Infectio. 2013;17(1):28-34

Infectio

Asociacion Colombiana de Infectologia

B AR ) e
ELSEVIER : N
DOYMA www.elsevier.es/infectio

ORIGINAL

Diagnostico de enfermedad de Chagas en maternas y recién
nacidos de Moniquira y Miraflores, Boyaca, Colombia

Fred Manrique-Abril2, Juan Manuel Ospina?, Giomar Herrera A®, Carolina Florez? y
Concepcidén Puerta Bula®

aUniversidad Nacional de Colombia y Grupo Salud Publica, Universidad Pedagdgica y Tecnol6gica de Colombia
bGrupo de Investigacion en Salud Publica, Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia, Tunja, Colombia
CLaboratorio de Parasitologia Molecular, Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Recibido el 10 de diciembre de 2012; aceptado el 19 de febrero de 2013

PALABRAS CLAVE Resumen

Enfermedad de Objetivo: Se estudia la infeccion por Trypanosoma cruzi en mujeres embarazadas en Moniquira
Chagas; y Miraflores, en Boyacda, Colombia, y la transmision transplacentaria.

Trypanosoma cruzi; Materiales y métodos: Se programé el tamizaje de 826 maternas (600 a 950) en los 2 munici-
Intercambio pios, se logré un total de 702 participantes de las cuales se procesaron 659 muestras (358 de
materno-fetal; Moniquird y 301 de Miraflores), mediante técnicas de ELISA en papel de filtro y se confirmaron
Colombia las positivas con ELISA en suero, inmunofluorescencia indirecta, hemocultivo y reaccién en

cadena de la polimerasa.

Resultados: La prevalencia actual de enfermedad de Chagas en maternas es de 3,34% (22/659),
3,99% (12/301) en Miraflores y 2,79% (10/358) en Moniquira. De 22 maternas en seguimiento,
se logré obtener datos de 18 de los recién nacidos (RN), de los cuales 6 fueron positivos para
las pruebas de hemocultivo. Se considerd el hemocultivo como la técnica confirmatoria de
parasitemia en RN antes de 8 meses, por lo tanto, la incidencia transplacentaria global seria
de 27,27% RN positivos/afio (6/22). Luego del seguimiento del entorno hogar y peridomicilio,
busqueda de triatomineos y fumigacion de la vivienda, se inicié tratamiento de RN con benzo-
nidazole a razén de 5-8 mg/kg/dia durante 60 dias.

Conclusiones: La prevalencia en maternas obtenida es superior a los reportes en Chile y Brasil;
pero inferiores a Bolivia, Argentina y Uruguay.

La incidencia transplacentaria encontrada en un afio de seguimiento es similar a la reportada en
Chile (16 al 28%), superior a la de Brasil (1%), Uruguay (0,5 a 3%) y Bolivia y Paraguay (7%).
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Diagnosis of Chagas disease in Pregnant Women and Newborns in Moniquird and Mira-
flores, Boyacda, Colombia

Abstract

Objective: To study Trypanosoma cruzi infection and transplacental transmission in pregnant
women in Moniquira and Miraflores in Boyaca, Colombia.

Material and Methods: Screening of 862 mothers (600 to 950) in both municipalities, reaching
a total of 702 participants from whom 659 samples were processed (358 from Moniquira and
301 from Miraflores). This screening used Elisa techniques with filter paper, and the positives
were confirmed with ELISA in serum, IIF, blood cultures and PCR.

Results: The current prevalence of Chagas disease in mothers is 3.34% (22/659), 3.99%
(12/301) in Miraflores and 2.79% (10/358) in Moniquira. Of the 22 mothers who were followed,
data was obtained from 18 of their newborns, 6 of whom had positive blood culture tests.
Blood cultures were considered the confirmatory technique for parasitemia in newborns be-
fore 8 months; therefore, the overall transplacental incidence was 27.27% positive newborns
per year (6/22). After following-up at the homes and peridomiciles, searching for triatominae
and fumigating the homes, we began treatment for the newborns with benznidazole at a rate
of 5-8 mg/kg/day for 60 days.

Conclusions: The prevalence rate found in mothers was greater than the prevalence rates re-
ported for Chile and Brazil but lower than those for Bolivia, Argentina and Uruguay.

The transplacental incidence found after 1 year of follow-up was similar to that reported in
Chile (16%-28%) and higher than those of Brazil (1%), Uruguay (0.5%-3%), Bolivia (7%) and Pa-
raguay (7%).

© 2013 ACIN. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por el
flagelado Trypanosoma cruzi, la cual afecta principalmente
a Centro y Sudamérica, encontrandose 18 millones de per-
sonas infectadas en 15 paises endémicos, con una inciden-
cia anual de 200.000 casos nuevos!. Aun cuando la principal
via de transmision de esta enfermedad es a través de los
insectos vectores de la familia Reduviidae, el parasito tam-
bién puede ser transmitido de madres infectadas al feto in
uterol:2. La infeccién intrauterina puede ocurrir tanto en la
etapa aguda como cronica de la infeccién materna y afec-
tar a embarazos sucesivos y gemelares. Los recién nacidos
(RN) infectados pueden presentar un amplio espectro de
manifestaciones que van desde RN aparentemente sanos y
de peso adecuado a la edad gestacional (90%) hasta cuadros
graves que pueden conducir a la muerte, especialmente
de los RN prematuros, siendo la hepatoesplenomegalia el
hallazgo mas comun®3. Otras observaciones menos fre-
cuentes son sintomas neurolégicos tales como convulsiones,
hipotonia y temblor de brazos y piernas. También se puede
presentar fiebre, ictericia, anemia y edemas?.

Aun cuando la transmision vertical de T. cruzi no puede
ser prevenida, el diagnostico rapido y oportuno de los RN
infectados es prioritario por cuanto se sabe que cuanto
méas temprano se inicie el tratamiento antiparasitario
especifico, los RN tienen una mayor recuperacion, lle-
gando a presentarse tasas de curacion hasta del 100% tras
el tratamiento?, evitando asi el desarrollo de cardiopatia
chagasica crénica posteriormente en su vida. Los medi-
camentos de eleccion, actualmente son el benzonidazole

(Rochagan®) y nifurtimox (Lampit®, Bayer), los cuales tie-
nen muy pocos efectos secundarios en RN>:6,

El diagnostico de la infeccion materna se basa en la sero-
logia convencional, en tanto que el diagndstico en el RN se
realiza por exdmenes parasitologicos directos que demuestren
la presencia del parasito®’, de manera que se utilizan tanto
examenes directos como examen en fresco, frotis sanguineo
seguido de tincién de Giemsa y de concentracion tales como el
método de Strout, microhematocrito, gota gruesa y hemocul-
tivo, entre otros. Estos métodos no presentan ningun inconve-
niente en el caso de RN con elevadas parasitemias.

No obstante, en el caso de RN asintomaticos con bajos
niveles de parasitos circulantes, se hace necesario el uso
de otras técnicas que tengan una mayor sensibilidad. Es
asi como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
ha constituido en una herramienta util para el diagnéstico
de la infeccién en los RN, la cual esta siendo ampliamente
utilizada en paises como Chile y Argentina3:7-8.

Entre los blancos de amplificacion mas usados se encuen-
tran blancos nucleares como la secuencia repetida del ADN
satelital de 195 pb%10, el elemento repetitivo E1311, domi-
nio D7 del gen codificante para la subunidad 24A del ARN
ribosomall2.13 |a secuencia repetida de la proteina flagelar
F2914, el gen codificante para la histona H2A5 y secuencias
conservadas de los minicirculos del kinetoplasto!6-20. Entre
estas pruebas, las PCR que utilizan los cebadores TcZ1/TcZ2
y 1217122, las cuales amplifican el fragmento de 195 pb del
ADN satelital y una banda de 330 pb del ADN del kineto-
plasto, respectivamente, han sido utilizadas en el diagnés-
tico de la enfermedad de Chagas transplacentaria con una
elevada sensibilidad y especificidad, asi como también en el
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seguimiento del tratamiento de los RN8:10. Asimismo, la PCR
basada en los genes codificantes para la histona H2A ha sido
recientemente descrita y estandarizada en el Laboratorio
de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Jave-
riana, encontrandose que dicha prueba tiene una elevada
especificidad y sensibilidad cuando se aplica tanto a ADN
obtenido de cepas en cultivo como al extraido a partir de
vectores infectados natural y experimentalmentel®.

Ademas, resultados preliminares de un estudio reciente
en muestras sanguineas humanas sugieren una muy buena
correlacion de esta prueba con otras PCR como la que uti-
lizan los cebadores S35/S36. Recientemente, el desarrollo
de la técnica de PCR en tiempo real ha demostrado ser una
herramienta valiosa para la cuantificacion de la carga parasi-
taria?!, de manera que esta aproximacion puede ser de gran
utilidad en el seguimiento de los RN infectados tratados.

Por otra parte, dada la reciente division de T. cruzi en los
grupos | y I, el cual a su vez se subdivide en los subgrupos
lla, Ilb, lic, Ild y lle?2, se han iniciado estudios tendientes a
asociar la cepa del paréasito con la presentacion clinica de
la enfermedad. Es asi como en los paises del Cono Sur, en
donde se han reportado tanto cardiomegalias como mega-
visceras, T. cruzi Il es el genotipo predominante, mientras
gue en paises de la region norte de Sudamérica, en donde
la miocardiopatia es la manifestacion predominante, el
genotipo circulante es en su mayoria T. cruzi 123, A este res-
pecto, llama la atenciéon cémo la mayoria de los RN infec-
tados en Chile son asintomaticos, mientras que en Bolivia,
estos presentan sintomas compatibles con la infeccions.

Por otra parte, es importante sefialar que la enfermedad
de Chagas transplacentaria no se limita a las areas rurales,
en donde ocurre transmision vectorial, sino que cada vez
con mayor frecuencia se tienen reportes de ciudades a las
cuales han migrado desde el campo mujeres infectadas en
edad fértil.

Es asi como se han notificado casos en Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, Honduras, Guatemala, Paraguay, Uruguay,
Venezuela y Colombial. Por ejemplo, en Buenos Aires
(Argentina), como resultado de la migracion desde zonas
endémicas, la infeccion se detecta en un 2,6 a 6,7% de las
mujeres embarazadas?4.

La incidencia de la transmision transplacentaria de la
enfermedad de Chagas oscila entre 1 al 10% en diferentes
zonas geogréficas, incluso en un mismo paisl. Por ejemplo,
en Brasil se ha reportado una incidencia del 1%, en Uruguay
del 0,5 al 3,5%25, en algunas regiones de Bolivia y Paraguay
se han encontrado incidencias > 7%, y en Chile la inciden-
cia varia entre el 16 al 28% dependiendo de la localidad3.

En Colombia, aun cuando se estima que 700.000 personas
residentes en las areas endémicas se encuentran infectadas
y un 23% de la poblacion en general se encuentra en riesgo
de adquirir la infeccion?, no existen reportes de estudios
de infeccion materna por T. cruzi, asi como tampoco de la
transmision transplacentaria de esta enfermedad.

Este trabajo presenta la prevalencia en maternas y la
incidencia en RN de la enfermedad transplacentaria en
los municipios de Miraflores y Moniquird de Boyaca, muni-
cipios que representan zonas de alta endemia. Adicional-
mente, se presenta una evaluacién de los métodos diag-
nésticos usados para la deteccién de la infeccion, asi como
también la eficacia del tratamiento en RN colombianos y
la presentacion de reacciones secundarias adversas.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

El estudio “Enfermedad de Chagas transplacentaria en los
municipios de Miraflores y Moniquira, Boyaca”, tuvo 3 fases
en 2 disefios, uno de corte transversal y el segundo longi-
tudinal. En la primera de ellas se realizd, como prueba de
tamizacion, serologia mediante ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) en muestra de sangre tomada en papel de filtro
a mujeres embarazadas de los municipios de Miraflores y
Moniquird en el segundo o ultimo trimestre del embarazo,
segun la metodologia del Instituto Nacional de Salud (INS)26 y
protocolo estandarizado. En la segunda fase, se hizo la con-
firmacion seroldgica del diagnéstico en las madres mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI, en inglés indirect immu-
nofluorescence) y ELISA en muestras de suero? y toma de
muestras para diagnostico parasitoldgico, por microhemato-
crito, hemocultivo y PCR1%:17:26-28 3 |as madres seropositivas
y a sus hijos; y en la tercera fase, se realiz6 el tratamiento
de los nifios infectados. En los casos en que se encontraron
hemocultivos positivos, se realizé PCR para identificacion
taxonomica de los aislamientos de T. cruzi?3.

Poblacién de estudio

Se trabajo en los municipios de Miraflores y Moniquird, los
cuales constituyen zonas de alta endemia para la enferme-
dad de Chagas.

En la primera fase del estudio, se incluy6é a las mujeres
embarazadas que asistian a control prenatal durante un afio
a los hospitales Regional San José y Hospital Elias Olarte que
cumplan los criterios de inclusion, y firmaron un consenti-
miento informado en conjunto con su pareja. Los criterios
de inclusion fueron: mujeres embarazadas que asistan a
control prenatal en los municipios objeto de estudio. A todas
las mujeres se les tom6 una muestra de sangre capilar en
papel de filtro para la realizacién de la prueba tamiz ELISA,
la cual se realizd en el laboratorio del Grupo de investigacion
en Salud Publica, Universidad Politécnica y Tecnoldgica de
Colombia, segun el procedimiento establecido por el Labo-
ratorio de Parasitologia, INS?. Las madres positivas fueron
confirmadas mediante IFl y ELISA en suero, pruebas que se
realizaran en el Laboratorio de Parasitologia del INS, Bogota.

Se calculé una muestra de 826 (600 a 950) mujeres emba-
razadas en ambos municipios durante el afio de estudio,
segun indicadores histoéricos de control prenatal y atencién
del parto. En la segunda fase del estudio, se estudiaron tanto
los nifios RN de las madres positivas para la infeccion como
sus respectivas madres. Se esperaba una muestra de 95 (25
a 165) madres positivas para la infeccién. Todos los nifios se
evaluaron clinicamente, pesados, y se les tom6 una mues-
tra de 2,0 ml de sangre, entre el séptimo y décimo dia de
nacimiento, para realizar las pruebas de microhematocrito,
hemocultivo e IFI, las cuales fueron realizadas en el Labora-
torio de Parasitologia, INS, y las pruebas de PCR que se reali-
zaron en el Laboratorio de Parasitologia Molecular, Pontificia
Universidad Javeriana. Teniendo en cuenta una incidencia
de infeccion transplacentaria de 3-20%, al afio se estimé en
ambos municipios de 9 (3 a 19) RN infectados.

El criterio de positividad fue determinado por el grupo de
investigadores y la asesora internacional de la Universidad de
Chile en cuanto a que los RN positivos son aquellos que tienen
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resultado parasitoldgico positivo en la pruebas de microhe-
matocrito, hemocultivo o PCR, estos deberian ser tratados
inmediatamente, y a los negativos se les repetiran todas las
pruebas entre los 8 y 10 meses de nacidos para descartar defi-
nitivamente la infeccion. Finalmente, en la tercera y Gltima
etapa del estudio, los nifios RN infectados fueron sometidos a
tratamiento de la infeccion y seguimiento de la respuesta al
mismo. A los nifios se les tomd una muestra de 2,0 ml de san-
gre periférica, antes de iniciar el tratamiento, al finalizarlo,
y a los 4, 8 y 12 meses después de terminado el tratamiento,
para realizar las pruebas de micohematocrito, IFI, PCR en
tiempo real y convencional.

Pruebas seroldgicas

La prueba tamiz de ELISA en papel de filtro y las pruebas
confirmatorias de IFl y ELISA en suero se realizaron segin
lo descrito por Beltran® usando como antigeno la cepa
colombiana MHOM/C0O/03/CG de T. cruzi.

Pruebas parasitoldgicas

Se realizaron la prueba de microhematocrito?® y hemocul-
tivo. Los hemocultivos se hicieron con muestras de sangre
anticoagulada con citrato de sodio de la madre a los 9 meses
de gestacion, y de su hijo, a los 2 y 4 meses del nacimiento.
Se sembraron, aproximadamente, 1,5 ml de cada muestra
en 3 tubos con medio Tobie para la madre y 2 tubos para el
bebé30. Los hemocultivos se observaron en microscopio inver-
tido cada 8 dias después del dia de siembra.

Pruebas de reacciéon en cadena de la polimerasa

A partir de las muestras de sangre y de las cepas aisladas de
los hemocultivos positivos de madres e hijos, se obtuvo el ADN
con los métodos que utilizan clorhidrato de guanidina, en el
caso de las muestras de sangre, o NP40 al 10% para las cepas
aisladas en cultivo, seguido de extraccién con fenol-cloro-
formo-alcohol isoamilico. La cuantificacion y el andlisis de la
calidad del ADN se hicieron por espectrofotometria y electro-
foresis en gel de agarosa. El ADN obtenido de cada cepa fue
amplificado con la PCR TcH2AF-R15:28 para confirmar la pre-
sencia de T. cruzi. Para identificar el grupo correspondiente
a cada cepa, se realizo la PCR basada en el gen miniexon
que utiliza los iniciadores TC/TCI/TCIIZ3, Como controles
del grupo | de T. cruzi, se utilizaron las cepas IRHO/CO/98/
Munanta y MHOM/CO/07/H/SEV, procedentes de Guateque y
Moniquira, Boyaca, y MHOM/CO/86/MR de Chiriguana, Cesar;
como controles del grupo Il de T. cruzi, se utilizaron la cepa
colombiana P. geniculatus/C0O/98 (subgrupo lIb) procedente
de Amalfi, Antioquia, las cepas de Brasil CAN Il (subgrupo lla),
IRHO/BR/84/Y (subgrupo Ilb) y CL Brener (subgrupo lle), y la
cepa venezolana Maracay (subgrupo lle)13. La intensidad de los
fragmentos amplificados se determind mediante densitometria
en el fotodocumentador de geles Gel Doc™ EQ, utilizando el
programa Quantity One, version 4.5 (BIO-RAD).

Arbitrarily Primed-Polymerase Reaction Chain
Para analizar los genotipos de las cepas aisladas en el hemo-

cultivo, se amplificé cada muestra por Arbitrarily Primed-
Polymerase Reaction Chain con un cebador de 20 bases,

correspondiente a una region del gen de la B-globinal® y otra
reaccion con el cebador inverso de 21 bases del gen que codi-
fica para el ARN ribosomal 1653, Las condiciones de reaccion
y el programa de amplificacion se hicieron de acuerdo con
lo descrito por Welsh y McCheland en 199032, con algunas
condiciones optimizadas en el laboratorio. Los productos
obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 1,6% tefiidos
con bromuro de etidio y analizados con el programa Quantity
One, version 4.5 (BIO-RAD), teniéndose en cuenta solamente
la presencia o ausencia de los fragmentos reproducibles e
inequivocos obtenidos con cada uno de ellos, al menos, en
3 ensayos diferentes. Los perfiles obtenidos se usaron para
construir dendrogramas, usando el analisis de agrupacion
jerarquica mediante la media aritmética no ponderada.

Tratamiento y seguimiento de los recién nacidos

Los RN positivos fueron tratados con 5-8 mg/kg/peso/dia de
benzonidazole (Rochagan®), por via oral y administrado des-
pués de las comidas, en 2 dosis diarias durante 60 dias8-9-33.
Los nifios prematuros o con bajo peso iniciaron el tratamiento
con la mitad de la dosis durante 72 h, al cabo de las cuales se
administré la dosis total. Se consideraran como positivos los
nifios que presenten positividad en al menos una de las siguien-
tes pruebas: microhematocrito, hemocultivo o PCR. Adicional-
mente, la PCR se considerara positiva cuando al menos 2 de
las 3 pruebas aplicadas sean positivas y cuando ademas de los
fragmentos esperados de amplificacion, los controles de las
pruebas se comporten de acuerdo con lo esperado.

También, a los RN tratados se les realiz6 examenes clini-
cos semanales, control de peso y talla, observacion de apa-
ricion de sintomas adversos colaterales y analisis de labora-
torio como hemograma, creatinina, transaminasas y parcial
de orina al inicio, a la mitad y al final del tratamiento. Asi-
mismo, los niveles de parasitemia fueron examinados antes
de iniciar el tratamiento, al finalizar el mismo, y a los 4, 8
y 12 meses después de terminado el tratamiento, mediante
microhematocrito, PCR en tiempo real y la prueba de PCR
seflalada anteriormente.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Se realiz6 con el fin de cuantificar la carga parasitaria en
los nifios RN tratados segun lo indicado anteriormente.
Para ello, se amplificd la secuencia de 195 pb del ADN
satelital del paréasito segun lo descrito por Cummings &
Tarleton en 2005, usando el estuche comercial Qiagen
Quanta Teca Sybr Green PCR (Quiagen). Como estandar
externo se utilizo el fragmento de ADN amplificado debi-
damente purificado y cuantificado.

Analisis estadistico

Los datos fueron consignados en un formulario de recoleccion
de datos individual precodificado, de forma independiente
y ciega. Se realizd una base de datos en computador utili-
zando el programa EPIINFO 2002. El andlisis estadistico tuvo
por objeto describir en primera instancia las proporciones
de infeccion de las madres en los municipios de Miraflores
y Moniquira, de Boyaca y su respectiva comparacion. En
segundo lugar, se determinaron las incidencias de la enfer-
medad de Chagas transplacentaria en los RN de los munici-
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pios bajo estudio y su respectiva comparacién. También, se
estudié la concordancia entre las diferentes pruebas apli-
cadas mediante el indice Kappa y se calcularon las propor-
ciones de las caracteristicas operativas (sensibilidad, espe-
cificidad, valor predictivo positivo y negativo) de la prueba
ELISA en papel de filtro en la deteccién de infeccion por T.
cruzi en embarazadas, usando como patrén de oro el binomio
IFIZELISA. De igual manera, se analizaron las concordancias
entre las pruebas de microhematocrito, hemocultivos y PCR.
Asimismo, se realiz6 un estudio descriptivo de las caracteris-
ticas clinicas, talla, peso y reacciones adversas de los nifios
tratados. Finalmente, se analiz6 la eficacia del tratamiento,
asi como también la adherencia al mismo. El analisis de datos
se llevé a cabo a través del programa estadistico Epiinfo y
SPSS 11.5. Se procedi6 a la descripcion de las caracteristicas
sociodemogréficas de la poblacion de estudio previa evalua-
cion de la distribucion de las variables del estudio y los cal-
culos de las variables anteriormente mencionadas.

Resultados

La edad media de las participantes en el estudio fue de
24,7 afios (desviacion estandar) DS 6,7; el minimo, 14 afios
y edad maxima de 43 afios.

Se programd, segun el disefio maestral, un reclutamiento
de 826 maternas (600 a 950) en los 2 municipios, se logré un
total de 702 participantes de las cuales se procesaron 659
muestras (358 de Moniquira y 301 de Miraflores), mediante
técnicas de ELISA en papel de filtro, y se confirmaron las
positivas con ELISA en suero, IFI, hemocultivo y PCR.

Se logré incluir a 689 maternas en el estudio, de las cua-
les en 11 la muestra result6 insuficiente para el tamizaje,
se perdieron o se dafié la muestra en el transporte de 19
de ellas, quedando 659 muestras tamizadas en la primera
fase del estudio a través de papel filtro.

El analisis se presenta solo con las maternas en las que
fue posible obtener resultados de ELISA en papel de filtro.

De las 659 maternas en screening, resultaron positivas a
ELISA en papel de filtro 22 de ellas, lo cual indica un posi-
tividad para T. cruzi de 3,34% (intervalo de confianza 95%
2,2-5,1%). Las positivas ingresaron en el estudio para con-
firmacion del diagnoéstico y seguimiento hasta el momento
del parto; estas maternas tenian una edad media de 26,5
afios DS 5,17 con edad minima de 17 afios y maxima de 38.

La absorbancia registrada en las negativas estuvo entre
0,0030 y 0,3960 para las negativas con una media de 0,16
DS 0,08. De acuerdo con el protocolo de lectura, la absor-
bancia registrada para las positivas estuvo entre 0,40 y
0,845 con una media de 0,48 DS 0,01 con diferencia esta-
distica significativa p < 0,01, como deberia esperarse.

La toma de muestras en papel de filtro se inicié en
Moniquira y Miraflores en el mes de abril de 2006, luego
de elaborar el protocolo de toma y estandarizar la pun-
cion digital y las técnicas de conservacion y transporte de
muestras en papel de filtro.

La prevalencia actual total de la enfermedad de Chagas
en maternas es de 3,34% (22/659), 3,99% (12/301) en Mira-
flores 'y 2,79% (10/358) en Moniquira.

Para la confirmacion de las muestras maternas, se tomo
sangre venosa periférica mediante puncion directa segin
protocolo establecido.

De 22 maternas positivas en la fase de tamizaje, se
lograron obtener muestras para confirmacion de 18 de
ellas mediante las pruebas de ELISA en suero, IFI, hemo-
cultivo y PCR (tabla 1). Las 4 restantes se perdieron por
cambio de residencia de las participantes.

Tabla 1 Muestras y resultados procesados por cada técni-
ca en maternas

N.° de N.° de %
Técnica muestras muestras  Ppositividad
analizadas positivas
ELISA 18 5) 27,78%
IFI 18 5 27,78%
HEMOCULTIVO 18 3 16,67%
PCR 17 17 100%

De las 18 maternas en seguimiento, se lograron datos de
todos sus RN, de los cuales 6 son positivos para las pruebas
de hemocultivo. Se consider6 el hemocultivo como la téc-
nica confirmatoria de parasitemia en RN antes de 8 meses,
por lo tanto, la incidencia transplacentaria global seria de
33,33% RN positivos/afio (6/18) (tabla 2).

Tabla 2 Muestras y resultados procesados por cada técni-
ca en recién nacidos

N.° de N.° de %
Técnica muestras muestras  pgsitividad
analizadas positivas
ELISA 18 3 16,67%
IFI 18 3 16,67%
HEMOCULTIVO 18 6 33,33%
PCR 17 16 94,12%

La incidencia encontrada en un afio de seguimiento es
similar a la reportada en Chile (16 al 28%), superior a la de
Brasil (1%), Uruguay (0,5 a 3%) y Bolivia y Paraguay (7%).

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la tabla 1,
se puede concluir, en cuanto a la utilidad de las pruebas para
detectar Chagas transplacentario, que:

e La prueba directa de hematocrito fue totalmente inefi-
caz, probablemente por falta de acogimiento al protocolo
y homogenizacién del mismo en su realizacion por parte
de los diferentes hospitales.

e A 3 maternas y 6 bebés procedentes de los municipios de
Moniquira y Miraflores se les logré aislar el parasito a par-
tir de muestras de sangre con el anticoagulante citrato de
sodio, las cuales fueron cultivadas en medio bifésico Tobie
y Lit. A las cepas aisladas de los hemocultivos se les extrajo
el ADN, el cual fue amplificado con la PCR TcH2AF-R para
confirmar la presencia de T. cruzi.

e Para identificar el grupo correspondiente de cada cepa, se
realizd la PCR basada en el gen miniexdn que utiliza los inicia-
dores TC/TCI/TCII, de acuerdo con lo descrito por Yeo et al.,
en 2005. Las bandas obtenidas son de 350 y 300 pb correspon-
dientes a los grupos | y Il del parasito, respectivamente.

e La reaccion de PCR se lleva a un volumen final de 25 p que
contiene 5 pl del ADN a una concentracion final de 250 ng, 1X
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de buffer de reaccién (10 mM Tris-HCI, pH 8,5, 500 mm de
KCl), 0.625 U/p de Taq polimerasa, 1,5 mM de MgCl,, 200 p
deoxinucleotsidos trifosfato y 0,5 pmol de cada primer. La
reaccion se corre utilizando el siguiente programa: 94 °C/3
min, 26 ciclos de 94 °C/30 s, 55 °C/30 sy 72 °C/30 s, y una
incubacion final de 72 °C por 10 min. Diez p del producto
de la reaccion se chequea en un gel de agarosa al 1,5%
teflido con bromuro de etidio (fig. 1). Dieciocho del ARN
ribosomal y del dominio D7 de la subunidad 24, respectiva-
mente (Brisse et al. 2001).

e En todos los aislamientos analizados se obtuvo como
producto de amplificacion la banda esperada, especi-
fica de T. cruzi, de 230 pb. Los resultados de la prueba
de PCR TC/TCI/TCIl mostraron que 6/9 aislamientos
pertenecen a cepas del grupo T. cruzi |, observandose
la banda de amplificacion especifica de 350 pb, 2/9 al
grupo T. cruzi Il con la amplificacion de la banda espe-
rada de 300 pb y 1/9 presenté una mezcla con ambos
grupos del parasito.

e Posteriormente, se analiz6 el subgrupo al que pertenecian
las cepas aisladas del grupo T. cruzi Il con las pruebas de
PCR que utilizan los iniciadores V1-V2 y D71-D72, en donde
2 cepas mostraron ser T. cruzi llb con los productos de
amplificacién especificos de 125 y 165 pb, respectivamente.
e En el caso de la infeccion mixta, el subgrupo de la cepa
T. cruzi Il mostro ser lic/d, ya que se amplificaron los frag-
mentos de 110 y 165 pb.

e De acuerdo con el protocolo de seguimiento y tratamiento,
se inicio la terapia a un RN luego del tiempo de lactancia,
consistente en la administracion de 5-8 mg/kg de peso de
benzonidazole por dia durante 60 dias.

e Se practican las pruebas hematoldgicas, seroldgicas y
parasitologicas ademas de desinfeccion y fumigacion de
vivienda, encontrandose pruebas de laboratorio hepaticas
y renales normales con valoracion pediatrica y electrocar-
diograma normal, luego de interrupcién del tratamiento
tras 1 mes de su aplicacién.

e Por aceptacion voluntaria de los padres, se inicia el
tratamiento en otros 2 de los 6 nifios infectados. Sin
embargo, los padres deciden suspender el tratamiento tras
15 dias de administracion por presentacién de nauseas y
dolor de cabeza en las madres que igualmente habian ini-
ciado el tratamiento; otro factor de no adherencia fue la
presentacion del farmaco, no propicio para nifios.

Vale la pena sefialar que, en general, no se presentaron
reacciones adversas graves y que tan solo una de las mater-
nas completo el tratamiento, mitad con benzonidazole y
mitad con nifurtimox.

Conclusiones

Las cifras hasta ahora obtenidas son superiores a los repor-
tes en Chile (2000) y Brasil (1995); pero inferiores a Boli-
via, Argentina y Uruguay.

En concordancia con lo descrito en la literatura, las
pruebas serol6gicas no son criterio diagnéstico, a menos
que su positividad se mantenga a los 9 meses de edad. En
este estudio en particular, ademas, no se encontrd con-
cordancia entre las muestras positivas por hemocultivo y
las positivas por serologia.

7 8 9 CHCB CP

pb
517/506 ™ 0o
.o 330 pl
-~ -~ R RN
SR § 24 -
517/506

. 1<—330 pb

P o

MW 10 11 12 13 14 15 16 17 18 CH CB CcP

Figura 1 PCR S35-S36. Gel de agarosa al 1,5%, tefiido con bromuro
de etidio. 1) paciente 08, positivo; 2) paciente 08 diluido (dil) 1/5,
positivo, paciente 08, positivo; 3) paciente 08 dil 1/10, positivo; 4)
paciente 09, positivo; 5) paciente 09 de 1/5, positivo; 6) paciente 09
dil 1/10, positivo; 7) paciente 010, positivo; 8) paciente 010 dil 1/5,
positivo; 9) paciente 010 dil 1710, positivo; 10) paciente 011, positivo;
11) paciente 011 dil 1/5, positivo; 12) paciente 011 dil 1/10, negativo;
13) paciente 012, positivo; 14) paciente 012 dil 1/5, positivo; 15) pa-
ciente 012 dil 1/10, positivo; 16) paciente 013, positivo; 17) paciente
013 dil 1/5, positivo; 18) paciente 013 dil 1/10, positivo. Los controles
humano y de reaccion son negativos. A la izquierda, se indica el mar-
cador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen).

Dada la visualizacién de los paréasitos, el hemocultivo
se consideré como la prueba confirmatoria diagnostica,
siendo positiva en 6 de 18 RN.

Aun cuando las pruebas de PCR fueron positivas en todos
los casos de los RN, dado que su positividad puede obedecer
a la presencia de detritos del parasito que pasaron de la
madre al feto, mas no a infeccidn activa, se tiene como cri-
terio de apoyo y se recomienda su repeticion a los 9 meses
de vida de los infantes.

De hecho, en este estudio se pudo evidenciar en 3 RN,
a quienes se les tomd muestra en 2 o 3 oportunidades
durante su primer afio de vida que mientras el RN positivo
por hemocultivo presenté pruebas de PCR positivas en todos
los muestreos, en el caso de los 2 nifios negativos por hemo-
cultivo, sus PCR se negativizaron tras el afio de vida.

En conclusion, la transmision transplacentaria de T. cruzi
en Colombia se presenta por cepas de ambos grupos del para-
sito, existiendo ademas la presencia de infecciones mixtas.
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