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Resumen: Se evalud la transmision congénita de Trypanosoma cruzi en crias de ratas Wistar con infeccion aguda. Las ratas fueron
inyectadas intraperitonealmente con 1,5x10* tripomastigotes metaciclicos de la cepa I/PAN/VE/00/PLANALTO linaje Tcl. La parasitemia
fue significativamente mayor (P<0,05) en las ratas infectadas prefiadas (IP) que en las ratas infectadas virgenes (IV). Las crias de las ratas
1P a los 15, 30, 45 y 60 dias de nacidas (dn) no mostraron tripanosomas circulantes. El ensayo ELISA revel6 aumento progresivo de IgM
anti-7. cruzi en el suero de 6 crias (24%) de las ratas IP entre los 15 y 60 dn. La IgG anti-T. cruzi disminuy6 progresivamente en las crias
de ratas IP y fueron negativos a los 60 dn. Cortes de corazén y musculo esquelético del 15% de las crias con 60 dn de las ratas IP mostraron
antigeno de T cruzi con PAP. ADN de T. cruzi fue detectado por PCR en el suero de 4 crias (16%) a los 60 dn de ratas IP. La presencia de
anticuerpos IgM anti- 70 cruzi y ADN del parasito en las crias de ratas con infeccion aguda, pueden ser considerados como un criterio de
infeccion congénita en las crias sin parasitemia patente.
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Congenital Trypanosoma cruzi transmission in pups of Wistar rats with acute Chagas
infection

Abstract: Congenital Trypanosoma cruzi transmission was evaluated in pups of Wistar rats with acute Chagas infection. The rats were
injected intraperitoneally with 1.5 x 10* metacyclic tripomastigotes from the I/PAN/VE/00/PLANALTO strain Tcl lineage. Parasitemia was
significantly higher (P<0.05) in the pregnant infected rats (PI) than in the infected virgin rats (VI). The offspring of the PI rats at 15, 30, 45
and 60 days after birth (ab) did not show circulating trypanosomes. An ELISA test revealed progressive increase of anti-7. cruzi IgM in the
serum of pups (24%) of the PI rats between 15 and 60 days. Anti-T. cruzi IgM decreased progressively in the PI pups and became negative
at 60 ab. Heart and skeletal muscle sections of 15% of the pups of the PI rats at 60 ab showed 7. cruzi antigen with PAP. 7. cruzi DNA was
detected through PRC in the serum of 4 pups (16%) of PI rats at 60 ab. Presence of anti-7. cruzi IgM and parasite DNA in the pups of rats
with acute infection can be considered as a criterion of congenital infection in pups without evident parasitemia.

Keywords: Trypanosoma cruzi, rat pups, congenital transmission, IgM, PCR

* Correspondencia:
E-mail: amaritza@ula.ve

Introduccion

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito
Trypanosoma cruzi y transmitida a los mamiferos por
insectos hematdéfagos de la subfamilia Triatominae [1].
Esta patologia representa la primera causa de lesiones
cardiacas en jovenes y adultos en los paises endémicos
de América Latina, donde existen de 18 a 20 millones de

personas infectadas y 100 millones en riesgo de contraer
la infeccion [2]. En Venezuela, el Ministerio del Poder
Popular para la Salud (MPPS) reporta una incidencia de 4%
y una prevalencia de 13% de infeccion en los habitantes
del medio rural [3]. La dinamica de la transmision de la
enfermedad de Chagas en el continente americano se ha
relacionado con los fendmenos evolutivos y adaptativos
que han sufrido los vectores selvaticos y peridomiciliarios
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[4]. Aunque la transmision vectorial de 7. cruzi ha generado
elevados casos de la enfermedad, se ha reportado que entre
un 2 y 8% de las madres infectadas transmiten el parasito al
recién nacido [5].

En la actualidad, la migracion de mujeres en edad fértil,
desde zonas rurales con alta prevalencia para la enfermedad
de Chagas, hacia las grandes ciudades en busca de mejores
condiciones de vida, ha convertido a la transmision con-
génita en un serio problema de salud publica en aquellas
zonas libres de la infeccion por 7. cruzi [6].

En relacion con los recién nacidos infectados, se ha
encontrado que no existe un perfil clinico patologico tinico,
por cuanto pueden presentarse tanto casos asintomaticos
(60 a 90%) [7], como recién nacidos con sintomatologia y
con diversas alteraciones clinicas, atribuidas a infecciones
precoces o tardias durante la vida fetal intrauterina, a la
respuesta inmunologica del recién nacido, a la duracion
del estimulo antigénico [8] o a la virulencia de la cepa del
parasito [9].

Los estudios histopatologicos e inmunohistoquimicos
realizados en placentas de mujeres chagasicas, han revelado
una amplia diversidad patoldgica, con presencia de nidos de
amastigotes, areas de necrosis, parasitos en los fibroblastos
corionicos, y en el mesénquima sub-amniotico del sinus
marginal e infiltrado inflamatorio en las vellosidades
coridnicas, compuesto de macrofagos CD68+, células T y
células Natural Killer (NK) [10,11].

En animales experimentales ha sido demostrada la
transmision congénita por 7. cruzi [12-14], observandose,
la presencia de parasitos en el utero gravido y en el liquido
amnidtico de ratas Wistar en fase aguda de la infeccion, asi
como nidos de amastigotes en el musculo cardiaco de los
fetos de ratas [13].

El diagnostico de la enfermedad de Chagas suele ser
complejo, puesto que la identificacion parasitologica del
agente causal pocas veces puede realizarse en las muestras
de pacientes que se encuentran en la fase indeterminada o
cronica de la enfermedad con escasa parasitemia [15]

Los estudios inmunoldgicos suelen ser ensayos o pruebas
de diagnodstico muy utilizados, sin embargo, su especificidad
es limitada por su reactividad cruzada con anticuerpos de
otras enfermedades como la leishmaniasis, presente en
las mismas areas geograficas endémicas que 7. cruzi [16].
El diagnostico pudiera hacerse mediante la deteccion de
anticuerpos especificos de los isotipos IgA e IgM, en los
casos con infeccion en las etapas indeterminadas o cronicas
de la enfermedad, en las que el parasito no se encuentra en
la circulacion sanguinea [15].

La comparacion entre varias técnicas de diagnostico
de la infeccion congénita por 7. cruzi, ha mostrado que
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) presenta un alto grado de sensibilidad y
especificidad en relacion a las técnicas serologicas, mas atin
cuando la identificacion de la infeccion se realiza en nifios
recién nacidos infectados con 7. cruzi, en los que el parasito
no puede ser identificado con las técnicas de diagnostico
tradicionales: examen sanguineo y xenodiagnostico [17].

En este trabajo, se evalu6 la transmision congénita de
T cruzi en crias nacidas de ratas Wistar con infeccion
aguda mediante estudios parasitologicos, ensayos inmu-
noenzimaticos (ELISA), peroxidasa-antiperoxidasa (PAP)
y PCR para la amplificacion del ADN del parasito.

Materiales y métodos

Cepa de T. cruzi: Se utilizd6 la cepa I/PAN/VE/00/
PLANALTO linaje Tcl, aislada de un Panstrongylus
geniculatus (Heteroptera, Reduviidae), insecto hematdgafo
capturado en una vivienda humana.

Animales experimentales: Se utilizaron ninfas de IV
estadio de Rhodnius prolixus, procedentes del insectario
de cria Herman Lent de la Facultad de Ciencias infectadas
experimentalmente con la cepa PLANALTO de T. cruzi
y ratas albinas (Rattus norvegicus) hembras cepa Wistar
de dos meses y medio de nacidas y con 250 g de peso,
procedentes del Bioterio Central de la Universidad de los
Andes (BIOULA).

Infeccion experimental y apareamiento de animales: Un
total de 18 ratas Wistar fueron separadas en tres grupos de
seis ratas cada uno, identificados como: ratas infectadas
prefiadas (IP) y los controles ratas infectadas virgenes (IV)
y sanas prefiadas (SP). Las ratas de los grupos IP ¢ IV fueron
infectadas por inyeccion intraperitoneal de una suspension
de 1,5x10* tripomastigotes metaciclicos, obtenidos de las
deyecciones y orina de R. prolixus.

Para obtener la prefiez, a los 12 dias posteriores a la
infeccion experimental (pi) a 6 de las ratas infectadas con
T cruzi y a 6 ratas sanas se les determind el ciclo estral,
revisando una muestra del contenido vaginal coloreado
con azul de metileno. La presencia de células nucleadas
cornificadas y epiteliales en el moco vaginal, dio evidenciade
la condicion de proestrus o estrus del ciclo estral [ 18]. Luego,
fueron colocadas 2 ratas hembras con 1 macho por jaula
durante tres dias a fin de permitir el apareamiento, al cabo
de este tiempo se verificod la presencia de espermatozoides
en el fluido vaginal y se les hizo seguimiento para verificar
la prefiez. Los animales fueron mantenidos en el bioterio
experimental en condiciones controladas de temperatura,
humedad relativa (54%) y alimentadas con Ratarina®
comercial y agua ad libitum. A los 21 dias del apareamiento
las ratas infectadas parieron 25 crias y las ratas SP parieron
30 crias. Ambos grupos de ratas se dejaron junto a sus madres
hasta el dia 21 en el cual las crias fueron destetadas.

Obtencion y procesamiento de las muestras. La parasitemia
patente (PP) fue estimada en las ratas IP entre los 12 y
34 dias pi, a los 6, 12 y 20 dias de preiadas y en las ratas
IV a los 12; 19; 24 y 34 dias pi. El numero de parasitos
fue estimado en 5 mm?® de sangre obtenida de cada rata
ligeramente anestesiada, mediante la ruptura del plexo
venoso de la orbita ocular con capilares heparinizados y el
numero de tripanosomas fue cuantificado en 100 campos
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microscépicos a 400x.

En las 25 crias de las ratas IP la parasitemia fue estimada
a los 15, 30, 45 y 60 dias de nacidas (dn). Para tal fin, la
sangre de cada cria, ligeramente anestesiada con vapores de
cloroformo (J. K. Baker Chemical, C.O), fue obtenida por
ruptura del plexo venoso de la orbita ocular con capilares
heparinizados, recogida en tubos de microcentrifuga y
centrifugada a 3000 rpm durante 45 min. El suero sanguineo
de cada cria fue separado y almacenado a -40 °C hasta
su utilizacién en el diagnéstico serologico y la deteccion
de ADN por PCR. Las crias de las ratas IP y SP fueron
sacrificadasalos 60 dn, mediante laaplicacion intraperitoneal
de una dosis de 40 mg/kg de peso de pentobarbital sdédico
y, el corazén y fragmentos de muisculo esquelético fueron
extraidos, lavados con solucion salina fisioldgica, fijados en
formalina neutra al 10% por 48 h y deshidratados mediante
pasos sucesivos por alcohol isopropilico a gradientes
crecientes de concentracion de 70%, 80%, 90% y 100% una
hora cada uno, alcohol-acetona 1:1, acetona pura, acetona-
xilol 1:1, una hora cada pase y en xilol puro por dos horas.
Las muestras se colocaron en una estufa toda la noche en
una mezcla de xilol- paraplast 1:1, se impregnaron con
parafina pura (Paraplast® plus tissue embedding médium
OXFORD) a 56°C por 72 h y se incluyeron en parafina.
Cortes de 7um de cada tejido fueron usados en el estudio
inmunohistoquimico con PAP.

El manejo de los animales experimentales se llevo a cabo
siguiendo las recomendaciones del Comité de Bioética y
Seguridad del FONACIT capitulo 2 [19].

Determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi: La presencia
de anticuerpos IgM e IgG especificos de 7. cruzi fue
determinado en el suero de las crias de ratas IP, mediante
el ensayo inmunoenzimatico ELISA [20]. El extracto
antigénico de formas de cultivo de 7. cruzi fue colocado
en la superficie interna de los pozos de cada microplaca
(Nunc Brand Products), luego un volumen de 100 pL de
cada muestra de suero diluida de 1:50 a 1:4000 fue colocada
en cada uno de los pozos de las microplacas, seguida de
incubaciéon con el anticuerpos IgM o IgG especificos
conjugado con peroxidada (Sigma, St. Luis, USA),
diluidos 1:4000 e incubados 2h a temperatura ambiente.
Posteriormente, los pozos fueron lavados con PBS a pH 7,2
y se incubo la microplaca con 3 3-tetramethylbenzidine por
10 min. La reacciéon fue detenida con acido sulftirico IN.
La absorbancia de cada placa fue medida a 450 nm usando
un lector de placas (Microwell System). La densidad optica
promedio (DO) de los sueros controles negativos y de sueros
positivos que contenian IgM o IgG especifico anti-7. cruzi
fueron calculados. Los resultados fueron expresados como
DO con un cut-off de 0,040 DO.

Reaccion de peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP). Los cortes
del corazon y musculo esquelético de las crias de las ratas
IP y SP fueron desparafinados, hidratados e incubados con
peroxido de hidrogeno (Merck) al 3% en metanol (Sigma,
St. Luis, USA) por 45 min, lavados con PBS a pH 7,2 ¢

incubados por 30 min con suero normal de cabra al 30%
diluido en PBS a pH 7,2. Posteriormente, se lavaron con
PBS y se incubaron con suero de conejo anti-7. cruzi diluido
1:100 en PBS 1 h y con suero de conejo anti-IgG conjugado
con peroxidada (Sigma, St. Luis, USA) diluido 1:500 por 45
min, se revelaron con 3,3 diaminobenzidina-urea (Sigma,
St. Luis, USA), se lavaron con PBS, se contra colorearon
con hematoxilina de Mayer (Sigma, St. Luis, USA), y se
cubrieron con el medio de montaje Mar-TEX (Macrosearch
C.A. Suecia) y laminilla para la observacion microscopica
[21].

Reaccion en cadena de la polimerasa: Para la extraccion
de ADN 500 pL de suero de las crias nacidas de ratas IP y
de ratas SP se mezclaron con buffer de lisis 2X (Tris-HCI
10 mM, pH 7,4, EDTA 5M a pH 8, SDS al 0,5%) y 10 uL
de proteinasa K (New England BioLabs,) a 20 mg/mL y se
incubaron a 56°C por 12 h. Luego de la inactivacion de la
proteinasa K, el ADN en el suero de las crias fue obtenido
empleando la técnica de extraccion con fenol (Prolabo):
cloroformo (J. K. Baker Chemical), y precipitacion con
etanol absoluto (J. K. Baker Chemical) [22].

Una vez extraido el ADN, se amplificéd un fragmento de
130 pb de la region del espaciador intergénico del ARN
ribosomal de 7. cruzi [23]. La prueba fue realizada en un
volumen final de 50 puL que contenia 250 ng de ADN, 0,5
pL de cada uno de los nucleétidos (New England BioLabs),
0,2 uM de los iniciadores TCPM1: 5'-GGG AGA GGT
TCC AGA TGT- 3' y TCPM2: 5°-GTC GGA GCA GGG
ACA GCA-3", 5 U de Taq polimerasa (Invitrogen), 5 uL de
tampon de PCR (BioLabs New England), 10X y 2,5 mM
de MgCl2 (J. K. Baker Chemical). La mezcla de reaccion
se someti6 a amplificacion en un termociclador (PTC-100
Programmable Termal Controller) mediante los siguientes
ciclos: 1 ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 1 minuto a
53°C, 1 min a 72°C, 1 min a 94°C, (correspondientes a las
fases de desnaturalizacion, hibridizacion y extension de los
iniciadores), y por ultimo un ciclo de 10 min a 72°C. Los
productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa al
2% (Sigma, St. Luis, USA) y una vez realizada la corrida
electroforética, el gel fue tefiido con bromuro de etidio
(Sigma, St. Luis, USA) y colocado en un analizador digital
de geles (UVP, USA) para la visualizacion de las bandas
especificas. Se consideraron positivas, las muestras que
presentaron bandas de amplificacion de 130 pb [23]. El
control positivo consistio de ADN extraido de epimastigotes
de T cruzi de la cepa PLANALTO y como control negativo
se utilizo una solucion con los reactivos utilizados donde el
ADN fue reemplazado por agua destilada.

Analisis estadistico: El analisis de los valores promedios de
las parasitemias patentes (tripanosomas/mm? de sangre) en
las ratas IP y la comparacion entre los titulos de anticuerpos
especificos IgM e IgG anti-7. cruzi en el suero de las crias
fue realizado usando el programa GraphPad Prism 4. Se fijo
un nivel de significancia de 0,05.
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Resultados

Evaluacion de la parasitemia patente: Los niveles promedio
de parasitemias patentes en las ratas [P fueron de 1,58;
4,75; 15,85 y 9,51 tripomastigotes/mm? de sangre a los 12,
19, 26 y 34 dias pi y con 0; 6; 12 y 20 dias de prefnadas
respectivamente. En las ratas IV las parasitemias fueron
de 3,8; 3,8; 9,5 y 0,0 tripomastigotes/mm? de sangre en los
mismos dias pi que las ratas IP, observandose que en las
ratas infectadas gestantes los niveles de parasitemia fueron
significativamente mayores a los 26 y 34 dias piy 12 y 20
dias de gestacion, en relacion con la observada en las ratas
IV. La comparacion de la evolucion de la parasitemia entre
las ratas IP e IV con T. cruzi, revelaron diferencias altamente
significativas (p<0,005) a partir de la segunda semana de
gestacion. (Figura 1). En las muestras de sangre de las crias
examinadas desde los 15 hasta los 60 dn no se observaron
tripanosomas circulantes en sangre periférica.
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Figura 1. Distribucion de valores de promedios de parasitemias patentes
(tripanosomas/mm?® de sangre) en las ratas infectadas prefiadas IP a los 12,
19, 26 y 34 dias de infeccion con la cepa PLANALTO de 7. cruzi y con 0,
6, 12 y 20 dias de prenadas respectivamente y en las infectadas virgenes IV
en los mismos dias de infeccion de las ratas IP.

IgM especifico anti-T. cruzi: Los anticuerpos IgM especificos
de T’ cruzi en el suero fueron detectados en 6 crias (24%) de
las ratas IP entre los 15 y 60 dn, con incremento progresivo
y valores maximos de DO a los 45 dn, lo cual indica la
produccion de este isotipo de anticuerpo por las crias
(Figura 2).

IgG especifico anti-T. cruzi: Las DO de los anticuerpos
IgG anti-T! cruzi disminuyeron en forma progresiva y
resultaron negativas en las crias a los 60 dn de las ratas
IP. La comparacion entre los valores de las DO de los
isotipos IgM e IgG en los sueros de las crias de las ratas IP
en los diferentes tiempos de muestreo, reveld diferencias
significativas (p<0,005) (Figura 2). Los anticuerpos IgM
e IgG especificos no fueron detectados en las muestras de
sueros de las 15 crias de las ratas RS.

Estudio inmunohistoquimico: La inmunotincion con PAP de
los tejidos miocardico y esquelético de las crias de las ratas
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Figura 2. Titulos de anticuerpos especificos 1gG e IgM anti-7. cruzi +
desviacion estandar detectados en el suero sanguineo de crias con 15 a
60 dias de nacidas de ratas con infeccion chagasica aguda (ELISA). Cutt
off: 0,040.

IP, revelo lesiones moderadas con infiltrados inflamatorios
focales en el corazon y musculo esquelético del 75% de las
crias. En 3 crias (15%) nacidas de las ratas IP se observo
antigeno de 7. cruzi en esos tejidos (Figura 3).

Estudio molecular: La técnica de PCR en las muestras de
suero obtenidas de 4 crias (16%) entre los 15 y 60 dn de las
ratas IP, confirmo¢ la presencia de ADN de 7. cruzi (Figura
4).

Figura 3. Corte de corazon de cria de ratas infectada con 7. cruzi de la cepa
PLANALTO que muestra reaccion antigénica de 7. cruzi y alteraciones en
las fibras cardiacas (=) (PAP, 400X).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con amplificados de 130
pb de muestras de suero de crias de ratas infectadas con 7. cruzi: Pozo 1.-
Control positivo, Pozo 2.- Control negativo, Pozos 3, 4 y 5 sueros de crias
de ratas infectadas, Pozo 6 y 8 sueros de crias de ratas sanas, Pozo 7.- suero
de rata infectada prefiada, Pozo 9.- Marcador de peso molecular.



118 Alarcon y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2010; 30:114-120

Discusion

La infeccion congénita ocurre por el paso de 7. cruzi al
feto a través de la placenta y se encuentra asociada a la
parasitemia patente maternal. Aunque se interrumpiera
totalmente la transmision vectorial, la infeccion congénita
continuaria siendo un problema de salud publica hasta
que las mujeres infectadas por esta via y en edad fértil
disminuyan proporcionalmente, razén por la cual seguiran
apareciendo casos con enfermedad de Chagas congénito
muchos afios después del control vectorial [14]. En este
sentido, el seguimiento de madres en edad fértil es de gran
importancia para conocer la casuistica de la enfermedad
de Chagas en areas endémicas y no endémicas para esta
parasitosis [5]. Igualmente es importante sefialar que la
reagudizacion de la infeccion por 7. cruzi por efecto del
embarazo, como consecuencia de la supresion transitoria de
la inmunidad mediada por células para prevenir el rechazo
del feto por la madre [24,25]; produce incremento de la [gM
maternal y fetal [26-28].

De todas las formas clinicas de la enfermedad de Chagas,
la congénita es la que demanda un diagndstico rapido y
de alta sensibilidad para identificar 7. cruzi en los recién
nacidos, en los cuales no es posible la deteccion mediante
los métodos directos convencionales menos sensibles. Los
anticuerpos IgM anti-7. cruzi no siempre son detectables en
el recién nacido, debido a que la infeccion es muy reciente,
o la transmision ocurrié al inicio del embarazo, o porque
existe un exceso de IgG materna que suprime la sintesis
fetal de IgM especifica [29].

Las técnicas seroldgicas permiten, tanto estimar los
niveles de infeccion por 7. cruzi al confirmar su presencia
(por un largo periodo de tiempo, de IgG especifica en nifios
nacidos de madres chagasicas), como evaluar las medidas
de control epidemiologico y vectorial [30,31]. Sin embargo,
la probabilidad de obtener falsos positivos, producto de
reacciones cruzadas con anticuerpos de individuos que
padecen otras enfermedades parasitarias, ha llevado a
la OMS recomendar el uso de por lo menos dos técnicas
serologicas con fundamentos metodologicos diferentes
[32].

La técnica ELISA ha sido utilizada tanto para detectar
IgM como IgG especificos en los recién nacidos, como
para distinguir entre infecciones congénitas y anticuerpos
transferidos por la madre [15]. Aun cuando el sistema
inmune fetal es considerado inmaduro, se ha demostrado
que los fetos infectados por 7. cruzi, son capaces de
desarrollar una respuesta inmune linfocitaria especifica
que reconoce otros tipos de antigenos [24]. En este estudio
en el modelo murino el uso de la técnica ELISA permitid
detectar la presencia de IgM anti-7. cruzi en el suero de 6
crias (24%) nacidas de ratas con infeccion aguda, condicion
que confirma la produccion de IgM por las crias y por tanto
la infeccidon congénita, ya que se ha demostrado que este
tipo de anticuerpo no cruza la placenta [9].

De igual forma, la deteccion de antigenos anti-7. cruzi
detectados por PAP en cortes de musculo cardiaco de 3

crias, indic6 que su presencia podria ser consecuencia de
la ruptura de células inflamatorias que median la lisis de
c¢lulas infectadas con 7. cruzi, promoviendo su liberacion
[11,12]. La presencia de los restos antigénicos constituye
una evidencia de 7. cruzi en los tejidos de las crias
analizadas y posiblemente se relacionen con la activacion
del complemento por parte de los parasitos durante el
periodo de gestacion [33].

Latécnica de PCR hasido utilizada en diversas infecciones
parasitarias producidas por protozoarios y en cuanto a 7.
cruzi,hasido considerada la mejor prueba para el diagnostico
de la infeccion congénita, al amplificar pequeiias cantidades
de ADN parasitario presente en las muestras de nacidos de
madres con elevadas parasitemias [12,14]. En este estudio,
usando la PCR, detectamos DNA de 7. cruzi en muestras
de sueros colectados de 4 (16%) crias de ratas IP, en las
cuales también se observé la presencia de IgM especifico.
Estos resultados sefalan que la deteccion de IgM y de ADN
del parasito en las muestras de suero de crias de ratas con
infeccion chagasica, es indicativo de infeccion congénita
por T. cruzi.

En este sentido, la metodologia de deteccion de genes
y secuencias especificas ha sido perfeccionada con el
desarrollo de diferentes sistemas de PCR en tiempo real, un
abordaje cuantitativo automatizado basado en el empleo de
sondas fluorogénicas (TugMan) o colorantes fluorescentes
con afinidad por la molécula de ADN (SYBR Green), para
medir en tiempo real la reaccion de amplificacion [34,35].
Esta metodologia de alto impacto posee un elevado
grado de sensibilidad, mas no permite discriminar la fase
reciente o tardia de la infeccion, por lo tanto la aplicacion
de la metodologia molecular y de métodos serologicos en
las muestras de las crias de madres IP utilizados en este
estudio, asi como la metodologia de PCR en tiempo real,
son ampliamente recomendables para el diagnéstico de
la transmision congénita por 7. cruzi. La combinacion de
las técnicas serologicas y moleculares de alto impacto y
elevado grado de sensibilidad que ha contribuido tanto en la
demostracion de la carga parasitaria de pacientes chagasicos,
como en el monitoreo de las parasitemias en respuesta a la
quimioterapia especifica anti-7. cruzi, las cuales podrian ser
aplicadas en el diagnostico de mujeres chagasicas durante el
periodo de gestacion y en el monitoreo de sus hijos desde el
momento del nacimiento.

Conclusiones y recomendaciones

El diagnostico serologico de 7. cruzi en recién nacidos
de madres con enfermedad de Chagas, tiene un bajo valor
predictivo positivo debido a que la presencia de anticuerpos
IgG anti-T cruzi en la mayoria de los recién nacidos se debe
a la transferencia pasiva de anticuerpos IgG de la madre al
feto; sin embargo, la deteccion de anticuerpos especificos
IgM anti-7. cruzi en el suero de crias nacidas de ratas IP es
una evidencia concluyente de una infeccion por 7. cruzi.

Ese hecho soporta la necesidad de centralizar esfuerzos
para estandarizar protocolos tanto serologicos como de PCR
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convencional y en tiempo real, los cuales probablemente
seran base para el establecimiento de criterios confiables
para la deteccion de casos congénitos de enfermedad de
Chagas. Aunque la transmision vectorial de 7. cruzi ha
generado gran cantidad de casos con enfermedad de Chagas,
existe consenso acerca de que, ain cuando se interrumpiera
la transmision vectorial, la transmision congénita de la
infeccion chagasica continuara siendo un problema de salud
publica.

Finalmente se recomienda la deteccion de IgM especifica
yde ADN de T cruzi, en muestras de suero de recién nacidos
de madres con infeccion chagasica aguda, ya que permiten
diagnosticar casos de enfermedad de Chagas congénita. Sin
embargo, es necesario continuar desarrollando métodos
sencillos y especificos que permitan un diagnéstico rapido
y seguro de la infeccion por 7. cruzi en el recién nacido.
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