Raul H. Lucero'’ Laboratorio de Biologia Molecular. Instituto
Bettina L. Brusés' de Medicina Regional (Universidad Nacional
del Nordeste-UNNE)

2Area de Medicina Tropical. Instituto de
Gustavo J. Fernandez® Medicina Regional (Universidad Nacional
Ernesto C. Crenna® del Nordeste -UNNE)

3Servicio de Parasitologia Regional. Hospital
Pediatrico ‘Juan Pablo II” Prov. de Corrientes
4Area de Inmunologia- Instituto de Medicina
Correspondencia: Regional (Universidad Nacional del Nordeste
Raul Horacio Lucero -UNNE)

Instituto de Medicina Regional (UNNE)

Av. Las Heras 727

(8500) Resistencia, Argentina

E-mail: rhlucero@bib.unne.edu.ar

Daniel E. Merino?

José M. Alonso*

Enfermedad de Chagas congeénito
en Hospitales de la ciudad
de Corrientes-Argentina

Resumen

Entre Enero de 2005 y Junio de 2006 se estudiaron 2075 embarazadas de los Hospitales “A. |. de
Llano” y U. R. Vidal” de la Ciudad de Corrientes. Se les efectué Hemoaglutinacion Indirecta (HAI) y test
de ELISA. En los recién nacidos de aquellas pacientes que resultaron seroreactivas se les practicaron
metodos parasitologicos directos (MPD) de Microstrout y Gota Gruesa, y amplificacion por PCR y se
considerd positiva toda muestra que presentara la banda especifica de 330pb del ADN kinetoplastidi-
co.

Del total de embarazadas, 130 resultaron seropositivas (6,26%). Se estudiaron 104 recién nacidos,
detectandose 8 positivos por los MPD (7,7%) y 12 positivos por PCR (11,5%).

Los casos confirmados fueron tratados con Beznidazol durante 60 dias.

La prevalencia de la infeccion chagasica encontrada en embarazadas de la Provincia. de Corrientes
esta dentro de la esperada para areas endémicas de Latinoamérica (entre 2% y 51%), mientras que la
prevalencia de infeccion connatal hallada del 11,5% es significativamente mayor que la registrada en
otras areas endémicas de Argentina.

Nuestros resultados demuestran, como otros reportados anteriormente en la literatura, que un proto-
colo de PCR optimizado como el usado aqui fue mas sensible en la deteccion de Trypanosoma cruzi
en pacientes con Chagas congénito.

Palabras clave: PCR. KADN. Infeccién connatal.

Summary

Between January 2005 and June 20086, 2075 pregnant women from “A.l. de Llano “ and J. R. Vidal”
Hospitals from Corrientes were studied. Indirect Hemaglutination (HAI) and ELISA test were performed.
In seropositive patients’ newborn direct parasitologic methods (DPM) of Microstrout and bulk drop, and
PCR amplification were made. Every sample with the specific band of 330pb of the kinetoplastide DNA
was considered positive. Confirmed cases were treated during 60 days with Beznidazole.

From total of pregnant women, 130 were seropositive (6,26%).From 104 newborn studied, 8 were
positives by the DPM (7,7%) and 12 were positives by PCR (11,5%). From all diagnosed patients, only

7 cases received treatment due to the impossibility to locate them. The prevalence of Chagas infection
found in pregnant women of the Province of Corrientes is the usual for endemic areas of Latin America
(between 2% and 51%), whereas the prevalence of congenital infection (11.5%) is significantly greater
than the recorded one in other endemic areas of Argentina.

Our results as well as others reported in the literature, show that the optimized PCR protocol used here
was more sensitive in detecting the presence of Trypanosoma cruziin Congenital Chagas’ Disease.
Key words: PCR. kDNA. Congenital infection.
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Introduccion

Las estimaciones actuales de la Organizacién Mundial de
la Salud, indican que en América Latina entre 16 a 18 millones
de personas estan infectadas por el Trypanosoma cruziy otras
90 millones en riesgo, lo que representa una prevalencia media
del 4% de la poblacion total de Latinoamérica, aunque en ciertas
regiones la prevalencia local puede superar al 75%".

La infecciobn humana por T. cruzi puede presentarse de
diferentes formas segun las circunstancias y situaciones. La
interaccion parasito-hospedero es dinamica en el caso de la
Enfermedad de Chagas humana y esta relacionada con multi-
ples factores y condicionantes ligados al Trypanosoma (cepa,
virulencia, inoculacion), al hombre (edad, sexo, intercurrencias)
y al medio ambiente?.

Los programas de control del vector implementados en los
ultimos afos en Argentina permitieron que 4 de las 18 provincias
ubicadas en el a&rea endémica fueran declaradas libres de trans-
misién vectorial; sin embargo la provincia de Corrientes continta
siendo un area en la que el T. infestans esta presente. Aunque la
transmisién vectorial del T. cruzi ha generado la mayor cantidad
de casos de la enfermedad de Chagas, actualmente se estima
que entre un 2,0% y un 8,0% de las madres infectadas que dan
a luz transmiten el parasito a su hijo recién nacido. Existe con-
senso acerca de que, aun cuando se interrumpiera totalmente
la transmisién vectorial, la infeccidn congénita continuara siendo
un problema de salud publica hasta que las mujeres infectadas
en edad gestacional disminuyan proporcionalmente y por ello
seguirian apareciendo casos de Chagas congénito por mas de
treinta afos®.

De todas las formas clinicas de la enfermedad, la congénita
es la que mas demanda un diagndstico rapido y de alta sensi-
bilidad y la serologia convencional no tiene mayor utilidad hasta
los seis meses de edad del niflo. Cuando no se logra detectar
la presencia de T. cruzi en el nifo se corre el riesgo de un trata-
miento insuficiente o desacertado, con graves consecuencias
futuras, y si se tiene en cuenta que cuanto mas precoz es el
tratamiento, el nifio tiene mayores posibilidades de curarse, estos
hechos son aun mas preocupantes. Ademas, se debe tener en
cuenta que en esta etapa el tratamiento correcto puede llevar
a la curacion completa*.

El diagndstico de laboratorio clasico se basa en procedi-
mientos que evidencian la presencia del parasito en sangre
periférica o los que permiten detectar anticuerpos especificos.
Aunque los primeros constituyen el diagndéstico de certeza, sélo
es posible practicarlo con éxito en la etapa aguda de la enfer-
medad, en la que la concentracién de anticuerpos es baja. Por el
contrario, en la fase indeterminada o crénica de la enfermedad,
se recurre a los métodos serolégicos.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido re-
comendada como una herramienta util y aplicable al diagndstico
de la infeccidn congénita ya que permite amplificar pequenas
cantidades del ADN presente en una muestra reproduciendo in
vitro la replicacion que ocurre in vivo en las células, aun cuando
se reconoce gue es costosa y no accesible a la mayoria de los
centros sanitarios®.
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En razdn de todo lo anterior se resolvié hacer un relevamien-
to a fin de evaluar la situaciéon actual de la transmisién congénita
de esta patologia en los dos centros de atencidén hospitalaria
materna mas importantes de la ciudad de Corrientes, ubicada
en el area endémica del Noreste de Argentina.

Materiales y métodos

Entre Enero de 2005 y Junio de 2006 se estudiaron 2075 em-
barazadas que concurrieron para su atencion a los Hospitales “A.
I. de Llano” y ‘U. R. Vidal” de la Ciudad de Corrientes, Argentina.

En todas se tomd una muestra de sangre para realizar
determinaciones de Hemoaglutinacién Indirecta (HAI) y test de
Enzimoinmunoensayo (ELISA). Las que resultaron positivas fue-
ron citadas nuevamente con el fin de solicitarles consentimiento
informado por escrito para estudiar a su hijo al momento del
parto. Para la investigacion de la infeccion congénita se reali-
zaron extracciones de sangre periférica del recién nacido (RN)
con y sin anticoagulante para realizar métodos parasitolégicos
directos (MPD) de Microstrout y Gota Gruesa, y PCR.

Extraccion de ADN mediante el método
de CTAB (Hexadecyl trimethyl Ammonium
bromide)

Se partid de 700 ul. de sangre entera, anticoagulada con
EDTA 1%. Se eliminaron los glébulos rojos mediante 3 lavados
con igual volumen de un buffer de lisis de glébulos rojos (10 mM
Tris-HCI pH 7.6; 5 mM MgCI; 10 mM NacCl). Luego se incubd
a 60°C durante 1 hora aproximadamente, con una solucién
de homogeneizacion (2% (p/v) de CTAB; 1,4 M de NaCl; 0,2%
(p/Vv) f-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 7.5).
Posteriormente, se procedié a la extraccion de proteinas con un
volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Con posterio-
ridad a la centrifugacion, la solucién quedd dividida en 3 fases:
una fase superior o acuosa, donde estan en solucion, los acidos
nucleicos; una fase intermedia o interfase, que contiene las pro-
teinas; y una fase inferior, en la que se concentran los lipidos. La
fase superior se transvaso a otro tubo Eppendorf, se precipitd la
fase acuosa con alcohol isopropilico. Finalizada la centrifugacion,
se descartd el sobrenadante, y se agregd 1 ml. de etanol 70%.
Se centrifugd nuevamente, se descarté el sobrenadante, y se
dejoé evaporar el alcohol. Finalmente se resuspendié el ADN
obtenido en agua destilada estéril.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

PCR con primers kinetoplastidicos

Se prepard una solucidn madre de un volumen final de
22,5 ul por tubo de reaccién, conteniendo agua destilada estéril;
buffer 10X; CIZMg 50 mM; 100 mM de dNTP’s; 25 mM de cada
uno de los primers: #121 y #122; Taq Polimerasa 1U y 2,5 ul de
la muestra de ADN.



La secuencia de los primers utilizados es:

121: 5’-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3’

122: 5’- GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’

La reaccidon de amplificacion, se llevé a cabo en ter-
mociclador MyCicler (BIORAD), y se siguieron las siguientes
condiciones de ciclado: 5 minutos a 95°C; 1 minuto a 60°C;
1 minuto a 72°C; 33 ciclos de: 40 segundos a 94°C, 40 se-
gundos a 60°C y 40 segundos a 72°C, correspondientes a la
desnaturalizacion, hibridizacion y extensién de los primers
respectivamente; y por ultimo, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C
como extension final.

El tamafo del fragmento amplificado es de 330pb.

PCR con primers para secuencia satélite nuclear

La preparacion de la master mix se realizé en idénticas
condiciones a la anterior y la secuencia de los primers TCZ
utilizados fue:

TCZ1: 5’-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3’

TCZ2: 5’-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’

El programa de ciclado utilizado fue:

95° 2’, 95° 10, 55° 10", 72° 10” (5 veces los ultimos tres
pasos), 95° 10”,60° 10, 72° 10” (30 veces los ultimos tres
pasos)y 72° 5’.

El tamano del fragmento amplificado es de 195pb.

Electroforesis

se prepard un gel de agarosa al 3% donde se sembraron
9 ul. del producto amplificado, y 1 ul de buffer de corrida. Se
corrié a 70 V. durante 35 minutos aproximadamente, tiempo y
voltaje necesarios para poder observar la banda de 330 pares
de bases correspondiente al ADN kinetoplastidico y 195 pb para
ADN nuclear.

Una vez finalizada la corrida electroforética, se tifd el gel
con Bromuro de Etidio (BrEt) y a continuacion se lo coloco en el
transiluminador UV para la visualizacién de las bandas especi-
ficas (Figura 1).

Digitalizacion de imagenes

Las imagenes de los amplicones obtenidas fue registrada
mediante un Digitalizador de imagenes UVITEC (modelo UVIPRO
bronze) y analizada con el Software provisto por el fabricante
(UVISoft).

Resultados

De las 2.075 embarazadas estudiadas se constatdé que
130 (6,26%) eran positivas para los estudios serolégicos y de
ellas pudieron estudiarse un total de 104 Recién Nacidos. De
éstos, 8 (7,7%) fueron positivos por los métodos parasitolégicos
directos y 12 (11,5%) positivos por PCR (los 8 anteriores mas 4
casos nuevos no detectados por MPD).

Discusion

Ha sido previamente demostrado que existe un aumento
de la parasitemia en el ultimo trimestre de gestacién® y esto
puede reflejarse en una infeccion congénita que varia entre
1,1% al 18,5%, dependiendo de los métodos diagndsticos em-
pleados®.

En 1997, el Subprograma de Control de la Mujer Embara-
zada estudié 58.196 mujeres de 13 provincias argentinas y hallé
que un 9% de ellas eran seropositivas.

Un reporte que abarca datos seroldgicos de embarazadas
de la Provincia de Santiago del Estero entre los afios 1998 y
2001 revela una prevalencia promedio del 6,31% en un total de
26.113 muestras’.

Si bien el presente estudio abarca un nimero menor de
embarazadas la prevalencia es similar sobre todo teniendo en
cuenta que tanto la Provincia de Santiago del Estero como la
Provincia del Chaco se encuentran dentro de las zonas altamente
endémicas para esta patologia en Argentina.

Los primeros reportes publicados por investigadores bra-
sileros donde utilizan PCR para el diagndstico de Chagas en
sangre de pacientes datan del afio 19918, de ahi en adelante la
prevalencia de parasitemia tanto en Chagas agudo, crénico y
congénito ha ido en aumento en concordancia con el empleo
de esta herramienta mas sensible®.

Un recién nacido con Chagas congénito, producto de un
parto prematuro puede pesar aproximadamente 2,5 kg. y su
nivel de parasitemia promedio es de un parasito por 2.500 mi-
crolitros de sangre. Debido a que los métodos de Gota fresca,
Microstrout, y Hemocultivo poseen limites de deteccion inferio-
res (p=0.01, p=0.12, y p=0.4 respectivamente) ellos no podran
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Electroforesis en Gel de Agarosa 3%

Calle 1: control positivo

Calle 2: marcador de peso molecular- 100bp

Calle 3: control negativo

Calles 5 y 6: muestras PCR positivas
(amplicén 330 bp)

Calles 4 y 7 a 15 muestras negativas

Figura 1.
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detectar esta baja parasitemia y por lo
tanto los centros diagndsticos que usen
solo estas herramientas no trataran a los
nifos en cuestion, quedando expuestos
a severas e irreversibles consecuencias
futuras*.

En este estudio queda claro que
hubo un 4% mas de deteccién de casos
positivos al afadir la PCR como método
diagnéstico, los cuales hubieran sido to-
mado como negativos por los métodos
convencionales. Existié un caso (0,9%)
donde el parasitolégico directo dio po-
sitivo y no amplificé la reacciéon de PCR.
Debido a que cada amplificacion se hizo
por triplicado, la explicacién a esto se
debe buscar en inhibidores intrinsecos
de la PCR o un falso positivo del método
microscopico.

Nuestros resultados son similares a
los de publicaciones previas y permiten
aconsejar el empleo de la PCR en el diag-
noéstico de la infeccion congénita y en el
seguimiento del tratamiento-'2. Si bien
la PCR es mas sensible que las pruebas
parasitolégicas directas, su empleo en
el Recién Nacido debe ser realizado con
ciertas precauciones ya que una prueba
positiva sin parasitemia se podria deber
al pasaje de fracciones parasitarias o de
escasa cantidad de parasitos a través
de la placenta que el sistema fagocito-
macroéfago del nifilo podria controlar sin
desarrollar enfermedad. Por ello todo nifio
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con tan solo una PCR positiva deberia
ser controlado nuevamente con esa
metodologia en un lapso de unos 15-30
dias, y considerarlo infectado luego de
dos resultados positivos.
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