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PRESENTACION DE CASO

Reporte del primer caso de enfermedad de Chagas
transplacentaria analizado por AP-PCR en Moniquira, Boyaca

Paula Ximena Pavia', Marleny Montilla?, Carolina Flérez?, Giomar Herrera®,
Juan Manuel Ospina?, Fred Manrique®, Rubén Santiago Nicholls?, Concepcion Puerta'

' Laboratorio de Parasitologia Molecular, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Pontificia
Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia

2 Grupo de Parasitologia, Subdireccion de Investigacion, Instituto Nacional de Salud, Bogotd, D.C.,
Colombia

3 Grupo de Salud Publica, Universidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia, Tunja, Colombia

Introduccion. La principal via de transmisién de la enfermedad de Chagas es por medio de
los insectos vectores de la familia Reduviidae. Sin embargo, el parasito también puede ser
transmitido de madres infectadas al feto in utero. Hasta la fecha no existen informes de casos de
Chagas transplacentario en Colombia.

Objetivo. Presentar un caso de transmision transplacentaria ocurrido en Moniquira, Boyaca,
Colombia, y confirmarlo con el andlisis de las cepas aisladas de la madre y de su bebé mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores arbitrarios.

Materiales y métodos. De los hemocultivos positivos de una madre chagasica y su hijo, se
extrajo el ADN de los tripanosomas y se caracterizé la especie y grupo por PCR. El genotipo de
las cepas se determiné mediante AP-PCR con los iniciadores basados en los genes de f-globina
(5'-CCTCACCTTCTTTCATGGAG-3’) y del ARNr 16S (5-ACGGGCAGTGTGTACAAGACC-3)),
en reacciones diferentes.

Resultados. Las cepas de Trypanosoma cruzi aisladas de los hemocultivos de la madre y de su
hijo mostraron el mismo perfil de amplificacién por ambas pruebas de AP-PCR, concordante con
el observado en las cepas T. cruzi| utilizadas como control. En los hemocultivos procedentes del
recién nacido se encontr6 también T. cruzi ll.

Conclusiones. Este es el primer caso de enfermedad de Chagas transplacentaria reportado
en el municipio de Moniquira, que demuestra que esta forma de transmisién ocurre en el
pais. La presencia de infeccion mixta por ambos grupos de T. cruzi en las muestras del recién
nacido, sugiere infeccion mixta en la madre, con mayor prevalencia de T. cruzil, al menos en el
hemocultivo.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, intercambio materno-fetal, reaccion
en cadena de la polimerasa, Colombia.

The first case of congenital Chagas’ disease analyzed by AP-PCR in Colombia

Introduction. The main route of Chagas disease transmission is through vectors of the insect
family Reduviidae. However, the parasite can also be transmitted from infected mothers to
their fetus in utero. Until now, no cases of congenital Chagas disease have been reported in
Colombia.

Objective. A congenital Chagas disease case occurred in Moniquira County, Boyaca, Colombia.
It was confirmed by comparing strains isolated from the mother and her baby using polymerase
chain reaction (PCR) with arbitrary primers.

Materials and methods. The parasite DNA was extracted from positive blood cultures of the
aflicted mother and her son. The species confirmation and group detection were performed
by PCR. The strain genotypes were determined by AP-PCR with two oligonucleotides based
on the genes for the b-globin (5-CCTCACCTTCTTTCATGGAG-3) and 16S RrNA (5-
ACGGGCAGTGTGTACAAGACC-3'), in differente reactions.

Results. The T. cruzi strains isolated from the blood cultures of the mother and her son showed
the same amplification profile by the two AP-PCR tests; this corresponded with profiles of the T.
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cruzi | strains used as controls. However, T. cruzi |l was also found in the blood culture from the

newborn.

Conclusions. This is the first case of Chagas disease transmission reported in Moniquira,
demonstrating that this form of transmission occurs in Colombia. The presence of both groups
of T. cruziin the newborn sample suggests mixed infection in the mother as well, with a higher
prevalence of T. cruzil, at least in the mother’s blood culture.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, maternal-fetal exchange, polymerase chain

reaction, Colombia, AP-PCR.

La enfermedad de Chagas es una parasitosis
causada por el flagelado Trypanosoma cruzi,
que afecta principalmente a la poblacién de
Centroamérica y Suramérica. En 1990, se
calculaba en 16 a 18 millones el nimero de
personas infectadas en la regidén pero, gracias
al éxito de la Iniciativa del Cono Sur en el control
de la transmision vectorial domiciliaria por
Triatoma infestans, ese nimero se ha reducido
a 9,8 millones, aproximadamente (1,2).

La principal via de transmisién de T. cruzies por

medio de los insectos de la familia Reduviidae;

sin embargo, el parasito también puede
transmitirse de madres infectadas a sus hijos
in utero (1,3). La infeccién intrauterina puede
ocurrirtanto en la etapa aguda como en la crénica
de la infeccion materna y afectar embarazos
sucesivos y gemelares. Los recién nacidos
infectados pueden presentar un amplio espectro
de manifestaciones, que van desde apariencia
sanay peso adecuado para la edad de gestacion
(90%) hasta cuadros graves que pueden conducir
a la muerte, especialmente de los prematuros,
siendo la hepatoesplenomegalia la forma mas
comun de presentacién (Lorca M. Enfermedad
de Chagas en América Latina. Experiencias
de intervenciéon en Chile. En: Guhl F, editor.
Primer Taller Internacional sobre Control de la
Enfermedad de Chagas; curso de diagndstico,
manejo y tratamiento de la enfermedad de
Chagas; VI Reunion de la Iniciativa Andina para

Correspondencia:

Concepcién Puerta, Laboratorio de Parasitologia Molecular,
Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 N°¢ 43-82,
Bogota, D.C., Colombia.

Teléfono: (+571) 320 8320, extension 4024; fax: (571) 320
8320, extension 4021.

cpuerta@javeriana.edu.co

Recibido: 22/10/08; aceptado:16/06/09

514

el Control de la Enfermedad de Chagas. Bogota
D.C.: Corcas editores; 2005. p. 237-40).

El diagndstico rapido y oportuno de los recién
nacidos infectados es necesario por cuanto,
entre mas temprano se inicie el tratamiento
antiparasitario  especifico, mayor es su
probabilidad de curacion (4,5).

La incidencia de la transmision transplacentaria
de la enfermedad de Chagas en paises del
Cono Sur oscila entre 1% y 10% en diferentes
zonas geograficas (1,6). En Colombia no existe
informacién de la magnitud de la transmisién
transplacentaria, a pesar de que se estima
que 700.000 personas provenientes de areas
endémicas se encuentran infectadas y 23% de
la poblacion general se encuentra en riesgo de
adquirir la enfermedad (7).

Dada la importancia de conocer la incidencia
de la enfermedad de Chagas transplacentaria
en Colombia, se han iniciado estudios en los
municipios endémicos de Miraflores y Moniquira
(Boyaca). En este trabajo se presenta el
primer caso de transmision transplacentaria
en el municipio de Moniquir4, analizando las
cepas aisladas de hemocultivos positivos de la
madre y su hijo mediante la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa con cebadores
arbitrarios (arbitrarily primed polymerase chain
reaction, AP-PCR).

Materiales y métodos

El estudio “Enfermedad de Chagas transpla-
centaria en los municipios de Miraflores vy
Moniquird, Boyaca”, que permiti6 encontrar
este caso, tuvo tres fases. En la primera de
ellas se realizé, como prueba de tamizacion,
serologia mediante ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) en muestra de sangre tomada en
papel de filtro a mujeres embarazadas de los
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municipios de Miraflores y Moniquira en el
segundo o ultimo trimestre del embarazo, segin
la metodologia del Instituto Nacional de Salud
(8). En la segunda fase se hizo la confirmacion
serolégica del diagnéstico en las madres
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)
y ELISA en muestras de suero (8) y toma de
muestras para diagnéstico parasitolégico, por
microhematocrito, hemocultivo y PCR (8-12) a
las 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 realiz6 PCR para
identificacion taxonémica de los aislamientos de
T. cruzi (13).

Hemocultivo

Los hemocultivos se hicieron con muestras de
sangre anticoagulada con citrato de sodio de la
madre, a los nueve meses de gestacion, y de su
hijo, a los dos y cuatro meses del nacimiento.
Se sembraron, aproximadamente, 1,5 ml de
cada muestra en tres tubos con medio Tobie
para la madre y dos tubos para el bebé (11).
Los hemocultivos se observaron en microscopio
invertido cada ocho dias después del dia de
siembra.

Determinacion de especie y grupo de las
cepas

Apartir de las muestras de sangre y de las cepas
aisladasdeloshemocultivos positivosdelamadre
y el hijo, 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 extraccion
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. La
cuantificacion y el analisis de la calidad del
ADN se hicieron por espectrofotometria y
electroforesis en gel de agarosa.

El ADN obtenido de cada cepa fue amplificado
con la PCR TcH2AF-R (9,10) para confirmar la
presencia de T. cruzi. Para identificar el grupo
correspondiente a cada cepa, se realizd la
PCR basada en el gen miniexén que utiliza los
iniciadores TC/TCI/TCIl (18). Como controles
del grupo | de T. cruzi, se utilizaron las cepas
IRHO/CO/98/Munanta  y  MHOM/CO/07/H/
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SEV, procedentes de Guateque y Moniquird,
Boyaca, y MHOM/CO/86/MR de Chiriguana,
Cesar; como controles del grupo Il de T. cruzi,
se utilizaron la cepa colombiana P. geniculatus/
CO/98 (subgrupo llb) procedente de Amalfi,
Antioquia, las cepas de Brasil CAN Il (subgrupo
lla), IRHO/BR/84/Y (subgrupo llb) y CL Brener
(subgrupo lle), y la cepa venezolana Maracay
(subgrupo lle) (14). La intensidad de los
fragmentos amplificados se determin6 mediante
densitometria en el fotodocumentador de geles
Gel Doc™ EQ, utilizando el programa Quantity
One, versién 4.5 (BIO-RAD).

AP-PCR

Para analizar los genotipos de las cepas
aisladas en el hemocultivo, se amplificé cada
muestra por AP-PCR con un cebador de 20
bases, correspondiente a una regién del gen de
la B-globina (15) y otra reaccion con el cebador
inverso de 21 bases del gen que codifica para el
ARNr 16S (16). Las condiciones de reaccion y el
programade amplificacion se hicieron de acuerdo
con lo descrito por Welsh y McCheland en 1990
(17), con algunas condiciones optimizadas en el
laboratorio.

Los productos obtenidos se analizaron en geles
de agarosa al 1,6% tedidos con bromuro de
etidio y analizados con el programa Quantity
One, versién 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
tres ensayos diferentes. Los perfiles obtenidos
se usaron para construir dendrogramas, usando
el andlisis de agrupacion jerarquica mediante la
media aritmética no ponderada (UPMGA, por su
sigla en inglés).

Resultados
Descripcion del caso

Se trata de una mujer embarazada de 36 afos de
edad, con 27 semanas de gestacion, proveniente
del municipio de Moniquira (Boyacd), vereda La
Carolina, ubicadaa 1.700 msnm con temperatura
de 19°C. La prueba ELISA en muestra de
sangre de la madre tomada en papel de filtro,
fue positiva. Las pruebas de PCR en muestras
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Figura 1. Amplificacion del ADN de las cepas aisladas con
la PCR TcH2A-R. Electroforesis horizontal en gel de agarosa
al 1,5 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10
ul del producto de amplificacion de las cepas aisladas de
la madre (1), el hijo a los dos meses de nacimiento (2) y
el hijo a los cuatro meses de nacimiento (3). En el control
negativo (4), se us6 agua destilada como plantilla. Como
control positivo (5) se usé el ADN de la cepa IRHO/CO/98/
Munanta. Se utilizé como patrén de peso molecular (PPM)
el Hyper Ladder Il (Bioline); los tamafios de sus fragmentos
se indican a la izquierda.

de sangre, con los iniciadores TcH2AF-R y S35-
S36 (no se presentan los datos), fueron positivas
para T. cruzi, mientras que la prueba de PCR
para determinar los grupos del parasito, TC/TCI/
TCIl (no se presentan los datos), fue negativa.

El microhematocrito y las pruebas serolégicas
(ELISA) tomadas al bebé a los dos meses de
edad, fueron negativos. Las pruebas de PCR en
muestras de sangre del hijo con los iniciadores
TcH2AF-R y S35-S36 (no se presentan los
datos), fueron positivas para T. cruzi. En la
prueba de PCR TC/TCI/TCII se amplificaron los
fragmentos de 350 y 300 pb correspondientes a
los grupos | y Il del parasito, siendo la banda de
300 pb 1,5 veces mas intensa que la de 350 pb
(no se presentan los datos).

Para descartar la posible transmisién vectorial,
se realiz6 busqueda activa de triatominos en el
domicilio y peridomicilio de la paciente, y barrido
de vegetacion con red entomoldégica durante los
meses de octubre, noviembre y diciembre del
2006, junio del 2007 y junio del 2008, la cual fue
infructuosa en todas las oportunidades.
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Es importante sefnalar que la vivienda de la
paciente, con techo de asbesto, paredes en
ladrillo con pafete y piso de tierra, se encuentra
ubicada a 4 km del casco urbano, en una regién
que no reporta presencia de insectos triatominos
hace mas de 14 afos y que, ademas, ha sido
fumigada en varias oportunidades en camparias
realizadas por el Plan de Atencion Béasica y Plan
de Atencién Colectiva del Hospital Regional de
Moniquird.

Cepas aisladas de la madre y su hijo

El hemocultivo de la madre fue positivo siete
semanas después de la toma de la muestra.
El hemocultivo realizado al hijo a los a los dos
meses de edad, se tornd positivo un mes y
23 dias después de la toma de muestras, y el
realizado a los cuatro meses de edad se torné
positivo 3 meses y 14 dias después.

En todos los aislamientos analizados mediante
la prueba de PCR TcH2AF-R especifica para
T. cruzi (9,10), se obtuvo como producto de
amplificacion la banda esperada de 230 pb
(figura 1). Los resultados de la prueba de PCR
TC/ TCI/TCII (13) demostraron que los parasitos
aislados de la madre pertenecen al grupo T. cruzi
I, con la banda de amplificacion caracteristica de
350 pb, mientras que en los aislados del hijo se
evidencié una infeccion mixta, observandose
las bandas de ampilificacion de 350 y 300 pb,
correspondientes a los grupos T. cruzily T. cruzi
I, respectivamente (figura 2). Los andlisis de
densitometria de la intensidad de los fragmentos
amplificados con los iniciadores TC/TCI/TCII
mostraron que la banda de 350 pb fue 1,45 veces
mas intensa que la de 300 pb, a diferencia de los
resultados de la misma prueba en sangre.

Analisis de los perfiles de AP-PCR

Se seleccionaron 35 fragmentos de amplificacién
con un tamafo molecular en el rango de 263
a 2.200 pb, obtenidos con ambos iniciadores
con base en su resolucién, intensidad y
reproducibilidad en reacciones de amplificacién
separadas. Tal como se muestra en las figuras
3 a 6, ambos iniciadores generaron patrones
polimorfos que permitieron correlacionar los
perfiles con los grupos | y Il del parasito.
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Figura 2. Amplificacion del ADN de las cepas aisladas con
los iniciadores TC, TCI, TCII. Electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1,6 % coloreado con bromuro de etidio
conteniendo 10 pl del producto de amplificacion de las
cepas aisladas de la madre (1), el hijo a los dos meses de
nacimiento (2) y el hijo a los cuatro meses de nacimiento (3).
Como controles positivos se usé el ADN de la cepa del grupo
T. cruzi I: IRHO/CO/98/Munanta (4) y del grupo T. cruzi Il
IRHO/BR/84/Y (5). En el control negativo (6), se usé agua
destilada como plantilla. Se utilizé como patréon de peso
molecular (PPM) el Hyper Ladder Il (Bioline); los tamafos
de sus fragmentos se indican a la izquierda.

La amplificacion del ADN de los parasitos
aislados en el hemocultivo por AP-PCR con el
cebador de la B-globina, mostr6 14 fragmentos
de amplificacion entre 460 a 2.220 pb de tamafio
molecular (figura 3). Se observé el mismo perfil
de amplificacién en la muestra procedente de
la madre y de su hijo, el cual concordé con el
patrén de amplificacion observado en las cepas
del grupo T. cruzi utilizadas como control, para
el 100% (4 de 4) de fragmentos compartidos
con las cepas IRHO/CO/98/Munantd y MHOM/
CO/07/H/SEV y 75% (3 de 4) con la cepa MHOM/
CO/86/MR.

Por otra parte, al comparar los perfiles de
amplificacion de los aislamientos de la madre,
su hijo, y el de las cepas IRHO/CO/98/Munanta
T. cruzi 1 'y MHOM/CO/07/H/SEV T. cruzi |,
procedentes del departamento de Boyaca,
con la cepa MHOM/CO/86/MR T. cruzi | del
departamento de Cesar, se encontré que con
este iniciador éstas comparten el 90% de los
fragmentos amplificados.

Reporte de Chagas transplacentario

Cuando se realizé la amplificacion con el
cebador ARNr 16S, se analizaron 21 fragmentos
de 263 a 1.200 pb (figura 4). En las cepas
aisladas por hemocultivo de la madre y de su
hijo, se encontr6 un perfil idéntico de nueve
bandas compartidas. Igualmente, al comparar
los perfiles de amplificacion de los aislamientos
de la madre, y el de las cepas IRHO/CO/98/
Munantd T. cruzi | y MHOM/CO/07/H/SEV
T. cruzi |, procedentes del departamento de
Boyacd, con la cepa MHOM/CO/86/MR T. cruzi
| del departamento de Cesar, se encontré que
con este iniciador éstas también comparten el
90% de los fragmentos amplificados.

Por otro lado, los analisis in vitro de los perfiles
de AP-PCR utilizando ambos iniciadores en
reacciones separadas para amplificar mezclas
con cantidades diferentes de ADN procedentes
de cepas de los grupos | y Il del parasito,
demostraron que cuando el ADN del grupo Il se
encuentra en menor proporcion que el del grupo
I, se desaparecen o disminuye la intensidad
de los fragmentos especificos de este grupo
(figuras 5A 'y 5B).

Analisis de variabilidad

En los dendrogramas construidos con base
en los perfiles de AP-PCR generados por el
cebador de la B-globina (figura 6A) y del ADNr
(figura 6B), se observé claramente la divisién de
los grupos | y Il del parasito, con una distancia
genética de 0,1 y 0,27, respectivamente.
Discusion

La identificacion de los parasitos aislados de la
madre y su hijo mostro la presencia de T. cruzi
grupo | en ambos casos. Asimismo, los perfiles
de amplificaciéon obtenidos por AP-PCR de las
cepas aisladas de la madre y su hijo fueron
idénticos tanto con el cebador de la B-globina
como con el del ADNr 16S y, en ambos casos,
los perfiles de AP-PCR correspondieron a los
del grupo T. cruzi |. También, es importante
resaltar que los perfiles de AP-PCR observados
en la madre y el hijo fueron mas cercanos a los
de las cepas IRHO/CO/98/Munanta y MHOM/
CO/07/H/SEV, procedentes de Boyaca, que al
de la cepa MHOM/CO/86/MR procedente del
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Figura 3. Amplificacién por AP-PCR del ADN de las cepas aisladas con el cebador de la B-globina. Electroforesis horizontal
en gel de agarosa al 1,6 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 pl del producto de amplificaciéon de las cepas
aisladas de la madre (1), el hijo a los dos meses de nacimiento (2) y el hijo a los cuatro meses de nacimiento (3). Como
controles positivos se us6 el ADN de la cepas del grupo T. cruzi I: MHOM/CO/07/H/SEV (4), IRHO/CO/98/Munant& (5)
y MHOM/CO/86/MR (6) y del grupo T. cruzi ll: P.geniculatus/CO/98 (7), IRHO/BR/84/Y (8), CL Brener (9), CAN Ill (10) y
Maracay (11). En el control negativo (12), se usé agua destilada como plantilla. Se utilizé como patrén de peso molecular
(PPM) el Hyper Ladder Il (Bioline); los tamafios de sus fragmentos se indican a la izquierda. Los fragmentos para el analisis
se seleccionaron con base en su intensidad y reproducibilidad en tres ensayos diferentes, como se indican con lineas en los
controles de T. cruzil.

PPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

pb Figura 4. Amplificacion por AP-PCR del ADN
de las cepas aisladas con el cebador del gen

delARNr 16S. Electroforesis horizontalen gel

de agarosa al 1,6 % coloreado con bromuro

de etidio conteniendo 10 nl del producto

2000 de amplificacion de las cepas aisladas de
1600 la madre (1), el hijo a los dos meses de
2000 nacimiento (2) y el hijo a los cuatro meses
de nacimiento (3). Como controles positivos

1000 se uso6 el ADN de la cepas del grupo T. cruzi
800 I: MHOM/CO/07/H/SEV (4), IRHO/CO/98/
700 Munanta (5) y MHOM/CO/86/MR (6) y del
600 grupo T. cruzi Il: P.geniculatus/CO/98 (7),
500 IRHO/BR/84/Y (8), CL Brener (9), CAN lII
400 (10) y Maracay (11). Se utilizé6 como patrén
de peso molecular (PPM) el Hyper Ladder

300 II (Bioline); los tamafios de sus fragmentos
200 se indican a la izquierda. Los fragmentos

para el analisis se seleccionaron con base
en su intensidad y reproducibilidad en tres
ensayos diferentes, como se indican con
lineas en los controles de T. cruzi |.
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Figura 5. Amplificacién por AP-PCR de mezclas ADN de las cepas IRHO/CO/98/Munanta e IRHO/BR/84/Y, pertenecientes
alos grupos T. cruzily T. cruzi ll, respectivamente con el cebador de la B-globina (A) y del ADNr 16 S (B). Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1,6 % coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10 pl del producto de amplificacion de
las cepas IRHO/CO/98/Munanta (1) e IRHO/BR/84/Y (2) y de una mezcla del ADN de estas cepas asi: 10 ng T. cruzi |/ 20
ng T. cruzill (3),20 ng T. cruzil/ 10 ng T. cruzill (4),5ng T. cruzil/ 10 ng T. cruzill (5), 10 ng T. cruzil/ 5 ng T. cruzill (6).
Se utilizé6 como patrén de peso molecular (PPM) el Hyper Ladder Il (Bioline); los tamafos de sus fragmentos se indican a la
izquierda.
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Figura 6. Dendrogramas basados en los perfiles de AP-
PCR de los iniciadores de (A) B-globina y (B) ADNr 16 S,
cuyos datos fueron agrupados segun el método jerarquico
UPGMA. La escala en la parte superior indica la distancia
genética calculada por el programa Quantity One version 4.5
(BIO-RAD). Los numeros corresponden a los perfiles de la
madre (1), el hijo a los dos meses de nacimiento (2) y el
hijo a los cuatro meses de nacimiento (3), las cepas control
del grupo T. cruzi I: MHOM/CO/07/H/SEV (4), IRHO/CO/98/
Munanta (5) y MHOM/CO/86/MR (6) y del grupo T. cruzi Il
P.geniculatus/CO/98 (7), IRHO/BR/84/Y (8), CL Brener (9),
Maracay (10) y CAN 11l (11).

Cesar, lo cual sugiere que los genotipos de los
parasitos circulantes en el area son iguales o, al
menos, muy similares entre si.

Mencién especial merece el hallazgo de T. cruzi
[l en las muestras del bebé y no en las de la
madre; esto indica la presencia de infeccion
mixta en el recién nacido. Este hecho podria
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explicarse por la presencia, igualmente, de
infeccion mixta en la madre. Se sabe que la
transmisién transplacentaria depende tanto de la
cepa del parasito y de la carga parasitaria, como
de la condicién materna y de la competencia
inmunoldgica placentaria (1,18). Es de esperar
que, debido al estado de inmunosupresion
general durante el embarazo, especialmente
durante el primer trimestre, exista un mayor
numero de parasitos circulantes en la madre
durante este periodo en comparacion con la
época posterior al parto.

Dado que la muestra para el hemocultivo de la
madre fue tomada a los dos meses después
del parto, pudo ocurrir que en ese momento los
parasitos T. cruzill circulantes fueran escasos o
estuvieran ausentes. Es mas, la prueba de PCR
TC/TCI/TII de la madre en sangre fue negativa,
lo cual demuestra que la carga parasitaria del
momento se encontraba para ambos grupos
por debajo del limite de deteccion de la prueba.
También es posible que, durante el cultivo de
la sangre materna, ocurriera un proceso de
seleccién que conllevara al aislamiento de tan
sélo los parasitos T. cruzil.

Se ha visto que las infecciones naturales por T.
cruzi pueden estar compuestas de poblaciones
del parasito, tanto del grupo T. cruzi | como
del grupo T. cruzi 1l. Sin embargo, con el
tiempo puede ir generandose una seleccién y
predominar una de las dos poblaciones (19,20).
De hecho, en infecciones mixtas de ratones con
clones de cepas colombianas de ambos grupos
del parasito se demostré predominio del clon T.
cruzi, | tanto en la sangre como en los érganos
(21).

En el caso del recién nacido, por ejemplo,
mientras en la muestra de sangre se observé
mas intensidad en el fragmento de amplificacién
correspondiente al grupo Il, en la muestra de
la cepa aislada del hemocultivo, el fragmento
correspondiente al grupo | fue el mas intenso,
lo cual sugiere que durante el hemocultivo hubo
predominio de los parasitos del grupo |. Es
importante anotar también que en el desarrollo
de este trabajo se han aislado otras dos cepas
T. cruzi 1l en los municipios de Miraflores y
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Moniquira (Boyaca), lo que confirmalacirculacién
de T. cruzill en este departamento.

Al analizar los perfiles de AP-PCR generados
con ambos cebadores, como ya se mencioné
anteriormente, éstos coinciden conlos generados
por los parasitos pertenecientes al grupo T. cruzi
I y no con los generados por ambos grupos
como era de esperarse dada la infeccion mixta
presente en el recién nacido.

A este respecto, es importante senalar que los
ensayos in vitro realizados utilizando mezclas
de ADN de ambos grupos del parasito, explican
los resultados obtenidos ya que, en presencia
del doble de cantidad de ADN de parasitos del
grupo T. cruzil, los fragmentos de amplificacion
especificos del grupo T. cruzi |l desaparecen o
disminuyen de forma importante en la intensidad
de su amplificacién. El analisis de densitometria
de la intensidad de los fragmentos amplificados
con la PCR TC/TCI/TCII del ADN de las cepas
aisladas en el hemocultivo, también apoya
esta hipotesis, ya que la banda de 350 pb
correspondiente al grupo T. cruzil fue 1,45 veces
mas intensa que la de 300 pb correspondiente al
grupo T. cruzill.

En conclusién, estos resultados demuestran,
por primera vez, la transmisién transplacentaria
de T. cruzi en Colombia, por lo cual es de
gran importancia continuar con estudios que
proporcionen informacién sobre la incidencia
y prevalencia de esta forma de transmisién
en el pais, ya 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 en ciudades donde han migrado desde
el campo mujeres en edad fértil.

Por ejemplo, en Buenos Aires (Argentina),
como resultado de la migracion desde zonas
endémicas, la infeccién se detecta en 2,6% a
6,7% de las mujeres embarazadas (22).

Aun cuando la transmision vertical de T. cruzi
no puede prevenirse, la vigilancia mediante
el diagndéstico rapido y oportuno de los recién
nacidos infectados es prioritaria por cuanto
se sabe que cuanto méas temprano se inicie el
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tratamiento antiparasitario especifico, mayor es
la recuperacion, llegando a presentarse tasas
de curacion hasta del 100% (23).

De acuerdo con la experiencia acumulada en los
paises del Cono Sur, un programa de vigilancia
y control de la transmisién congénita de la
enfermedad de Chagas debe incluir:

a) la tamizaciéon seroldgica en las gestantes
durante el embarazo;

b) la confirmacién diagnéstica de las mujeres
gestantes positivas en la tamizacion;

c) el seguimiento y la evaluacion clinica y de
laboratorio, mediante pruebas para detectar
el parasito, de los recién nacidos hijos de
madres seropositivas, y

d) el seguimiento serolégico a la edad de
nueve meses 0 mas, de los hijos de madres
infectadas en quienes no se detecté la
infeccion por métodos parasitolégicos en su
etapa de recién nacidos (24).
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