el insecto vector y a través de transfusiones
sanguineas. Sin embargo, representa un problema de Salud Publica porque no se
cuenta con ningun tipo de intervencién para su control y la oportuna atencién de
los recién nacidos positivos a la infeccion con el parasito.

En América Latina, se estima que existen cerca de dos millones de mujeres en
edad reproductiva infectadas con T. cruzi; de las cuales entre 4 y 8% transmitiran
la infeccion al feto por via transplacentaria, por consecuencia, se calcula que
naceran 15,000 nifios con Chagas congénito al afio y la gran mayoria
asintomaticos. En la literatura nacional o internacional no existen reportes de la
tasa de transmision congénita por T. cruzi. Los estudios reportados en el 2004,
indican una prevalencia materna de 4.1% en zonas endémicas, sin embargo, no
se encontraron casos de transmision.*

En vista de la falta de informacién sobre la magnitud de la tasa de transmision
congénita de T. cruzi; es importante disefiar un estudio que permita no solo
conocer la magnitud en la transmision madre-hijo en poblacibn mexicana, sino
también aplicar estrategias de laboratorio de alta sensibilidad, que permitan la
identificacion de los casos congénitos, de igual manera administrar el farmaco en
los casos positivos y determinar la eficacia terapéutica, antes del primer afio de
vida del recién nacido. Ademas, es necesario proponer estrategias de prevencion

a todos los niveles.
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En este trabajo se demuestra la importancia de plantear una estrategia para
identificar a las mujeres infectadas y la tasa de transmision de la infeccion a sus
recién nacidos infectados por la via congénita. También, se demuestra que es
necesario informar a las Organizaciones, Instituciones y Autoridades de Salud del
pais sobre la presencia de casos positivos, establecer la magnitud del problema,
proporcionar tratamiento a los nifilos positivos con la seguridad de otorgarles el

100% de posibilidad de cura, evitando la morbilidad y mortalidad de estos nifios.
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HIPOTESIS

66



Si en México se presenta la transmision de la enfermedad de Chagas por la via
materno-fetal entonces el tamizaje de mujeres embarazadas y el seguimiento de
productos de madres seropositivas permitirdn la deteccion y tratamiento

oportunos para la curacion de los nifios infectados.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en mujeres

embarazadas y el porcentaje de transmision de T. cruzi a sus recién nacidos, en

dos zonas endémicas de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

\/

Estudiar mujeres embarazadas, con mas de 32 semanas de gestacion, que
acuden al servicio de gineco-obstetricia de Instituciones de salud de
Oaxaca, Jalisco y el D.F.

Obtener informacion epidemiolégica y obstétrica de las mujeres
embarazadas, asi como los datos de somatometria del recién nacido, para
determinar posibles factores de riesgo.

Determinar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi en el suero de mujeres
embarazadas empleando un método comercial rapido y por la técnica de
ELISA no comercial.

Corroborar la presencia de parasitos de T. cruzi en sangre de corddn
umbilical de recién nacidos de madres seropositivas a la enfermedad de
Chagas empleando la técnica de PCR.

Determinar la presencia de anticuerpos anti T. cruzi en el suero de nifios
positivos a PCR, después de dos afios de nacidos y calcular el porcentaje
de transmision.

Administrar el tratamiento especifico a los nifios positivos hasta que
resulten negativos a las pruebas diagnoésticas.

Estimar la eficacia terapedutica en el grupo de recién nacidos tratados.
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MATERIAL Y METODOS
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Poblacion de estudio.

El estudio se realiz6 durante el periodo de septiembre del 2006 a junio de 2008 en
un total 1448 mujeres embarazadas con mas de 32 semanas de gestacion, asi
como en sus recién nacidos, que asistieron a cuatro hospitales ubicados en areas
endémicas a la infeccion con T. cruzi en los estados de Oaxaca y Jalisco,
seleccionados por ser de los estados con mayor seroprevalencia en bancos de
sangre del pais. Los hospitales en donde se realizo el estudio fueron: 1) Hospital
General de Oaxaca Zona Centro, 2) Hospital Regional de Pochutla-Oaxaca, 3)
Hospital General Dr. Pedro Espinosa Rueda en Pinotepa Nacional, Oaxaca y 4)
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”. Ademas, se incluyd el
Instituto Nacional de Perinatologia del Distrito Federal, como control de zona no
endémica. El tamafio de la muestra se calculé6 tomando en cuenta el numero de
partos atendidos por afio para cada hospital y la prevalencia reportada en bancos
de sangre. Se incluyeron todas aquellas mujeres gestantes que aceptaron
participar firmando una carta de consentimiento informado antes de la recoleccion
de las muestras de sangre; la cual, ha sido aprobada por el Comité de Bioética del
Hospital Infantil de México “Federico Gbmez”.

Datos generales, clinicos y obstétricos de las madres y sus recién nacidos
Durante el tramite de ingreso al hospital, las madres fueron sometidas a un
cuestionario para obtener sus datos generales: nombre, edad, direccion, lugar de
nacimiento y procedencia. Ademas, para determinar posibles factores de riesgo
se tomd en cuenta la informacion epidemioldgica y obstétrica: conocimiento del

vector-transmisor, presencia del vector-transmisor en su domicilio (se tomé en
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cuenta la captura intra y peridomiciliar del vector, asi como la busqueda del
parasito en heces), numero de transfusiones sanguineas recibidas, niumero de
gestaciones, resolucion de los embarazos y semanas de gestacion por fecha de
altima menstruacion (FUM). En el cuestionario de los recién nacidos se incluyeron
los siguientes datos antropométricos: fecha de nacimiento, sexo, edad por
CAPURRO™?, resolucién del embarazo, valoracion APGAR™, datos de
somatometria (peso, talla y perimetro cefalico) y presencia de alteraciones en
higado, corazon y/o digestivas. A las madres se les comunicd que sus bebes
podrian ser re-examinados en un futuro dependiendo del resultado.

Después de la entrevista y antes del parto, se tomaron 5 mL de sangre por
puncion venosa de la vena media del brazo de la madre y se colocaron en tubos
BD Vacutainer para obtener el suero. Durante el parto, después del nacimiento y
antes de la expulsion de la placenta, se recogieron 2 mL de sangre del cordén
umbilical directamente en tubos Vacutainer K2 EDTA. En el caso de ceséreas, la
sangre se tomo al momento de cortar el cordén umbilical.

BUsqueda de mujeres embarazadas reactivas a T. cruzi.

Tomando en consideracion la recomendacion de la OPS/OMS para determinar
infeccion materna por T. cruzi, se emplearon dos pruebas seroldgicas especificas,
la Inmunocromatografia, que se realizd con el estuche comercial Chagas Stat-
Pak™ (Chembio Diagnostic Systems, Inc.) siguiendo las especificaciones del

proveedor™ y la prueba de ELISA con antigeno total'®*®

, que se realizd
sensibilizando microplacas Costar de 96 pozos (Corning Incorporated) con 100 ng
de antigeno total de epimastigotes de T. cruzi obtenido de un aislado mexicano en

100 pL de amortiguador de carbohidratos. La placa se incubdé con los sueros
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problema diluidos 1:250 en PBS-leche al 5%. Después de lavar, se agreg6 anti-
IgG humana conjugada con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) diluida
1:10,000 en PBS. La reaccion se revel6 con 50 uL de peroxido de hidrogeno al
30% y 4 mg de o-fenilendiamina y la reaccion se detuvo con &cido sulfarico 4 N.
Se determiné la D.O. a 450 nm en un lector de ELISA Olivetti. Se consideraron
positivas todas las muestras con valor de densidad éptica mayor al punto de corte
determinado por la prueba de ELISA con las mismas condiciones pero utilizando
como primer anticuerpo el suero de 30 personas sin antecedentes de la
enfermedad de Chagas y negativos a las pruebas seroldgicas, ademas de
controles positivos y negativos. El punto de corte se calculé tomando en cuenta la
media + 2 DST.'* En los casos de discrepancia entre el resultado de las dos
pruebas, se realiz6 una tercera empleando una ELISA comercial de tercera
generacion con antigeno recombinante siguiendo el protocolo del proveedor

(Accutrack, S.A. de C.V.)**

Presencia del DNA del parasito en sangre de corddn umbilical del recién

nacido por PCR

El método de PCR fue validado previamente como sigue:

1. Se determind la temperatura de alineamiento éptima por medio de un
gradiente de temperaturas partiendo de 52° hasta 58°C, usando DNA de
aislados del parasito y DNA de personas infectadas.

2. Se determiné la sensibilidad de la prueba usando sangre infectada con
1X10° parésitos de T. cruzi, sangre infectada diluida 1:10, 1:100, 1:1000, y

1:10,000, asi como sangre sin infectar.

73



3. Se determiné la especificidad de la PCR usando los iniciadores Tczl y
Tcz2, asi como iniciadores del gen de la B-actina.

La frecuencia de infeccion congénita por T. cruzi se determiné identificando el
DNA del parasito por la técnica de PCR validada. Se emplearon 300 pl de sangre
de cordén umbilical para extraer DNA por el método de fenol-cloroformo™®. La
mezcla de reaccion se llevo a un volumen final de 25 pL con: PCR Master mix 2X
(1.5 U Tag ADN polimerasa resuspendida en su amortiguador de reaccién a pH
8.5, 10 uM de cada dNTPs y 75 uM MgCl,; Promega), 0.5 uM de los iniciadores
Tczy y Tczy, que amplifican una region muy conservada y repetida del nDNA de T.
cruzi % y 300 ng del DNA del recién nacido. El programa consta de 35 ciclos de
94°C, 50 segundos, 54°C, 50 segundos y 72°C, 50 segundos, seguido por un
paso de extension final de 72°C, 5 minutos. Se incluy6 el DNA de sangre de una
persona con serologia negativa a la enfermedad de Chagas, como control
negativo, DNA de sangre de una persona con Chagas crénico comprobado por
serologia y DNA de cultivos de epimastigotes de T. cruzi como controles positivos,
asi como los controles de reactivos (sin DNA). Los productos de amplificacion
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2% y tefidos con

bromuro de etidio 0.5 pg/mL.
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Determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi en nifios con PCR positiva
después dos afos.

En los nifios positivos por PCR, se comprobd la infeccion por serologia después
de dos afos de nacidos. Se solicito el permiso de los familiares (padre y/o madre)
para tomar una segunda muestra de sangre (5 mL) en tubo con anticoagulante
para obtener el suero, en donde se busco la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi
por dos pruebas seroldgicas: ELISA con antigeno total y ELISA recombinante.'?”
135 Se considero resultado positivo, al nifio con reactividad para ambas pruebas.
Tratamiento.

En la medida de las posibilidades, los nifios infectados y reactivos por serologia,
fueron tratados durante 30 dias con Nifurtimox (Lampid) con la dosis
recomendada para neonatos e infantes (10-15 mg/Kg/dia) en el hospital de origen
para ser administrado y monitoreado hasta seroconversion del nifio.

Analisis Estadistico

Los datos de la madre fueron analizados con la prueba exacta de Fisher, se
relacion6 la media (+ DST) y los porcentajes (n/N + IC 95%) con la seropositividad
para determinar diferencias estadisticas con un nivel de significancia de p<0.05.
Los datos antropométricos de los recién nacidos se evaluaron con la prueba de
Fisher para determinar la asociacion de los parametros medidos con la infeccion
congénita a T. cruzi.*®” Se calcul6 la seroprevalencia materna (nimero de mujeres
reactivas a 2 pruebas serolégicas/numero total de mujeres incluidas) y la
frecuencia de la transmision materno-fetal (nimero de nifios con PCR y serologia
positiva después de dos afios de nacido/el numero de recién nacidos de mujeres

reactivas a dos pruebas seroldgicas X 100).

75



RESULTADOS
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Poblacion de estudio.

Con la finalidad de cumplir con el primer objetivo, se estudiaron un total de 1448
mujeres embarazadas y sus recién nacidos que provenian de areas rurales y
urbanas de Oaxaca, Jalisco y el D.F., distribuidas de la siguiente manera: 60 del
Hospital General de Oaxaca Zona Centro, 545 del Hospital Regional de Pochutla-
Oaxaca, 189 del Hospital General Dr. Pedro Espinosa Rueda en Pinotepa
Nacional, Oaxaca, 557 del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y
97 del Instituto Nacional de Perinatologia del Distrito Federal. El total de recién
nacidos, tomando en cuenta partos gemelares, fue de 1458 (10 gemelos). Los
resultados se analizaron por estados y en algunos casos de Oaxaca, se logré la
captura intra-domiciliar del vector Triatoma dimidiata; sin embargo, no se

encontraron parasitos en la materia fecal del vector (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion geografica de las zonas de estudio.
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Datos generales de las madres y sus recién nacidos

El segundo objetivo fue obtener datos gineco-obstétricos de las madres y de
somatometria en sus hijos, para determinar posibles factores de riesgo. En la
tabla 5, se presenta la relacion entre los datos obtenidos de las madres y la

seropositividad en los tres estados.

Tabla 5 Datos generales y obstétricos de las mujeres embarazadas positivas y negativas.

PARAMETRO OAXACA JALISCO MEXICO, D.F.
SUBGRUPOS
ESTUDIADO N+=35 N-=759 N+=67 N-=490 N+=4 N- =93
13-20 14 260 24 152 1 19
. 21-30 15 406 29 226 2 25
EDAD (ANOS)
31-40 6 88 11 106 1 42
>40 0 5 3 6 0 7
0-10 4 165 5 46 0 5
TIEMPO DE 11-20 17 278 26 171 1 23
RESIDENCIA 21-30 12 261 26 203 2 27
(ANOS) 31-40 2 53 9 67 1 36
>40 0 2 1 3 0 2
1 17 314 20 154 2 40
2 10 185 18 116 1 18
EMBARAZOS 3 116 12 89 1 17
4 66 10 60 0
25 4 78 7 70 0
Si 4 72 9 79 1 29
ABORTOS
No 31 687 58 411 3 64
Si 11 249 32 192 1 24
CESAREAS
No 24 510 35 298 3 69
Si 0 6 0 6 0 5
OBITOS
No 35 753 67 484 4 88
Si 9 148 14 159 2 25
RPM
No 26 611 53 331 2 68
<30 0 7 2 10 0 1
EDAD
30.1-40 28 612 52 418 3 79
GESTACIONAL
240.1 7 140 13 62 1 13
TRANSFUSIONES Si 0 17 3 14 0 0
SANGUINEAS No 35 742 64 476 4 93

+ Seropositiva; - Seronegativa; RPM Ruptura Prematura de Membranas
p> 0.05
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Los nueve factores de riesgo estudiados en las mujeres, tales como edad, tiempo
de residencia, numero de embarazos previos, numero de abortos, cesareas,
Obitos, ruptura prematura de membranas, semanas de gestacion por fecha de
altima menstruacion y administracion previa de hemoderivados, asociados con la
serologia positiva, no mostraron ser estadisticamente significativos en el aumento
de la probabilidad de transmision. En la tabla 6 se presentan seis de los factores
con mayor importancia epidemioldgica, sin embargo, el valor de p fue mayor de
0.05 por la prueba exacta de Fisher. El tiempo de residencia fue muy variable en
las mujeres seroreactivas, por lo que no resultd ser un factor de riesgo; ademas,
ninguna de ellas ha recibido transfusiones de sangre, por lo que este factor

tampoco fue relevante en este estudio (no se incluyen en la tabla).

Tabla 6 Analisis estadistico de los datos ginecolégicos del total de las mujeres embarazadas.

EDAD PRIMIGESTA | GESTACIONES | ABORTOS OBITOS
ESTADO PROMEDIO (N = %) ANTERIORES | ANTERIORES | ANTERIORES RPM
(afios) -7 (n/N = %) (n/N = %) (n/N = %)
+ + + + + +

OAXACA | 236+6.6 239+59 | 485 413 | 514 586 | 114 94 0 0.7 257 194
JALISCO | 25.1+72 25+66 | 298 314 | 701 685 | 134 141 | O 1 132 32.8
D.F. 27+82 29.7%7.9 | 50 43 50 56.9 25 311 | 0 5.3 26.8 27.9
TOTAL | 247+7 247+65| 367 378 | 632 621 | 132 134 | © 126 | 128 244

RPM: Ruptura Prematura de Membranas
N: Numero total de muestras.

n: positivas.

p>0.05 por la prueba exacta de Fisher

Los datos antropométricos afectados durante la infeccion congénita por T. cruzi
en el total de los recién nacidos y la asociacién con PCR, se presentan en la tabla

7. Se observa que ambos grupos, PCR positivos y negativos a la infeccion
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congénita por T. cruzi, presentaron valores que estan dentro de limites normales.
El andlisis estadistico mostré que no hay diferencias significativas en relacion a la
edad por CAPURRO, peso, y perimetro cefalico. Tampoco se encontraron
diferencias en el nacimiento por cesarea, parto y el sexo de los recién nacidos.
Aunque los valores de la calificacion APGAR al minuto y la talla del recién nacido
estan por abajo de lo normal, las diferencias no son significativas (p = 0.37 y 0.09

respectivamente).

Tabla 7 Datos antropométricos del total de los recién nacidos de Oaxaca y Jalisco.

ESTADO PCR CESAREA/ SEXO CAPURRO PESO TALLA P(I:EII;ILXII_EITC%O APGAR APGAR
PARTO M:F (Semanas) (grs) (cm) (cm) 1 min 5 min

+ 1:6 4:3 39.3+1.6 3082.1+350.8 50+1.4 33+£17 74+1.4 88+1.1

OAXACA
6:22 10:18 38.6+2.1 3205.9+608.7 50+2.8 34+£22 771 8.8+0.4
+ 2:6 71 39.1+1.7 3463.7+124 54+29 35+ 1.6 73+11 87zx11

JALISCO
18:41 30:29 38.7+1.7 3078.7£543.9 50+4.4 34+27 84+09 9.2+0.6

Valores normales: CAPURRO 36 semanas, peso 2500-3500 g, talla 45-55 cm, perimetro cefalico
32-36 cm y calificacion APGAR normal > de 8.
p > 0.05 por la prueba exacta de Fisher

En la tabla 8, se presentan solo los datos antropométricos de los recién nacidos
de madres sero-reactivas, PCR positiva y negativa. Todos los datos se
encuentran en los rangos normales, a excepcion de la calificacion APGAR al

minuto.
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Tabla 8 Analisis estadistico de los datos antropométricos de recién nacidos con PCR positiva de
Oaxaca y Jalisco.

OAXACA JALISCO MEXICO, D.F.
PARAMETRO GRUPOS

N+=7 N-=28 N+=8 N-=59 N+=0 N-=4

M 4 10 7 30 3
SEXO
F 3 18 1 29 1
SDG (X sem) 39.34 3861 3915  38.72 35.9
1 7.42 7.71 7.37 8.44 8
APGAR (min)
5 8.86 8.89 8.75 9.25 9
PESO (g) 3082.14 3205.89 3463.75 3078.74 2977.25
TALLA (cm) 50 5046  54.12  50.74 49
PERIMETRO
CEFALICO (cm] 33.5  30.07 3518  34.18 35.55
HIGADO NO NO NO NO NO NO
ALTERACIONES ~CORAZON  NO NO NO NO NO NO
DIGESTIVAS ~ NO NO NO NO NO NO

p > 0.05 por la prueba exacta de Fisher

Busqueda de mujeres embarazadas reactivas a T. cruzi.
El tercer objetivo fue determinar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi
presentes en el suero de las mujeres estudiadas para determinar la prevalencia
de infeccién por T. cruzi, estos resultados se muestran en la tabla 9. Se obtuvo
una prevalencia total de 7.32% (106/1448), en el estado de Jalisco (12.02%)
significativamente mayor que en Oaxaca (4.4%), y aunque el D.F. no es
considerado como una zona endémica, se obtuvo una prevalencia del 4.12%.
Estos datos fueron obtenidos por la prueba de ELISA con Ag total y el kit
comercial Chagas STAT-PAK, tomando como positivas a todas las mujeres

reactivas por dos pruebas, como lo estipula la OPS. Los resultados positivos
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fueron confirmados con la prueba de ELISA con Antigeno recombinante. Los

resultados discrepantes entre ambas pruebas no fueron tomados en cuenta.

Tabla 9 Seroprevalencia de infeccion por T. cruzi en mujeres embarazadas de Oaxaca, Jalisco y
D.F.

MUJERES
ENTIDAD INSTITUCION No. DE MUESTRAS REACTIVAS
FEDERATIVA
n/N (%)
Hospital General 60
Hospital Regional 35/794
OAXACA Pochutla 545 (4.4)
Hospital General
Dr. Pedro Espinosa Rueda 189
Pinotepa Nacional
Hospital Civil 67/557
JALISCO Fray Antonio Alcalde 557 (12.02)
Instituto Nacional de 4/97
D.F- Perinatologia 97 (4.12)
106/1448
TOTAL 1448 (7.32)
N: totales
n: positivas

En la figura 7 se presenta la relacidon entre la seropositividad a T. cruzi por ELISA
y la frecuencia del lugar de residencia de las mujeres seropositivas de Oaxaca, y
en la figura 8, las de Jalisco. En Perinatologia se encontraron cuatro mujeres
reactivas a la prueba de ELISA, dos de ellas viven en el Estado de México y dos
en el D.F. La gran mayoria viven en areas rurales con presencia del vector
trasmisor, por lo que se infiere que estas mujeres se infectaron por la via del

vector, ya que solo 3/106 (2.83%) recibieron transfusion de sangre.
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Figura 7 Frecuencia del lugar de residencia en mujeres sero-reactivas de Oaxaca.

Figura 8 Frecuencia del lugar de residencia en mujeres sero-reactivas de Jalisco.
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Presencia del DNA del parasito en sangre de corddon umbilical del recién

nacido por la PCR

El cuarto objetivo fue determinar la presencia del parasito en sangre de cordoén,
usando la técnica de PCR, por lo que fue necesario validar la prueba. Los
resultados de esta validacion se presentan en las figuras 9 y 10. En la
determinaciéon de la temperatura Optima de alineamiento, se observa un
amplificado de 200 pb igual en todas las temperaturas del gradiente. Se
selecciono la temperatura de 54°C para el alineamiento de los iniciadores por ser

la temperatura en donde se observa mejor el producto de amplificacion.

200 pb

Figura 9 Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplificacién obtenidos en un
gradiente de temperaturas con los iniciadores Tczl/Tcz2. Carril 1: Marcador de pesos
moleculares. Carril 2: 52°C. Carril 3: 54°C Carril 4: 56°C. Carril 5: 58°C.
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En la determinacion de la sensibilidad del método, se obtuvo un amplificado de
200 pb hasta la dilucién 1:100 de sangre infectada con 1 X 10° epimastigotes de

T. cruzi, como se observa en la figura 10.

Figura 10 Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplificacién obtenidos con
sangre infectada a diferentes diluciones usando los iniciadores Tcz1l/Tcz2. Carril 1. Sangre
infectada con 1 X 10° epimastigotes de T. cruzi. Carril 2: Sangre sin infectar. Carril 3: Sangre
infectada dilucién 1:10. Carril 4: Sangre infectada dilucién 1:100. Carril 5: Sangre infectada dilucion
1:1000. Carril 6: Marcador de pesos moleculares.

La busqueda del DNA del paréasito por PCR en sangre de los recién nacidos se
presenta en la figura 11. Se observo la presencia de la banda de amplificacién de
200 pb en 7 de 35 nifios del estado de Oaxaca, lo que representa una frecuencia
de positivos del 20%, y en 8 de 67 nifios en Jalisco que corresponden al 11.94%.

En el D.F. ningan recién nacido (4 de 4) fue positivo por PCR.
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Figura 11 Amplificaciones del DNA extraido de sangre de corddén umbilical de los recién nacidos
de madres seroreactivas a T. cruzi usando los iniciadores Tcz1/Tcz2. A, amplificados obtenidos de
recién nacidos en Oaxaca: 1, marcador de pesos moleculares; 2, control positivo; 3, control
negativo; 4-10 corresponde al DNA problema. B, amplificados obtenidos de recién nacidos en
Jalisco: del 1-8 corresponde al DNA problema; 9, control negativo; 10, control positivo; 11,
marcador de pesos moleculares.

En la tabla 10 se observan los datos antropométricos de los 15 recién nacidos
positivos por PCR. Se observa que todos los datos obtenidos en los recién
nacidos estan dentro de los valores normales, son semejantes a los obtenidos en
los recién nacidos negativos a PCR y no presentaron alteraciones en higado,
corazén o sistema digestivo. Todos resultaron ser asintoméaticos para la infeccién

con T. cruzi.
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Tabla 10. Datos antropométricos de los quince recién nacidos positivos por PCR de Oaxaca y
Jalisco.

o soo 0 tvowcon tmin smn PO TAUA PERWETRO o,
OAXACA

185 M 39 ENFERMO 6 8 3420 50 34 +
344 F 39 SANO 9 9 3000 49 33 +
350 F 38 SANO 8 9 2850 52 345 +
406 F 40.4 SANO 5 9 2950 49 315 +
569 M 42 SANO 8 9 3500 51 34.5 +
052 M 40 SANO 8 9 3330 51 36 +
076 M 37 SANO 8 9 2525 48 31 +
JALISCO

190 F 36.4 SANO 6 9 2500 49 33 +
191 M 38.4 SANO 7 9 4140 58 37 +
238 M 40.3 SANO 9 9 3300 51 36 +
255 M 41.2 SANO 9 10 3960 56 37 +
276 M 40.3 SANO 8 9 3790 54 34 +
301 M 40.3 ENFERMO 6 7 3940 57 35 +
372 M 37.1 ENFERMO 7 7 2670 54 33 +
516 M 39.2 SANO 7 10 3410 54 36.5 +

Valores normales: CAPURRO 36 semanas, peso 2500-3500 g, talla 45-55 cm, perimetro cefalico
32-36 cm y calificacion APGAR normal > de 8.
ENFERMO: Se refiere a cualquier otra patologia diferente a la enfermedad de Chagas
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Los resultados de la serologia, de las quince madres de los recién nacidos
positivos por PCR, se presentan en la tabla 11. Las pacientes fueron identificadas
por Inmunocromatografia, solo detectando a las positivas verdaderas, dando
como resultado, que la reactividad determinada por las dos técnicas de ELISA

fuera la mas alta independientemente del tiempo en que se tomo la muestra.

Tabla 11. Serologia por dos pruebas en mujeres embarazadas de Oaxaca y Jalisco.

AL momento de nacer 2 2 Afos después del parto
CASO Inmunocromatografia ELISA Ag total® Inmunocromatografia ELISA Ag recombinante”
OAXACA
185 Positivo 1.98 Positivo 0.29
344 Positivo 1.84 N.A. N.A.
350 Positivo 1.18 Positivo 1.9
406 Positivo 0.802 Positivo 0.29
569 Positivo 1.95 Positivo 0.32
052 Positivo 1.78 N.A. N.A.
076 Positivo 1.05 Positivo 0.29
JALISCO
190 Positivo 1.16 Positivo 0.22
191 Positivo 1.25 Positivo 0.28
238 Positivo 1.50 N.A. N.A.
255 Positivo 1.85 N.A. N.A.
276 Positivo 1.42 Positivo 0.29
301 Positivo 0.95 Positivo 0.26
372 Positivo 1.77 N.A. N.A.
516 Positivo 1.50 Positivo 0.26

@ Punto de corte de la ELISA con Ag total: 0.113 + 2(0.027) = 0.167
® Punto de corte de la ELISA con Ag recombinante: 0.127 + (0.017) = 0.162
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Determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi en nifios con PCR positiva
después dos afos.

El quinto objetivo fue determinar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi en los
nifios positivos a PCR. En la tabla 12 se observan los resultados obtenidos en la
serologia de los nifios positivos por PCR, después de 24 meses de edad, se
obtuvieron tres positivos en Oaxaca y dos en Jalisco. La frecuencia de
transmision se saco tomando en cuenta el nimero de nifios reactivos entre el total
de mujeres seroreactivas. En Oaxaca, la frecuencia de transmision fue de 9.09%
(3/33) y en Jalisco fue de 3.07% (2/65).

En las graficas 1-A y 1-B, se observa la proporcion entre la relaciéon de mujeres
seroreactivas, el porcentaje de recién nacidos positivos por PCR vy la frecuencia
de transmisién de T. cruzi en los estados de Oaxaca y Jalisco, respectivamente.
Los nifios positivos por serologia después de dos afios recibieron el tratamiento
especifico hasta la seroconversiébn monitoreada en su hospital de origen. Es
importante mencionar que a cuatro nifios no se les hizo la prueba después de dos
anos, debido a que sus tutores no aceptaron continuar en el estudio, por lo que el

porcentaje de abandono fue del 3.92% (4/102).
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Tabla 12 Serologia por dos pruebas en nifios positivos a PCR de mas de 24 meses de edad de
Oaxaca y Jalisco.

CASO Serologia a los 24 meses de edad ENFERMEDAD DE
ELISA Ag total® ELISA Ag recombinante” CHAGAS NEONATAL

OAXACA

185 1.26 2.25 Positivo

344 N.A. N.A. N.A.

350 0.091 0.126 Negativo

406 0.056 0.09 Negativo

569 0.909 0.293 Positivo

052 N.A. N.A. N.A.

076 0.697 0.245 Positivo
JALISCO

190 0.058 0.103 Negativo

191 0.065 0.124 Negativo

238 0.074 0.133 Negativo

255 N.A. N.A. N.A.

276° 0.060 0.070 Negativo

276° N.D. N.D. Stat-Pak Positivo

301 0.06 0.168 Negativo

372 N.A. N.A. N.A.

516 0.824 0.266 Positivo

@ Punto de corte de la ELISA con Ag total: 0.113 + 2(0.027) = 0.167

® Punto de corte de la ELISA con Ag recombinante: 0.127 + (0.017) = 0.162
°Nifio del estudio

“Hermana del nifio, no incluida en el estudio, hijos de la misma madre.

N.A. No acepto

N.D. No determinado
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Grafica 1. Seroprevalencia materna, porcentaje de recién nacidos PCR positivos y frecuencia de
transmision de la infeccidn por T. cruzi, en los estados de Oaxaca (A) y Jalisco (B). El porcentaje
de abandono después de la PCR fue 3.92 % (4/102). Los nifios que recibieron tratamiento son los
seroreacctivos después de dos afos.
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La descripcion de los cinco casos de Chagas congénito encontrados en Oaxaca y
Jalisco se presenta a continuacion. Aqui se confirma la importancia de detectar a
tiempo a todos los nifios infectados nacidos de madres seroreactivas, ya que
estos en su gran mayoria son asintomaticos y pueden pasar desapercibidos sin
gue se les administre el tratamiento que les garantice la cura total de la infeccion,

ademas de representar un riesgo para la transmision del parasito.

OAXACA

Caso 1.
Mujer de 21 afos de edad, originaria de Cozoultepec, Oaxaca, lugar en donde ha
radicado toda su vida, acude el 17 de febrero del 2008 al Hospital General de
Pochutla, Oaxaca, para ser atendida durante su primer parto. La paciente acepta
participar en el estudio firmando una carta de consentimiento y refiere no haber
recibido transfusiones sanguineas a lo largo de su vida. Dio a luz a un recién
nacido de 39 semanas de gestacion por parto normal, quien durante el examen
fisico, obtuvo una calificacion APGAR de 6 al minuto y 8 a los 5 minutos (Normal
> 8). Al momento del nacimiento, peso 3,420 gramos (Normal: 2500 a 3500 grs.),
midié 50 cm (Normal: 45 — 55 cm) y su perimetro cefélico fue de 34 cm (Normal:
32 — 36 cm). No presento alteraciones en higado, corazén y sistema digestivo. En
la busqueda de anticuerpos en el suero materno, se obtuvo un resultado positivo
a la prueba de Stat-pak, el titulo de anticuerpos por la prueba de ELISA con
antigeno total fue de 1.98 y con antigeno recombinante fue de 0.29, los dos
resultados por arriba del punto de corte.*?” **® En la busqueda del paréasito por
PCR en sangre de cordon umbilical al momento de nacimiento, se obtuvo un
producto de amplificacion de 200 pb con iniciadores Tczl y Tcz2, especificos de
T. cruzi.'® El resultado de la prueba de PCR fue confirmado con serologia
después de 24 meses de nacido, se determin6 la presencia de anticuerpos
propios del nifio por la prueba de ELISA y se obtuvo un titulo de 1.26 con

antigeno total y 2.25 con antigeno recombinante. Se administré el tratamiento
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especifico durante 30 dias: una tableta de Nifurtimox (Lampid) de 40 mg/kg de
peso, hasta la seroconversion determinada en su hospital de origen.”

Caso 2.
Mujer de 21 afios de edad, que radica en Santa Maria Huatulco, Oaxaca, acude el
19 de abril del 2008 al Hospital General de Pochutla, Oaxaca, para ser atendida
durante su segundo parto. La paciente acepta participar en el estudio firmando
una carta de consentimiento y refiere no haber recibido transfusiones sanguineas
a lo largo de su vida. Dio a luz a un recién nacido del sexo masculino, de 42
semanas de gestacion por CAPURRO. En el examen fisico, realizado al momento
del nacimiento, obtuvo 8 en la calificacion APGAR al minuto y 9 a los cinco
minutos, pes6 3,500 grs, midid 51 cm y el perimetro cefalico fue de 34.5 cm.
Ademas, no presento alteraciones en higado, corazén y sistema digestivo. En la
bdsqueda de anticuerpos en el suero materno, se obtuvo un resultado positivo a
la prueba de Stat-pak, el titulo de anticuerpos por la prueba de ELISA con
antigeno total fue de 1.95 y en la ELISA con antigeno recombinante de 0.320.%"
138 | a busqueda del parasito por PCR, en sangre de cordén del recién nacido,
mostré un amplificado de 200 pb especifico de T cruzi.'® Para demostrar la
infeccion en él bebé, se determind la presencia de anticuerpos propios del nifio
con la técnica de ELISA. Se obtuvo un titulo de 0.909 con antigeno total y de
0.293 con antigeno recombinante. Se administré Nifurtimox por 30 dias hasta
observar seroconversion, la determinacion se realizé en su hospital de origen. La

mama no recibié el tratamiento anti-T. cruzi. 26

Caso 3.
Mujer primigesta de 17 afios de edad, originaria del Municipio de Mechoaca,
Oaxaca, lugar en donde ha radicado toda su vida. Acudio al Hospital General Dr.
Pedro Espinoza en Pinotepa Nacional, Oaxaca, el dia 13 de mayo del 2008 para
ser atendida durante el parto. Dio a luz a un recién nacido vivo sano, de sexo
masculino, de 37 semanas de gestacion, quien después del examen fisico obtuvo
una calificacion APGAR de 8 al minuto y 9 a los cinco minutos, peso 2,525 grs, y

talla de 48 cm; su perimetro cefélico fue de 31 cm y no tuvo ninguna alteracion en
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corazén, higado y sistema digestivo. Previo al parto, se le informé sobre la
enfermedad de Chagas y el riesgo de transmitir la infeccion al bebé a través de
placenta, por lo que acept6 firmando una carta de consentimiento para que se le
realizara la prueba serologica Tamiz resultando positiva. Posteriormente, se
determind la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi presentes en suero mediante
la técnica de ELISA con antigeno total y con antigeno recombinante, obteniendo
un titulo de 1.055 y 0.293 respectivamente.*®” *® En el recién nacido, se busco la
presencia del parasito por PCR, mostrando una banda de amplificacion de 200 pb
con los iniciadores Tczl y Tcz2 especificos de T. cruzi.'® Las pruebas
serologicas para buscar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi a los 24 meses
de vida del bebé, presentaron titulos de 0.697 con antigeno total y 0.245 con
antigeno recombinante. Se determind que ambos eran positivos a la enfermedad
de Chagas y se prosiguié a enviar el tratamiento especifico (Nifurtimox por 30
dias) para él bebé, quien fue monitoreado en su hospital de origen hasta la

seroconversién. La mama, no recibié tratamiento.?®

JALISCO
Caso 1.

Mujer de 17 afios de edad, nativa de Guadalajara, Jalisco. Acudié al Hospital Civil
Fray Antonio Alcalde en Guadalajara, el 17 de abril del 2007 para ser atendida de
un segundo embarazo de 39 semanas con ruptura prematura de membranas. La
resolucién del embarazo fue por parto normal, dando a luz a un recién nacido de
sexo masculino, de 40.3 semanas de gestacion obtenido por CAPURRO. En la
exploracion fisica obtuvo una calificacion APGAR de 8 al minuto y 9 a los cinco
minutos, peso al nacer de 3,790 grs, talla 54 cm, perimetro cefalico 34 cm y no
presento alteraciones en Higado, Corazén o Sistema Digestivo. Al momento del
parto, se realizé serologia anti-T. cruzi en el suero de la mama. Fue reactiva a la
prueba tamiz Chagas Stat-Pak y con la técnica de ELISA present6 un titulo de
anticuerpos de 1.422 con antigeno total y 0.297 con antigeno recombinante.*?” 13
Se busco la presencia del parasito por PCR en sangre del cordén umbilical, de la

cual, se obtuvo un producto de amplificacion de 200 pb especifico de T. cruzi. **°
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Pasado 24 meses se determind la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi
presentes en el suero del bebé, encontrando un titulo de 0.060 por ELISA con
antigeno total y 0.070 con antigeno recombinante.*?” *® Estos resultados indican
que no hubo transmision ya que él bebé no presentd signos ni sintomas
especificos de la infeccion con el parasito. Sin embargo, la madre solicitd que se
hicieran las pruebas a sus otros dos hijos, ya que al momento de la segunda toma
de muestra, ella ya tenia un tercer parto, del cual nacié una nifia. Se realiz6 la
prueba rapida en sus tres hijos y la mas pequefia fue positiva por Stat-pak.
Ninguno de sus hijos presento signos o sintomas especificos de la infeccion con
T. cruzi. La nifia positiva por serologia, fue sometida al tratamiento con Nifurtimox

y el seguimiento fue realizado en su Hospital de origen hasta la seroconversién. 2°

Caso 2.
Mujer de 25 afios de edad, con 19 afios de residencia en Zacatecas, se presenta
en el Hospital Civil Fray Antonio Alcalde, en Guadalajara, el 27 de septiembre del
2007 para ser atendida de su tercer embarazo de 41 semanas de gestacion
determinado por FUM. La resolucibn de sus embarazos anteriores fue por
cesarea y nunca ha recibido trasfusiones sanguineas. En el parto, dio a luz a un
recién nacido vivo sano, de sexo masculino, con 39.2 SDG por CAPURRO,
calificacion APGAR de 7 al minuto y de 10 a los cinco minutos, peso 3,410 grs,
talla 54 cm, perimetro cefalico 36.5 cm y no present6 alteraciones en higado,
corazén o sistema digestivo. Al momento del parto, se realizaron las pruebas
seroldgicas con previa autorizacion, para la busqueda de anticuerpos anti-T.cruzi
por Stat-pak, ELISA con antigeno total y ELISA con antigeno recombinante. Los
resultados que se obtuvieron indican que la sefiora tiene anticuerpos contra el
pardsito y los titulos obtenidos por las pruebas de ELISA son 1.507 y 0.265
respectivamente.*?” 3 Se buscé la presencia del parasito en sangre de cordén
umbilical por la prueba de PCR para determinar la infeccion en el recién nacido.
Se obtuvo un producto de amplificacién de 200 pb especifico de T.cruzi.'°
Después de 24 meses de nacido, se determiné la presencia de anticuerpos anti-T.
cruzi en el suero del bebe y el titulo obtenido fue 0.824 y 0.266 con la prueba de
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ELISA con antigeno total y recombinante, respectivamente. Se administro el
tratamiento especifico hasta la seroconversion determinada en su hospital de

origen. %
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DISCUSION
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La transmisién materno-fetal de T. cruzi puede tener consecuencias severas en el
desarrollo y sobrevida del feto, produciendo la forma severa de la infeccion
cronica en la etapa adulta del nifio no tratado. Actualmente, la infeccidn congénita
de T. cruzi se presenta en areas endémicas y no endémicas de la enfermedad. Es
considerada como un problema de salud publica, debido a la presencia de recién
nacidos asintomaticos que estan infectados y que no son detectados a tiempo, a
causa de la falta de estrategias de prevencién y control. Los resultados obtenidos
en este estudio contribuyen al conocimiento de la trasmisién materno-fetal de T.
cruzi en zonas endémicas de México; ya que se tienen pocos estudios. En 1998,
se reportd el primer caso confirmado de una nifia recién nacida del estado de
Michoacan, y hasta el 2005 y 2008, se reportan datos de seroprevalencia en
mujeres embarazadas pero ningin caso de transmision.*> ** A pesar de que
existen varios grupos de trabajo dedicados al estudio de la enfermedad de
Chagas, no se tienen reportes de la transmision materno-fetal en el pais, tal vez
porque intervienen varios factores como las alteraciones en la placenta, el
genotipo del parésito y la inmunidad de la madre, quien participa en la capacidad
de respuesta del feto frente al parasito.**

En este estudio, se determind la prevalencia de mujeres embarazadas
seroreactivas a T. cruzi, asi como la frecuencia de transmision del parasito a sus
recién nacidos en los estados de Oaxaca y Jalisco como zonas endémicas y el
D.F. considerado zona no endémica. El resultado de la seroprevalencia total en
mujeres embarazadas fue de 7.32%, mayor al 4.1% obtenido en un grupo de 145

mujeres embarazadas de Poza Rica-Veracruz y Palenque-Chiapas;*® es probable
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que esta diferencia se debe a la poblacion de mujeres estudiadas y a las
caracteristicas de la zona geogréfica en donde se llevo a cabo el estudio.

Al comparar los resultados de la poblacion de mujeres embarazadas en tres
zonas geograficas (4.4% en Oaxaca, 12.02% en Jalisco y 4.12% en el D.F.) con
los valores reportados en poblacion abierta (4.5% al 17.7% en Oaxaca y 0.1% al
12.11% en Jalisco), se observan resultados semejantes, aunque no se trate del
mismo tipo de poblacién.*® Algunos autores mencionan que la variacién en los
resultados entre regiones geograficas, se debe al uso de diferentes métodos de
diagnéstico. Sin embargo, en este trabajo se realizd la busqueda con el mismo
procedimiento metodolégico y se obtuvieron resultados diferentes; es probable
dicha variacién puede ser causada por la virulencia de la cepa de T. cruzi de cada
region, ademas de las diferencias inmunoldgicas, genéticas y nutricionales de las
madres.

Las diferencias observadas en la prevalencia entre Oaxaca y Jalisco, indican que
los factores de riesgo en estos dos estados son diferentes. En las zonas rurales
de Pochutla y Pinotepa Nacional en Oaxaca, se realizan constantemente
campafias de fumigacién contra los mosquitos causantes de la Malaria y el
Dengue, a diferencia de las localidades estudiadas en Jalisco, que se encuentran
ubicadas en areas urbanizadas con mejores condiciones habitacionales y en
donde no se realizan este tipo de fumigaciones; probablemente el fertilizante este
teniendo algun efecto sobre la virulencia del vector.

La prevalencia en el D.F. puede deberse a las caracteristicas propias de las
pacientes que asisten al Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), ya que es un

hospital de concentracion que recibe a la poblacién que viene de la region centro
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y sureste del pais, se incluyen estados que son considerados endémicos con
presencia del vector. En México, existen 32 especies de vectores de mayor
importancia epidemioldgica, dispersos en toda la Republica, con mayor presencia
en los estados con climas tropicales, en donde el mecanismo principal es a través
del vector. Sin embargo, la transmisibn materno-fetal de T. cruzi esta cobrando
mayor importancia, ya que una gran poblacién de mujeres infectadas en edad
gestacional se encuentran en la fase cronica de la enfermedad lo que representa
un riesgo repetido en embarazos subsecuentes, asi como la posibilidad de
transmision de una generacion a otra. Las mujeres embarazadas incluidas en el
estudio, provienen de regiones donde las caracteristicas epidemiologicas de la
transmision vectorial son muy diferentes y estan relacionadas con la presencia
intra-domiciliar del vector, lo que probablemente se refleja en las diferencias
seroepidemioldgicas.

En relacion a la amplificacion del DNA de T. cruzi por PCR en sangre de cordén
umbilical, se muestra que el porcentaje de PCR positivos es muy alto en los dos
estados, en Oaxaca es dos veces mayor que en Jalisco, la probable explicacién a
estos resultados, es que la madre puede transmitir al feto a través de sangre,
parasitos vivos, parasitos muertos, DNA del parasito y/o moléculas liberadas del
parasito, que se pueden identificar en la sangre fetal. Como ya se menciond, la
placenta juega un papel muy importante en la transmision, existen varias rutas
por las cuales el parasito invade placenta y se lleva a cabo la transmision
materno-fetal. Por ejemplo, a través de la ruta hematdgena, por la invasion de las
vellosidades de los trofoblastos, invasion por zona marginal, invasion por lesiones

en la placenta o a través del fluido amnidtico. En estas rutas, el parasito infecta al
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feto cuando cruza la barrera trofoblastica o cuando cruza por la zona donde
disminuye la barrera trofoblastica antes de penetrar el tejido mesenquimal.**® Es
por ello que una PCR positiva no significa que el recién nacido este infectado y
mucho menos que desarrolle la enfermedad, por tal motivo, se debe demostrar la
infeccion en los nifios positivos a PCR por la presencia de anticuerpos propios del
bebé especificos contra T. cruzi, después de al menos 9 meses de nacido, porque
estos anticuerpos ya no seran de la madre sino del propio sistema inmune del
nifio.**! Por estas razones, la PCR autn no ha sido validada para el diagnéstico de
la infeccibn congénita durante la identificacion temprana de recién nacidos
infectados y solo se utiliza en investigacion especializada.

En relacion a los resultados de transmision materna, el estado de Oaxaca
presentd un valor tres veces mayor (9.09%) que la obtenida en el estado de
Jalisco (3.07%). Como no se tienen reportes previos en México, se puede
comparar con lo publicado en paises de Sudamérica, por ejemplo, en Bolivia,
recientemente se han publicado valores que van del 1% en una regién hasta 12%
en otras zonas del mismo pais.® Las diferencias entre los valores de la frecuencia
de transmision pueden deberse a varios factores, como las areas estudiadas, la
carga parasitaria en la madre y probablemente el tipo de cepas mexicanas de T.
cruzi; ya que en México predomina el genotipo | de T. cruzi y estas puedan tener

1,142 contrario a lo

menor virulencia o tropismo por la placenta y el cordon umbilica
que se ha visto en Bolivia y Argentina, en donde la mayoria de casos de
transmision vertical son por el genotipo Tc Ild.**?

Los resultados muestran que en el estado de Oaxaca la seroprevalencia materna

fue menor y la frecuencia de transmision mayor que en Jalisco, una probable
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explicacion puede deberse a la presencia del vector T. dimidiata, ya que esta
asociado con mayores indices de infeccidon pero bajos niveles de seroprevalencia
humana,** como se ha descrito en Ecuador. Los resultados obtenidos en este
trabajo, muestran que los nifios con serologia positiva después de dos afios no
presentaron alteraciones antropomeétricas, fueron asintomaticos, probablemente la
falta de sintomas este asociado con la especie de triatomino presente en las
areas geograficas estudiadas de México. En Bolivia, Brasil, Chile y Uruguay, los
casos sintomaticos mas graves de transmisién congénita, estan asociados con la
presencia del vector Triatoma infestans, el cual, no se encuentra en México; es
posible que esta sea la razdén de porque existen pocos casos en nuestro pais y
ademas, los que se logran detectar son asintomaticos.**

Los resultados obtenidos en las madres y en los recién nacidos fueron
corrobarados por dos pruebas serolégicas especificas como lo define la OMS
para la confirmacién del diagnéstico,**® por lo que se considera como transmision
congénita de T. cruzi, cuando un neonato nace de una madre infectada con
serologia positiva o parasitos de T. cruzi presentes en sangre y que en el recién
nacido se identifiquen parésitos al momento del nacimiento o anticuerpos
especificos que no son de origen materno descartando que la infeccién haya sido
adquirida por vector o transfusién sanguinea.?®

Por lo que respecta a la asociacion entre factores de riesgo que pueden influir en
la transmisidbn materno-fetal no se encontrd relacion entre la seropositividad
materna y tales factores, como se muestra en las publicaciones de Bolivia y Chile,

en donde encontraron que la infeccion materna crénica por T. cruzi parece no
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tener ninguna influencia clinica, durante el curso del embarazo, ni en el producto,
comparando madres infectadas y no infectadas.**®

El andlisis estadistico de los parametros antropométricos en los recién nacido con
PCR positiva y serologia positiva, no mostrd diferencias significativas (valor de
p>0.05), esto indica que en este estudio no se encontrd0 asociacion entre la
infeccion congénita por T. cruzi y la sintomatologia especifica. En los casos en
donde la condicion fisica del recién nacido fue menor, la causa no fue la infeccion
con T. cruzi, es probable que las condiciones de malnutricion, los desordenes
metabdlicos e inmunolégicos en la madre afectaron al bebé. A pesar de ello, cinco
nifios con PCR positiva presentaron serologia positiva después de dos afos, lo
gue indica que si hubo transmision materno-fetal. Un estudio realizado en mujeres
embarazadas portadoras de la infeccidn que trasmitieron la infeccion a sus bebes
por la via trans-placentaria, reportd que el peso bajo al nacer y la calificacion
APGAR tienen un valor predictivo positivo bajo, por lo que sugieren que la
enfermedad debe diagnosticarse por métodos serolégicos.'® En este trabajo, El
APGAR fue relativamente mas bajo en los nifios positivos que en los negativos,
sin llegar a ser un factor indicativo de transmision.

Aunque en algunos casos congénitos se pueden observar sintomas no
especificos de la enfermedad de Chagas, todos los casos encontrados en este
estudio son asintomaticos. Esto justifica la necesidad de implementar estrategias
de control para la busqueda obligatoria de la infeccion congénita basada en el
diagnéstico de laboratorio.

Los casos de infeccion congénita encontrados se encuentran en estadio agudo

de la infeccion, por lo que pueden ser tratados con el farmaco especifico, el cual
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debe ser administrado tan pronto como el diagndstico sea confirmado. Durante el
embarazo no es recomendable la administracion del tratamiento, ya que el riesgo
teratogénico es muy alto y los efectos adversos no se conocen.

Para disminuir la frecuencia de transmision es necesario establecer programas de
prevencion de la transmisiobn materno-fetal de T. cruzi en todos los centros de
atencion primaria y hospitalaria de areas endémicas y no endémicas, con la
finalidad de identificar mujeres infectadas para administrar el tratamiento a todas
aguellas mujeres menores de quince afos y aquellas en edad reproductiva que no
estén embarazadas o lactando. También es necesario educar a la poblacién
sobre el conocimiento de la enfermedad de Chagas y sus mecanismos de
transmision, para reducir el riesgo de infeccion por vector en bancos de sangre y
a través de mujeres infectadas asintomaticas que funcionen como reservorios.
Aunque la transmision congénita de T. cruzi depende de varios factores (area
geografica, el vector, genotipo del parasito, la respuesta inmune de la madre y el
neonato y la fisiologia de la placenta) es importante identificar oportunamente a
las madres infectadas y sus recién nacidos infectados asintométicos, ya que todas
las mujeres en edad reproductiva pueden o no transmitir al parasito en todos sus
embarazos asi como la posibilidad de transmitir de una generacion a otra
ocasionando que el riesgo de transmision sea a largo plazo.

El presente estudio realizado en tres Hospitales de Oaxaca y uno de Jalisco, ha
demostrado la importancia de implementar el diagndstico prenatal en los servicios
de ginecologia y obstetricia en Instituciones de salud del pais, en donde aun no
hay normas establecidas para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas

Congénita. Las mujeres embarazadas infectadas y los recién nacidos infectados

104



son asintomaticos y representan un riesgo potencial en la transmision por difundir
en un 7.32% la enfermedad de Chagas Congénita. El tratamiento, no es
recomendado durante el embarazo por los efectos adversos, después del parto,
las mujeres infectadas pueden ser monitoreadas con electrocardiogramas
regulares y evaluaciones clinicas; y ya que el tratamiento no es util en fase
cronica, solo se administra al recién nacido infectado que va progresar
favorablemente hasta la cura total. Los resultados obtenidos en este estudio,
sugieren la necesidad de crear programas de control y prevencion en la
transmision materno-fetal de T. cruzi en nuestro pais, ya que la migracién de
personas de areas endémicas a zonas industrializadas en busca de trabajo, va en
aumento ocacionando que la prevalencia de la infeccién sea un problema de
salud en zonas no endémicas, como ees el caso de la Ciudad de México.

Para identificar en tiempo y forma a mujeres embarazadas infectadas y a sus
recién nacidos, se sugiere lo siguiente:

1. Establecer en todos los centros de salud, hospitales generales y de
maternidad, la busqueda de mujeres embarazadas reactivas a T. cruzi,
desde su primer cita pre-natal.

2. Realizar el monitoreo fetal por ultrasonido.

3. Establecer el diagnético parasitoloégico del recién nacido empleando
pruebas moleculares, como la PCR de sangre propia del bebé y obtenida al
nacimiento, ademas, pruebas seroldgicas después de 8 meses de nacido.

4. Proporcionar el tratamiento a los bebes positivos hasta comprobar la

seroconversion.
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CONCLUCIONES
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que:

El estudio de mujeres embarazadas con mas de 32 semanas de gestacion,
permitié identificar a las mujeres seroreactivas a T. cruzi que pueden
transmitir el parasito por la via materno-fetal.

El uso de historias clinicas que incluyen datos generales, epidemioldgicos,
obstétricos y de somatometria, permitieron determinar que parametro es un
factor de riesgo para adquirir la infeccibn y que todos los nifios
seropositivos fueron asintomaticos.

La basqueda de anticuerpos anti-T. cruzi en suero con las pruebas Chagas
Stat-Pak y ELISA, mostraron ser una extrategia aplicable al laboratorio
clinico, permitiendo la identificacion adecuada de las mujeres embarazadas
infectadas con el parasito y el sguimiento del recién nacido.

La técnica de PCR identificé la presencia del DNA del parasito en la sangre
de corddn umbilical; sin embargo, el resultado no confirma la infeccion con
T.cruzi en el recién nacido, ya que existe la posibilidad de que el nifio no se
infecte. Es necesario complementar el resultado con otro método directo o
con pruebas seroldgicas después de un afio.

La determinacién de anticuerpos anti-T. cruzi en los nifios nacidos de
madres seroreactivas después de 2 afios, demostré la presencia de
infeccion con el parasito, mostrando que existio transmision materno-fetal.
El diagndstico correcto permiti6 que el tratamiento especifico fuera

aministrado a tiempo logrando la seroconversion del nifio.
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ANEXO 1

MEDIO LIT

(Liver-Infusion-Triptona)

Revisado inicialmente por el Dr. Vaeger de la Universidad de Tulane. Los

primeros reportes de crecimiento fueron por Camargo en 1964.

Reactivos:
Cloruro de sodio (NaCl) 409
Cloruro de Potasio (KCI) 04g
Fosfato dibasico de sodio (Na;HPO,) 8.0¢g
Glucosa (CgH1206) 20g
Triptosa 5009
Infusién de caldo de higado 50¢g
Hemina (Cs4 Hszz Cl Fe N4y Oy) 25 mg
Suero Bovino Fetal 10% Conc. final
H,O d.d.e 1000 mL

Preparacion:
a. Primero se preparo la Hemina pesando 0.25 g en 5 mL de trietanol
amina, se esterilizo por filtracién.
b. El suero estéril se inactivo 30 minutos a 56°C antes de tomar la

cantidad necesaria para tener una concentracion final al 10%.
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c. Con excepcion de la Hemina y el Suero, todos los componentes se
disolvieron en agua, se ajusto el pH 7.2 y se esterilizo por
autoclave a 120°C (15 Ib) durante 15 minutos. Se sometio a prueba
de esterilidad 3 dias y antes de ser usado se complemento con 50
uL de Hemina por cada 100 mL de medio y con el 10% de suero

fetal inactivado.
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ANEXO 2

REACTIVOS

Amortiguador Fosfato Salino, PBS pH 7.4
Cloruro de Sodio (NacCl)

Cloruro de Potasio (KCI)

Fosfato de Potasio Monobasico (KH,POy)

Fosfato de Sodio dibasico (Na;HPO,)

Amortiguador de lisis de Proteinas.
Nonidet p-40%

Cloruro de Sodio (NacCl)

Tris-HCI, pH 7.6 (NH>C(CH,OH)3.CHI)
Fenilmetilsulfonil Florido (PMSF, C;H;FO2s)
Acido Etilendiamino Tetra acetico (EDTA)
Aprotinina

Pepstatina

Leupeptina

Amortiguador de Carbonatos, pH 9.6.
Bicarbonato de Sodio (NaHCOs3)

Carbonato de Sodio (Na;CO3)

136 mM
26 mM
1.7mM

8 mM

1%

150 mM
10 mM
100 mM
2mM
lpg/mL
lpg/mL

lpg/mL

0.1N

0.1N
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Amortiguador Fosfato Salino-Tween 20 (PBST)
PBS 400 mL

Tween20 (Polyoxyetilen-sorbitan monolaurato) 0.05% (200 pL)

Solucién de Bloqueo al 5%.
PBST 100 mL

Albumina Serica Bovina 50

Amortiguador de Citrato Fosfato pH 5.

Acido Citrico (CsHgOy). 0.1M

Fosfato de Sodio dibasico (NazHPO,) 0.2M

Solucién Reveladora de la Reaccion.

Amortiguador de Citrato-Fosfato 12 mL
o-fenilendiamina (CgHsgN>) 0.0048 g
Peroxido de Hidrogeno (H205) 1.4 L

Solucidn para detener la Reaccion.

Acido sulfarico (H2SOg) 4N
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Amortiguador de Lisis de DNA pH 8.

Acido Etilendiaminatetra acetico (EDTA) 0.1 M
Cloruro de Sodio (NacCl) 0.15M
Dodecil Sulfato de Sodio (C12 Hzs O4Na, SDS 10%) 0.5% final

Proteinasa K 0.1mg/mL

Fenol pH: 8.

Fenol (CgHsOH)

Fundir el fenol en bafio Maria a 65°C. Una vez liquido afiadir 8-
hidroxiquinoneina (o-phenylenediamine, 1,2-benzenediamine
CsHsN2, PM 108.1 g/mol hasta una concentracion final de 0.1% g por
cada 100 mL) afadir el volumen de Tris-HCI 1M pH 8, cuando se
halla equilibrado, retirar la fase acuosa y anadir un volumen de Tris-
HCI 0.1 M hasta que el fenol este aun pH 8, se guarda a 4°C

protegido de la luz con una capa acuosa de Tris-HCI0.1 M a pH 8

Fenol-Cloroformo-alcohol isoamilico 24:24:1.

Fenol (CgHsOH) 25 mL
Cloroformo (CHClIs) 24 mL
Alcohol isoamilico (CsH120) 1mL

Cloroformo-Alcohol isoamilico 24:1.
Cloroformo (CHCI5) 24 mL

Alcohol isoamilico (CsH120) 1mL
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Etanol Absoluto.

Etanol Absoluto (CH3 CH, OH)

Acetato de Sodio:

Acetato de sodio (C,H30,Na) 3M
RNAsa.
RNAsa 200 pg/uL

Es una endorribonucleasa que actia especificamente en residuos de
pirimidina de cadena sencilla en el extremo 3’ del RNA y corta la
union fosfato del nucleotido adyacente. Los productos terminales son

pirimidina 3" fosfato terminal.

Solucion STOCK de RNAsa Concentracion Final Volumen
Tris-base 1 M pH 7.5 (NH, C(CH; OH) 3)10 mM 100 mL
Cloruro de Sodio (NaCl) 5 N 15 mM 30 mL
RNAsa 0.002 g 200 mg/mL
H,O c.b.p 1 mL

Hervir la solucién 10 minutos

Amortiguador Tris-EDTA pH 8.
Tris-HCI (NH, C(CH; OH) 3).HCI) 10 mM

EDTA (Clo H1io N> 084 Nay HzO) 1mM
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Amortiguador Tris-Acido Borico-EDTA pH 8.
Tris-HCI (NH, C(CH, OH) 3).HCI)
Acido Borico H3 BO3

EDTA (C10 H12 N> Ogs Nag HzO)

Amortiguador Jugo Azul.

Glicerol (HOCH, CH (OH)CH,OH)

Dodesil Sulfato de Sodio SDS(C12 Has O24 Na)
EDTA (C10H1z N> Ogs Nas .H,0)

Azul de Bromofenol

(355 tetra bromofenol sulfonftalein)

Xilenciano (C25 H27N20682Na)

Solucién de Bromuro de Etidio.

Solucién de Bromuro de Elidio.

Se usa para tefiir geles de agarosa a una concentracion final de 3.3

pg/mL.

El bromuro de etidio es una sustancia mutagénica, cancerogenica y
venenosa que ingresa por via oral, cutanea y subcutanea; por lo que
se debe tener extremo cuidado al utilizando, evitando su ingestion,
inhalacion o absorcion por la piel, por ello siempre se deben usar
guantes. Su descomposicion por calor genera gases toxicos de
oxido nitrico. Después de usarse debe llevarse a cabo una

descontaminacion del material; adicionar agua para reducir la

90 mM
90 mM

2 mM

50% (Vv/v)
0.1% (v/v)

0.1 M

0.025% (p/v)

0.025% (p/v)

10 mg/mL
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concentracion, adicionar permanganato de potasio 0.5 M, mezclar y
adicionar acido clorhidrico 2.5 N, mezclar y desechar la solucion.
También se puede descontaminar con hidroxido de sodio 10 N

durante 10 minutos o bien con carbén activado.

Figura 12 Estructura del Bromuro de etidio.

Agarosa.

Agarosa. (Grado Biologia Molecular.) 1.5%

Es extraida de algas marinas, es un polimero lineal cuya estructura es:

p-D-Gal 3,6 anhidro-u-L-Gal

bcH,0H o
HO
0
4 d 1
.'?.D
-~ 3 ]
? oH d
. CH.OH
Agarobiosa :

Figura 13 Estructura de la agarosa.
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La polimerizacion de la agarosa forma una matriz y su densidad es determinada
por la concentracion de agarosa. Cuando el campo eléctrico es aplicado a través
del gel, el DNA el cual es cargado negativamente a pH neutro migra al polo
negativo. El rango de migracion esta determinada por el peso molecular de DNA,
concentracion de agarosa, conformacion del DNA, voltaje aplicado, direccion de
campo eléctrico, temperatura, presencia de intercalantes (Bromuro de etidio) y

composicién del amortiguador de corrimiento.
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ANEXO 3

Numero de folio:

Hospital Infantil de México Federico Gédmez

Carta de Consentimiento Informado

Fecha (dia/mes/afo)

Titulo del Proyecto. Transmision materno-fetal de T.cruzi: un problema de salud

poco estudiado en México.

¢Por gqué se hace este estudio?

En el sureste de nuestro pais donde se encuentran los estados de Jalisco y
Oaxaca, muchas personas incluyendo las mujeres embarazadas pueden estar
infectadas por el parasito Trypanosoma cruzi, que provoca la enfermedad de
Chagas. Este parasito se transmite frecuentemente por la picadura de una
chinche, sin embargo, las personas infectadas no lo saben porque solo presentan
sintomas hasta que la enfermedad ya esta muy avanzada. Las mujeres
embarazadas pueden trasmitir el parasito a sus recién nacidos y por esto, la

estamos invitando a usted que esta embarazada a participar en este estudio.
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Propdsito del estudio
Se quiere conocer si usted esta infectada con este parasito y en caso de que asi

fuera, también se quiere conocer si su hijo ha nacido infectado por este parasito.

¢,Como participara la madre en este estudio?
1. Se obtendra una gota de sangre para buscar al parasito. El resultado se
conocera en los proximos 15 minutos.
2. Si el resultado es positivo a la enfermedad y si usted acepta participar, se

le tomaran 10 mL de sangre venosa.

¢,Como va a participar su hijo en el estudio?

1. Siusted acepta participar inmediatamente después de que nazca su hijo se
le tomaran 2 mL de sangre del cordon umbilical. Este procedimiento no
representa ninguna molestia ni riesgo para su hijo. En la sangre colectada
se buscara si esta presente el parasito.

2. En caso de que se encuentre el parasito en la sangre de su hijo, se le citara
en 4 ocasiones mas. En la primera visita, que sera después de los 8 meses
de nacido, se le tomard una muestra de sangre venosa a su hijo para
determinar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi en suero. En caso de
que el resultado sea positivo, el meédico iniciara tratamiento,
proporcionandole un medicamento y explicandole la forma en que debe
darselo a su hijo. En la siguientes 2 visitas que seran después de 3y 6
meses, al nifilo se le continuara su tratamiento y se le obtendra sangre de

su talén en cada cita 20 gotas aproximadamente para saber si el parasito
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se encuentra todavia en la sangre del nifio. En la ultima visita (4 meses
después), se obtendran 2 mL de sangre por puncién venosa del antebrazo

para investigar si el parasito ha sido eliminado o no.

¢ Cuanto tengo que pagar por el tratamiento de mi hijo, en caso de que
tenga la enfermedad?
El tratamiento es gratuito, usted no pagara ni por el medicamento ni por los

estudios que se realicen a usted y a su hijo.

¢Existen molestias o riesgos para mi o para mi hijo?

Usted tendra molestias por el dolor que causa la puncién de su dedo y su
antebrazo. De la misma manera su hijo tendra molestia por el dolor que le
cause la puncién del brazo y del talon. Sin embargo, el malestar es pasajero y

no se considera que haya otro tipo de riesgo.

¢ Qué pasara si yo no quiero participar?
No pasara nada en cuanto a la esmerada atencién que usted debe recibir en
esta unidad médica, por que esto es una invitacion y nosotros respetamos su

libre decision de participar 0 no en esta investigacion.

¢Puedo hacer preguntas si no he quedado satisfecha con la informacion
me han dado?
Si; usted esta en completa libertad de preguntar y aclara cualquier duda. Y si

fuera necesario podra dirigirse con la Dra. Enedina Jiménez Cardoso,
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investigador responsable, con direccion en Hospital Infantil de México Federico
GbOmez, Laboratorio de investigacion en Parasitologia. Teléfono (55)
55884019, Celular 0445513612404, Fax (55) 558840419, E-mail:

enedina@servidor.unam.mx

Asi como el

Dr.(a) cargo

Institucion

Teléfono

Celular

E-mail

Por lo antes expuesto:

Acepto participar Sl NO

Nombre y firma de la madre:

Nombre Firma
Testigo 1
Nombre Firma
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HISTORIA CLINICA MATERNA

1. Datos de ldentificacion:

I. Nombre:

ii. Edad:

iii. Direccion:

iv. Teléfono (celular):

v. E-maiil:

vi. Tiempo de residencia actual:

vii. Edad gestacional:

2. Datos epidemioldgicos:

I. Lugar de nacimiento:

ii. Procedencia: Local:

Foranea:

iii. Ha visitado otros lugares en:

a) las dos ultimas semanas
b) el dltimo mes

c) el dltimo afio

Si

Si

Si

No

No

No

144




iv. Lugares que ha visitado:

Pais Estado
Municipio Localidad
v. ¢ Has tenido contacto con chinches? Si No

vi. ¢ Existen familiares o vecinos con enfermedades trasmitidas por chinches en su
localidad? Si No
vii. ¢, Has recibido transfusiones sanguineas? Si No
viii. Antecedentes de muertes inusuales en perros y gatos producidas por
chinches.

Si No
3. Datos Clinicos

i. ¢Has presentado estos signos o sintomas?

Fiebre Si No
Temperatura Duracién

Cefalea Si No
Mialgias Si No
Artralgias Si No
Dolor recto-ocular Si No
Inflamacion del parpado  Si No
Exantema Si No
Prurito Si No
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Hepatomegalia Si No

Esplenomegalia Si No
Alteraciones cardiacas Si No
Noédulos Si No

Lesiones de membranas mucosas Si  No
Ictericia Si No
4. Datos gineco-obstétricos:

i. NUmero de gestaciones

ii. Resolucion de los embarazos:

Parto

Cesareas

Aborto

Obito

iii. Semanas de gestacion por FUR

iv. Membranas:

Integras Si No
RMP Si No
Amniorexis Si No
Corioamnioitis Si No
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HISTORIA CLINICA NOENATAL

1. Datos de identificacion:

I. Fecha de nacimiento (dd/mm/aa)

ii. Sexo del producto: Femenino Masculino
iii. Edad gestacional

iv. Resolucién del embarazo:

Parto Vivo Mortinato

Cesérea Vivo Mortinato

v. Valoracién del APGAR a 1 minuto 5 minutos

2. Somatometria

i. Peso al nacer (Q)

ii. Talla al nacimiento (cm)

iii. Perimetro cefélico (cm)

iv. Alteraciones en higado

v. Alteraciones en corazén

vi. Alteraciones digestivas

vii. Alteraciones neuroldgicas

viii. Anasarca

ix. Petequias

X. Sindrome de dificultad respiratoria (SDR)

147



Expe i ilal Parciedyy 131 (2002] 425432

journal homepage: www.elsevier.com/locate fyexpr

Contents lists available ot Sciverse 5denoaDinect

Experimental Parasitology

Matemnal fetal transmission of Trypanosoma cruzi: A problem of public health

little studied in Mexico

Enedina [iménez Cardoso **, Guillermina Campos Valdéz ®, Adriin Cortes Campos #,
Rene de la Luz Sanchez?, Carlos Rivera Mendoza®, Arturo Plascencia Herndndez ®,
Maria Hernindez Ramirez ©, Joel Ruiz Habana® Edmundo Bonilla Gonzidlez ™',
Pablo Damizn Matzumura®', Yves Carlier ®

1 abwviorss die beve orsin ot Miasim b, D, Mdrgeer #8162 Gl Doveorss, CF. 06700, Mexscs

b byl vt e Gl
gl Mejoad & Pachall, Owad, Mesos

1 Fray Aasorss Adeolle, Mo

4 il Cemerall D, Padre Espives Raadd, Photess Maobaad Joeara, Wescs

* Dol o i Fevcie die by Soted, Lk

dufit of it Mt ol L s, Ml

P Dypar awnieta d¢ Biilghd d¢ M Besdmdhodiis, Dhsmes il Ao Ao Mis o g B Loasgalgd, Mhes
i b de Postabgge, Foeald de MRSk, Unsweraaf L e Baceslle (ULEL OPEVE Ko de Lok 805 070 Bawenlle, Belgam

HIGHLIGHTES

CRAPHICAL ABSTRACT

» The seroprevalence of Trypencsama
U N [PrEgEnant Women was
anmalyzed in two staes of Mexico

b The rates and consequences of
maternal-faral transmission wene
determined by semalogy.

- 5 necessary to deenmine the sk
ohors 2csod aed with verdal
tteun smi ssion of 7. ol

& The treament should be
administrated immediately afrer the
diagnostic.

—

IR B P L ) S, L I
P e L=

T ———
- b

frart g e e mE e res @ mews rrEer m
b s .

=

e

s e [E=

ARTICLE INFOD

ABSTRACT

Agiche hezasy:

R el & Ohomliew 200

R el il revied Narm 16 Febeaary 2002
Acve grad 38 My 2002

Hriailabele cdline 7 e A0 2

Kepmands

T amid cfas
et | gt 5 o
ol v | s

The first @se of neonatal Chagas was reported in Mexio in 1998, but there have been no stodies sinoe
then Theredone, we imwestigated the rates of congenital infechion of Trypenesoms oud by examining the
seropresalence among 1448 pregnant women in {axac, jaliso and Mecico Oty We performed ELEAs to
soreen fior recombinant and total antigens in mothars, and examined the frequency of congenital 7. crus
ransmission by POR wath cond blood and anghody testing in chil dren when they reached two years old.
Our results showed that the pevalence of infaction in pregnant women was 73272 [ 106]1448) overalll,
and 44X 35794 ) in Oacaca, 12028 (67 557 mn aliscs and 415 (487 ) in the Maoico Oy, In Do,
T oun infection was detected by PCR in 30 ( 7/35) of infnts bom o seroreacties mothers and 11 55
(8467 ) in Jalisco. Mo infedions were ideniified in infans from the Medm Oty From thess only eleven
serological follow up their children are agree to take blood. Thendfore, the matemal-feta overall trans

mussion rate was 4081 (4158) in Daxaca and 513 (3/E2) n @hiso 153 (1 %65 ) chikdren wirh posine
seralogy were given spacific reament Chagas. in conchusion, these are the fire repars of the @tes of
ongenial Thagas disease in Mexico. The seroprevalence was higher in mothers from Jallison, and coulld

= il i peiaiind ased Aalslieid Haospatal bkl de W o Fabafbos Goaner, betinn Fax: 533 55334009,
E-mul aifveser ¢ nalina®oerdlon. ana moro, jimstess collyales.: conmo | B Cardese ],

0 443 - e e e © 2007 Elevbear bic. ANl dghis renaienl

B sl o QS eappara T 05043

148



Pt Ej Cordoin o ol fEspesimenal Fumssbgy 1391 (2002 ) 425-432

b= redlased to that there is not the periodic fumi@tion of the tonsmiting woor paformed in that sate.
The high rates of maternal-fetal rans mission found in Ooxaca could be related tothe differences of path-
ogenicity of Typanosome Mo association between both the rare of oongen mal transmission and the gyne-
colagic anth rapametnic data was ohsered.

& 2012 Elsevier inc. All ights ressrved_

1. Introdwct ion

Mate mal-letal transmission of Trypanasoma crud has been re-
ported in variows Latin American countries, such a8 Argenting
(Zaidenberg, 1997 ; Alicheh el al, 2005, Girtler elal, 208 | Bolivia
(Axoguwe &t al. 1985; Torrio et sl 2004; Ben et al. 2009; Brutus
el al, 2007 ), Brazil (Misida et al, 1999, Rassi el al, 2004; Thier-
mann & al, 1985, Binencourt e al, 1985) Chile (Thiermann
elal, 1985; Schenone &1 al, 1991; Apt el al, 20100 and Paraguay
(Russomanda &t al, 2005) 1o rates up to 12X of ink aed mothers
(Carlier and Torrca, 2WE; Carlier and Truyens, 20000 However,
such transmission route has been linde studied In Mexico wherne
anly one cite of congenilal Cha gas disease has béenreported (G-
muin &t al, 1998, while prevalence of T. aruzi infection in pre gnant
winmen has been @ stimated 1o 53 in Chiapas, 355 in Veraore and
06% in Yucatan and 04% in Guanajuato (Olivera Mar et al 2006,
Soda-Estani el al, 2008 ; Camboa-Ledn et al 2001)

Studdies carried outin 1989 by the Mexican National Senological
Survey reparted anaverage of 16X T, ouri senopre valence in boad
banks (Velasco &t al_ 1992 ), whereas Crue-Reyes (Cruz-Reyées and
Pickering- Loper, 206) mentioned a séeropréevalence of 59% in
2006, The National Institute of Statistics of Mexia reconded 2.6
million births in 2005 (Nacional de Geografia e Informdtica
20001 Gongidering that 5.9% of pregnant womeén might be infected
with T. ouzi and a maber nal- Fal tramsmission rave of 5306136 ine
Tants might be estimated congenilally inkcted with this parasile
each year in Mexica This transmision route might significantly
contribule Lo the infection of the 155 000 children les than live
years old estimated being ol risk of infection in Mexico (G-
man-Bracha, 20011

In maos studies curried out in South American countries 80-90%
of cases of congenilal Chagas disease are symplomalic rendering
difficul. The infection disgnostic make in timely and manner
emdangering the health of the babies (Carlier and Torrco 2003,
Carlier and Truyens, 2010 Furthermaore, the symploms of congen-
ital Chagas disease are nol spedlic and diverse, incluling lowbirth
weight préemature birth, respiratory disondér syndmme, anasanca,
Apgar scores lower than 7 (at 1 min) hepatospl enome galy, menin-
goencephalitis and myocarditis, which may lead 10 infnt death
(Carlier and Tordcn, 2003; Carier and Truyens, 2000, Freilij and
Altcheh, 1995) Detedion of T. e pecific antibodies in demm
is currently wsed ko disgnosing T. cnei infection in pregnant wo-
mien, whereas parasitological tests (determining the presence of
live parasites in blood) are recommended for investigating infec-
tion in néewboms. Congenilal infedion ¢an be @nfirmed also by
the detection of antibodies in babies fom @ight months aler birth,
i afer the disappearance of transferred matemal antibodies
(Carlier and Truyens 2010 Cardier ot al. 2012 ) Polymérase chain
reaction (PCR) can be used o detect the presénce ol parasilic
DHA in newbom bload (Svoboda e al, 2001, Vireira e al,
20003 ); however; the congeni Lal i nfection showld be confirmed Later
by the perdistence of potitive POR parasitological or semlogical or
tests al eight months of age (Carlier &t al, 2002; Swoboda et al,
20111

The aim of this study was to investigate: (i) the senopreval enoee
of T. gz infedion in préegnant women in dilferent insti htions
belonging Lo the states of Daaca, Jalisoo and Distrivo Federal, (i)
Lo seek the presence of parasite DNA in the umbilical @nd Bood

of their newbaomns (PCRL and (idi) bo investigate T, cnei specific
antibadies in Bood of these infants when 2 years ald in order 1o
identify possible cases of @ngenital transmission.

2. Materials amd methods

2.1. Patient aohaorts, sampile collecrions and maternal abs errical
histon e

A total of 1448 prégnant women and 1458 (10 twing ) new-
barm jinfants were enrolled from Sepember 2006 1o June 2008
in diferent areas of Mexico: 794 pairs In Oaxada state (60 bom
the General Hospital of Oacca, 545 from the Regional Hospial
of Pochutls and 189 from Uhe Gener il Hos pital D Pedno B pindaes
inSantiago Pinotepa Nacional); 558 pairs In Jalisco state (Civil Hos-
jpital Fray Antondo Alcakle inGuadalajara); 97 pairs in DF (Mati onal
Imstitute of Perinatology. Mexica City L All pregnant mothers will-
ingly agresd 1o participate to the study by signing a letter of con-
senl approved ethic protocal by the (hildren Hospital of Mexico
Federico Gomez

Maternal Woad (3 ml) was colleded before the delivery when
was a narmal delivery and at the moment when was by cesarean
Umibilical oord Bood (3 ml) was collected in all babies a1 the mo-
ment delivery for PCR inves tigation.

All enralled préegnant women provided anfwers Lo a question-
naire xking their age present address, place of binth, received
bload transfusions, mmmber, resalution and gesta tional age of pre-
vious pregnancies_ Following birth, a clindcal ex amination was con-
ducted Tor each baby, recording the Tolkwing data: date of birth,
e, peilational age (Capurro el al, 1978 APGAR scores (Apgar
Soore, 2001 ), birth weight, sire, hesd cireumfensnce and shoormmal-
ities in Diver, he art and for digestive tract (I veas looking Br clindcal
and biological vest)

2.2, Imvestigations of T. crus spedfic antibodies in mothers

(hagas Stat-Paks and ELEA were used to determine the sero-
prevalence of T. cnmi infection in mothers, the first ane befre
and second after the delivery. Chagas Stat-Pac (Chembio Diagnostic
Systems, Inc, Medlond, NY) was performed with 10 gl of matemsasl
whale bload and the resulid were analyosd alter 15 min, sacamnding
o the manufschrers instructions. ELISA was performed a8 previ-
oy desoribied (fim&ne: e al, 2000 by using an antigenic extrad
of a previowsly Bol sted Mexian strain of T o, matenal serum
diluted 1 :250in PES and & peerasd dase- labeled anti -human kg6 oon-
jug ane (dihwted 1:10000; BIDSOURCE, CA, USA)L Bath bests were ap-
plied 1o all pregnant waomen and veere contidersd postives only
hene had beath peositives. tests. When we had discrepandes between
bath tests, we repeated the serological pests The pasitive semalog-
ical resuls oblained in mothers at delivery with both less mén-
lionéd above wat confirmed 19-43 months after delivery, wing a
commerdally available ELISA using a T. gud recombdinant antigen
(Accutrack Chagas recombinant Miao-ELISA test, Lemes Labora-
Lory SEL Buenos Aired Argenting ) acamnding 1o the manulsdurers
imtructions.

Sample analyses were performed in triplicate and the resulis
were averaged. For bath ELISA tests, the threshald sbsorbancoes
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were established wing 25 contral serum samples obtained From
healthy people withoul histories of visils o endemic ansas
(mean+ 2 50 Serum samples were considered positive for shsor-
bane s =01 67 and 0U162, Tor the home-made and Accutrack Chag as
recombinant ELISA, réespactively.

23, FCR analysis af usmhilical cond blood

DHA was eadracted from cord blood samples (300pl) using
phenal, chloralamm and ethanal T, cms DNA was amplified foll ow-
ing the method of Virreira (Virmeira et al, 2003 L using the primers
Texl (5= 0GA-GCT- CTT-0OC-CAC-AOC-GGT-GOT-3) and Tee2 (5°-
CCT-CCA- AGC-AGC-CCA-TAG-TTC-AGG-T). Pasitive contral wad
DA extraded from T. ouzi tripomas tigoes (Mexdican strain) and
negative antrals were DNA extracted from pregnant woman na
infected and DNA extracted Fom allmre derved Amsba sp. this
were inchided always.

24, Fmlagical Bllive-up af nevwbam: displa ying positive PR at birth

Antibody imeftigations in infantd with serological pesitive
mother were confirmed 19-43 months after bom using both the
hause-made- and the Accutrack Chagas recombinant-ELIEAS men-
Lioned above Far pre gnant women

Inorder 1o avoid Glse poitives ELIEA use o determination of
antibodies in sera from pregnant mothers We used pasitive and
negalive oonbrals and we validateresulis by spe dliclineal sensitiv-
ity and précision We determing the cut ofl value wing the shave
cantral.

25 Sravistical analysis

Statistical analyses were performed with SPES software . Data
wene evaluated by the Pearson Chi square statistical test, and difl-
e nenced wiene condidénsd significant if P< Q)5

i Resulis

11, Patienl cohants, sample o ledions and matemal o betetrical
i i

1 the gy nemlogical and demaogra phic char scteristic and relation
with seropasitivity of mothers in three Mexican states are shown
in Table 1 and this indicates the distibution of ages and times of
residence of enrolled pregnant women in the considensd aneas, a8
well a5 their obstetrical histories somnding to their T i infec-
tion stahes. Mo statistically significant diferences could be re-
corded comparing data of infeded and uninfected mothers
Particulardy, the Irequencies of abortions stillbirths, prematbwre
ruplure ol membranes and premature births were similar in bath
groups of mothers.

A2 vestigation of T. ouszi £pedfic antibodies in mothers

Seroprevalences ol T. guzi infection in pregnanl women are
indicated in Table 2 Interestingly, the prevalence of T. crzi infec-
tion in pregnant women living in Jalisco was significantly thres
times higher than thade in Daoad (120 v 4.4, p< Q5] Mast po-
Sitive subjects in |alisoo lived in the onber of slale, in Uhe cities of
Maquepaque, Tonald, E1 Salo, Zapopan and |ocotéepec where the
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3.3 PR analysis af winhilical cord blood

The PCR results of wmbilical cord blood of T. cnod §enposlive
maothers are presented displays and in Fig. 1 some examples of
swch positive results A higher Fequency of positive PCR was ob-
served in ond blood of Oaxaca than alisco (2000 v 119%
p <0006 ], wheress examined blood 2am ples Trom Mexico nema ined
all negative Table 2.

The geagraphical distributions of such PCR pesitive newboms in
the states of (axsca and Jalisco are presented in Fig 22 and b

Table 3 showing anthropomeinc data a1 birth of infants with
PCR podilive companes e ratio, gestational ages, APCAR swornes,
birth weights, sizes and hesd droumlerences of newhoms display-
ing positive and néegative PCR All these data wene within the nor-
mal ranges and similar in both pesitive and negative PCR
néanale groups, with the exe pion of AFCAR scones whidch wene
>7 lor all PCR ne gative newboms, whereas 715 (46.681) newboms
woere below 7 in the PR positive group. Mo sboormal itie s wene de-
teded in liver, candise or digestive tract fundions.

3.4 Serologial o lknw-up of newhoms digplaying pacitive PCRal hirth
and their mathers

Table 4 shaws change s seralogy findings From time of delivery
o 2-year Tollow up for mothers in the state pl Gaxaca and |alisco
the children were two years old (between 24 and 36 montls of
agel T crud specific antibodies were detected in 3733 (91%)L 1)
65 (15X infants of seropailive mothers in Oaada, Jalisco o Mex-
ico, respedively, ie an average of 4198 (408X) for these threse
Mendcan anesxd (Tabdes 5 and 6] The mothers of twa PCR positive
children from Oaxsca and twa PCR positive children from ]alisco

A 1

3 4 5 8B T & 810

—_—

m
ph

did not et 1o having their children blood drawn again. The
infants mentioned above (3 infnts Fom Oadada and 1 om |alisoa)
displayéd bath a positive PCR at birth (umbilical cond ) and a pasi-
live serodogy at 2 years of age, sugpesting that their infection with
T. oruzi had been trammitted congendtally.

A Discwssion

This stuly demonstrated the prevalence of T cnei matemal -
letal rammision in Mexico and investigated the risk [actons
imvalved in vertical transmistion For this study, we debénmmined
the infection rates in pregnant wamen in twao areas endemic for
T crud The resulls showed a 7 32X overall infection rate, but indi-
caled that the semprevalence was three times lower in Ouaca
than in Jalisoo These dilfe rences may indicate that the risk lactons
in the twostates are diferenl In Qaaca, the study was conducted
in arural area, while in Jalisco; the study was conducted ina sub-
urban metropalitan area Ina rural sone, fumigation is often peéer-
formed lor vedor population control, but femigation i not often
performed in Jalisco dtale éven though the vector is present An-
other explanations for the apparent higher seroprevalence in Jali-
00 than in Ouxaca could be dus to the smaller sample size that
in (axasca or another possibility is that in Jalisco, &8 urban anes,
the pasitive mothers migrating fom other surmounding areas]
slates with high vectonial transmistion These resulls are Similar
Lo ather reparts on the s roprevalence in pregnant wamen in the
adjacent states of Chiapas and Veracrue, in which it was deper-
miined that the seroprevalence in 145 pregnant women was 413
{Dlivera Mar & al, 20061

Upon analysis of PCR resulls, we olserved & higher proportion
of newhomsin Daxaca with T crud DNA in cord bload (208) com-
pared with infants in Jalisco (11.9%) However we cannol sxy that
there was transmission of the parasite bedase il is possible that
pasilivity can be explained by DNA Fagments ol T crud a5 posi Live
by PCR lor comidering transmission should take into scaount the
definition established by other authors Carlier and Torrico (Carlier
and Truyens, 201 0) where the para site has successfully passed the
placenta and dare afbéer 2 baby"s own antibodies fomm that infecbed
shows at lexst eight months sfer birth and our results showed
that DA single step 2 babies bedase after 2 years showed no
antibadies own lour of them certain ELISA y ADOUTRAC the stan-
dard serology (alter the disappearance of transferred matemal
antibaodies) which is confirmed by Chagas Neonatal The comibing-
tion of pasitive PCR &t birth and positive semlogy at two years
strongly argues for a possible matemnal -fetal transmission of para-
sites anfirming the ooturrence of congenital Chagas disease in
Mexico (Cuembn &l il 199381 Our PCR resulls sheoweed Thal séven
newhans inCasa ca we re PR positive for T o, but the mothers

B 1234586 78 B4044

o

1949
b

Fig. 1. POR of iernbyimc: i 10 MW, B 20 ooliral pacitie, s 3 oodmnal e gat e POR fran ambalical coaben loan bewbore A Do Oocs abd B o oo
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(a) Zacatecss

B ELiSA positive
I PCR positive
[E3 Transmition congenital

(b) Puebla

Guerrero

@ ELISA positive
[l PCR positive
& Transmition congenital

ESTADO DE JALISCO

ESTADO DE OAXACA

Veracruz

Chiapas

Ag 2. CGeographicd dsudgions of FOR positie sewbons i De staes of (a) Jalsco and () Ouxacd

of two children did not ¢ to blood tests at two years of age.
Therefore, only five chiklren were re-evaluated at that time, of
which three had antibodies against T. cruzd. In Jalisco, eight infants
tested positive for T cruzd by PCR, but only six of the mathers con-
sented to have their child's blood drawn at two years of age. Of the
six, only one had antibodies against T. crud, resulting in congenital
infection rates of 1.5% in Jalisco and 9.1% (three infants) in Qaxaca
averall One possibility e xplanation is that the placenta does notal-
ways allow for the passage of parasite immune activity that allows
you to step through it The activation of TL4 during placental infec-
tion promoles innate immune résponses 1o be released into the
maternal blood induding pro-inflammatory cytokines chemo-
kines and oxygen and nitrogen intermediates (Abrahams, 20081
In addition, the known FeRn, expre ssed by trophoblast cells (Solana
et al, 2002) could fadlitate phagocytosis of antibody -opsonized
parasites. Overall this innate immune response against placental
parasitemia culd reduce fetal transmission and limit or prevent

fetal stem parasites In vivo studies demonstrating the low rate
of parasites present on the villus (Lujan et 2l 2004), parasite death
mediated by nitric axide (NO) produced by the placenta (Triquell
et al, 2009) coupled with inflammatory factors of the placenta in
congenital infaction support the possibility that matemnal immu-
nalogy could play an impartant role in maternal fetal transmission
of T. crud (Carlier and Truyens, 2010; Hermann et al, 2010;
Fernandez-Aguilar, 2005} In conclusions you have to consider
mater nal-fetal transmission as the ane givenby the mother trough
the placenta with an infant immune response after 8-24 months.
(a) Positive PCR reaction can be oblained by DNA fragments from
the parasite or death parasite. Such observation has been published
and is due to parasite destriction for the antibodies T, crus specific
and other fiaors mentionead in the text (b) Children with positive
PCR. could not been infeaed and this is why we have seven PCR
positives. The transmission was doaimentated in five chikiren
sinde two of the mothers did not allow us to take blood Only three
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the last children. had antibodies 1o T enei fe) From sight children
wilh positive PCR, two of the mothers did not allow us Lo Lake
biload, Fram the rem sining s, anly one was positive fr antibodies
Trestmen m:;hm:mmrugmm}dmmdﬁdﬂmm
OAZ55A 2010 With a weight up 1040 kg they meceived Niturtimas
(Lamprit] 10-12mgj24 hj6 days, with an initial dese of 50% for
48h In sddition, one possble expanation sbout the dilferendes
between Fequencies ol congenital trans mission in Oaxsca and |ali-
:-:r.—i:ﬂmmnuﬁ:m]amﬂmh'g}mﬁﬂwmmmﬂ-
sion because the halomine spedes fomd in domestic and
peridomestic habitals (Ramsey ol al, 20001

Evaluation of the parame ters examined in the chiklren shved
dilferences in the APGAR scare in newboms with positive T, i
PCRs, indicaling that these infants were ks physically develped
than infants with negative T crud PCRs. However., this parameter
is not indicative of @ngenital Chagas disexse, wuggesing this dif-
Ference is e b the nutr tianal, metsbalic, immumalagicar elinical
:mmdﬂumﬂ:mnﬂmﬂmdmmtm-ﬂmﬂﬂm&m
by T, i

The symploms of congenilal Chagas are very diverse, ranging
from chiklren vith low weight and diee Lo prem sture births, reipi-
ratory disorder syndmome, anasare, APGAR score <7 hepabeplen-
oméegaly, meningoendphalitis and myocarditis; which are
indicative signs that can lesd to the desth of the kd (Carlier and
Truyens, 20100; Torrico et al_ 20071 However, all chikiren in this
Ay were siym plomatic, regardles of PCR resulls. Yel, the con-
genital infection should be confirmed by serlogy a1 twa manths
of age.

For the first time, we have determined the seropreyalence of T,
cr in pregnant women in two states of the Mexican republic a3
well a5 the rates and consequences of matemal -fetal ransmission
Further studies are undernway Lo delermine the public haalth prob-
lerms ssociated with vertial transmission of T e in Mesxica

Ao el ey me s

Pan American Health Organization. Technical Serviees Agree.
ment Reg file. 1KM/RC/RGP/MEX-3309, Allotment DCP NDR 124
PG (4-05 999, Dbligation. USO 05/063047.
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Me tropolitans- krlapal apa que perensce sl Padrinde excelencia de
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