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RESUMEN

La incorporacion de Chile en el programa INCOSUR, para la eliminacion de la
Transmision Vectorial y Transfusional de la Enfermedad de Chagas, ha contribuido en que
la transmisién vertical adquiera mayor relevancia en nuestro pais. El presente estudio
aborda la infeccidn familiar por T. cruzi de probables casos congeénitos no diagnosticados al
parto.

El grupo en estudio estuvo conformado por 32 mujeres chagasicas que habitan
localidades urbanas o rurales de las comunas de Salamanca, Illapel y Canela, en la
Provincia del Choapa, IV Regidn de Chile, ademas por sus hijos menores o iguales a un afio
(C.1.), sus hijos mayores de un afio (hermanos de C.l.) y las abuelas maternas. De esta
misma forma, se conformé el grupo control, pero a partir de 32 mujeres serolégicamente
negativas a la infeccion. El parto de estas mujeres ocurrié entre enero 2005 y julio 2006, en
todas ellas se confirm6 la infeccion por Trypanosoma cruzi mediante serologia
convencional (ELISA e IFl IgG) durante sus controles de embarazo. Todo caso
seroldgicamente positivo pesquisado en estos grupos familiares y confirmado por el ISP,
fue estudiado mediante Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR), Xenodiagndstico (XD) y
encuesta epidemioldgica.

En el grupo estudio, compuesto por 141 personas en total, de las cuales 138 fueron
evaluadas en aspectos seroldgicos, parasitoldgicos y epidemioldgicos, encontramos que el
62,5% de las madres chagasicas presenté PCR positivo y en ninguna de ellas obtuvimos un
XD positivo. En cuanto a las abuelas de estos grupos familiares, pesquisamos 20 casos
serologicamente positivos (71,4% de las abuelas), en 8 de ellas se encontré PCR positivo y
solo 2 tenian XD positivo. Se encontraron 2 casos de nifios serolégicamente positivos; uno
corresponde a un nifio nacido en el periodo (3,1% de C.I. positivos) y el otro a uno de los
46 hijos >1 afio (un 2,2% seroldgicamente positivos en hermanos de C.I.). Ambos nifios
poseen madre y abuela con serologia positiva para T. cruzi y entre ellos no existe
parentesco alguno. Ademas, sus madres poseen PCR positivo.

En el grupo control, con un total de 107 personas de las cuales 105 fueron evaluadas,
todas las madres resultaron negativas a la infeccion con T. cruzi tanto serolégica como
parasitologicamente. No encontramos casos seroldgicamente positivos en los hijos de las

categorias < a 1 afio (C.L.), ni en > de 1 afio (hermanos C.I.). En cuanto a las abuelas de
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estos grupos familiares, pesquisamos 7 casos con serologia positiva (30,4% de infeccidn
chagasica en abuelas), 2 abuelas tenian PCR positivo.

La encuesta epidemioldgica evidencid notables diferencias entre la informacion
recogida entre el grupo estudio y el grupo control; en cuanto a calidad de vivienda,
conocimiento y exposicion al vector y antecedentes familiares de la enfermedad de Chagas,
lo que supone la utilidad de la aplicacion de la encuesta epidemioldgica para estudios de
grupos familiares

Mediante el presente trabajo queda demostrado que mediante pesquisa seroldgica y
parasitologica retrospectiva y seriada, es posible detectar casos de transmision vertical no
detectados al parto (C.I). Por otra parte, debido a la presencia de Triatoma infestans y
Mepraia spinolai en la zona, es imposible descartar la transmision vectorial en los casos
positivos encontrados (diferentes a C.1.). La enfermedad de Chagas constituye una entidad
que afecta al grupo familiar, por lo que deberia ser abordada multidisciplinariamente. La
educacion para la salud, la vigilancia epidemioldgica medio ambiental y clinica en esta
zona hiperendémica constituyen los pilares fundamentales del control de la transmision de

la enfermedad de Chagas en esta region de Chile.
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SUMMARY

The incorporation of Chile to INCOSUR for the elimination of vector and
transfusional Chagas disease transmission has contributed that vertical transmission acquire
higher importance in our country. This investigation study family infection by
Trypanosoma cruzi of probable congenital cases not diagnosed at delivery.

The study group was constituted by 32 chagasic women of rural and urban zones of
the communities of Salamanca, Illapel and Canela of the Choapa Province, IV Region of
Chile and their children of less or equal to one year (IC), their children of more than one
year (brothers of IC) and the maternal grand mothers .The control group was constituted by
32 women with negative serology. The delivery of these women took place between
January 2005 and July 2006. In all of them the infection with T. cruzi was confirmed by
conventional serology (ELISA and IF 1gG ) during the pregnancy controls.

All the positive serology cases inquired in the family groups were confirmed by
the Institute of Public Health and by polimerase chain reaction (PCR), xenodiagnosis
(XD) and epidemiological inquest.

The study group were constituted by 141 individuals in total, 138 of them were
evaluated by serology, parasitologically and epidemiologically. We found that 62.5% of
the chagasic mothers had a positive PCR , none of them had a positive XD. In relation to
the grandmothers of  this family groups, we inquired 20 positive serological cases,
(71.4% of the grandmothers), 8 of them had positive PCR and only two positive XD.
Two children had positive serology, one was a child born in the period (3.1% of IC
positives) and the other was one of the 46 children > 1 year (2.2% of IC brothers were
serologically positive). Both children had a mother and a grandmother with positive
serology, between them there is no family relationship. HeR mothers had positive PCR.

In the control group with a total of 107 persons from which 105 were
evaluated, all the mothers were negative to T.cruzi infection, serologicaly and
parasitologicaly. We didn’t find positive cases by serology in the children < 1 year (IC),
none in the > 1 year (brothers of the IC). In relation of the grandmothers of the family
groups, we found 7 cases with positive serology (30.4% of infection in the

grandmothers), 2 grandmothers had positive PCR. The epidemiological inquest
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demonstrated differences between the information obtained in the study and the control
group, in relation to the quality of dwelling, knowledge and exposition to the vector,
and family antecedents of Chagas disease, which demonstrate the utility of the
epidemiological inquest in family studies. By this investigation we demonstrated that by
retrospective serological and parasitological studies it is possible to detect vertical
transmission not detectable during delivery (IC). By other side the presence of infected
Triatoma infestans and Mepraia spinolai in the zone impede to discard vectorial
transmission in the positive founded cases (different to IC). Chagas disease is a entity
which affect the family group, for this reason it must be studied multidisciplinary.
Health education epidemiological environmental and clinical surveillance in the
hyperendemic zone are the fundamental pillars for the control of the transmissions of
Chagas disease in this region of Chile.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis parasitaria cuyo agente etioldgico es el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Constituye uno de los principales problemas de
Salud Publica en Latinoamérica, con alta implicancia meédica, social y economica. En la
actualidad se estima que en Chile existen aproximadamente 145.000 individuos infectados
en la zona endémica, comprendida entre la |1 y la VI Region, incluida la Region
Metropolitana (OPS, 2006).

T. cruzi es transmitido al hombre y alrededor de 150 especies de mamiferos por
insectos hematofagos (Noireau, 1999). En Chile, existen tres especies de triatominos que
participan como vectores de la enfermedad, Triatoma infestans en el ciclo domestico de
transmision, Mepraia spinolai y M. gajardoi en el ciclo silvestre (Frias et al., 1998; Canals
et al., 2000).

Gracias a la participacion de nuestro pais en el Programa Intergubernamental del
Cono Sur (INCOSUR) para la eliminacién de la Transmision Vectorial y Transfusional de
la Enfermedad de Chagas, se ha podido certificar a Chile como el segundo pais que ha
interrumpido esta transmision en 1999 (OPS, 2006). En relacion a la transmision
transfusional, la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi en donantes de sangre es obligatoria
en toda la zona endémica (Schenone et al., 1995). Por este motivo, el mecanismo de
transmision transplacentario ha adquirido mayor importancia en la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas (Schenone, 1999).

En base a lo anteriormente expuesto, se inicia en el afio 2006 un estudio piloto de
transmision vertical por T. cruzi en la Provincia del Choapa, IV Region, siendo uno de los
objetivos establecer la actual prevalencia de infeccion chagasica en la mujer embarazada y
la incidencia de Chagas congénito en hijos de madres chagasicas.

Un aspecto de interés que abordo el presente estudio, es la infeccién familiar por T.
cruzi en la linea materna, es decir, probables casos congénitos no diagnosticados al
momento del parto. Para descartar otros mecanismos de transmision, se aplicé una encuesta

epidemiolédgica al grupo familiar.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas existe desde tiempos remotos en el continente americano.
Se ha planteado que el parésito causante de la enfermedad, circulé primero en mamiferos y
vectores silvestres para luego adaptarse al ciclo doméstico de transmision, hecho favorecido
por el desarrollo de la vida sedentaria de las tribus precolombinas y la construccién de

viviendas mas duraderas.

La extension territorial en que se distribuye T. cruzi y sus vectores (insectos
triatominos, cominmente llamados “vinchucas) comprende desde el Sur de los Estados
Unidos (35° N.), hasta Chile y Argentina (34,5° S. en Chile y 45° S. en la region patagénica
Argentina). Se han encontrado evidencias de su presencia en comunidades indigenas que
poblaron el extremo norte de Chile, (quebrada de Tarapacd) hace 3500 afios. Al analizar
muestras de tejidos momificados se ha logrado recuperar DNA de Trypanosoma cruzi,
aplicando la Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR) en cuatro de seis muestras

analizadas (Ferreira et al., 2000).

Figural
MAPA EPIDEMIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
EN CHILE Y AREA DEL ESTUDIO TRANS-GENERACIONAL
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En Chile, el area endemo-enzodtica de la enfermedad de Chagas se distribuye en
sectores rurales y periurbanos de las seis primeras regiones politico-administrativas, mas la
Region Metropolitana, y la XV Region de Arica y Parinacota, siendo las regiones Il y IV

consideradas hiperendémicas (Schenone et al, 1995).

a. Generalidades del Trypanosoma cruzi

El agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, T. cruzi, fue descrito por primera
vez por Carlos Chagas en 1909, en Minas Gerais, Brasil. Pertenece al Orden Kinetoplastida
y es miembro de la Familia Trypanosomatidae. Los Kinetoplastida son protozoos
flagelados con 1 o 2 flagelos que se originan de una abertura conocida como bolsa flagelar,
generalmente contienen una estructura prominente y paraflagelar conocida como
kinetoplasto y que corresponde a una condensacién de DNA localizado en el interior de su
unica mitocondria que esta ramificada por todo el cuerpo del parasito. El kinetoplasto de T.
cruzi se ubica cerca de la base del flagelo, y corresponde a una red de maxicirculos (20
kpb) y minicirculos (1.4 kpb) dentro del mitocondrién. EI DNA kinetoplastidico (kKDNA)
representa entre un 10-20% DNA total del parasito. Su genoma es relativamente superior al
de otros parasitos (100-200x 10° pb) (Brener et al., 2000).

T. cruzi es un hemoflagelado compuesto de poblaciones heterogéneas, que circulan
entre la especie humana, animales domésticos y reservorios silvestres (Fernandes et al.,
1997).

Los primeros estudios que demostraron la complejidad estructural de T. cruzi se
realizaron mediante métodos bioquimicos que analizaron los productos de la expresion
génica. Por medio de electroforesis de isoenzimas utilizadas como marcadores, se pudo
apreciar diferencias entre enzimas que poseian propiedades cataliticas similares. Entre los
anos 1977 y 1978, Miles et al. analizaron seis loci en T. cruzi y los resultados llevaron a
sugerir la existencia de tres esquizodemos, que denominaron zimodemas z1, z2 y z3; El
zimodema Z1 circula entre animales y triatominos de origen selvatico mientras que Z2 se
asocia al ciclo doméstico de transmisién, siendo aislado desde humanos y animales
domésticos. Finalmente el zimodema Z3 que fue aislado desde personas autoctonas de

Brasil y comparte el ciclo selvético.
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Por otra parte, el analisis de estas aloenzimas mediante electroforesis (zimogramas)
y el estudio de los fragmentos de restriccion de kDNA (Restriction fragment length
polymorphism, RFLP) han demostrado un marcado polimorfismo entre poblaciones
naturales de T. cruzi (Tibayrenc et al., 1988). Los parésitos que exhiben el mismo patron de
RFLP pertenecen a un mismo esquizodema. Diferentes grupos de investigadores han
reportado una estrecha correlacion entre zimodemas y esquizodemas, sugiriendo que los
genes estructurales nucleares que codifican enzimas y el DNA extranuclear (kDNA) han
tenido una evolucion paralela (Montamat et al., 1999). Otros estudios del genoma de T.
cruzi han demostrado la existencia de una alta representacion de genotipos en relativamente
pocos multilocus, ya que al analizar 121 aislados de T. cruzi, extraidos de diferentes areas
geogréficas, se observé que el 93% de los 15 loci estudiados fueron polimorfos, con un
promedio de 5,14 alelos por locus. Se detectaron 43 genotipos, de los cuales solo 16 fueron
detectados més de una vez (Tibayrenc et al., 1986).

Estos hallazgos en conjunto hicieron sugerir que las poblaciones de T. cruzi poseen
una estructura clonal, siendo estos clones estables en el tiempo y espacio, lo que permite
estudiarlos como marcadores epidemioldgicos. En 1999, se acordd en la Reunion Satélite
de Rio de Janeiro la existencia de dos grandes divisiones en aislados de T. cruzi, los cuales
podrian tener subespecies: las Tipo | (Z1, isoenzimas 1-25) y Tipo Il (Z2, Z3, isoenzimas
26-43). En estudios posteriores se determind que el Tipo Il deberia ser subdividido en 5
linajes (lla-11e) o DTUs (Discrete typing units) (Brisse, et al. 2000)

Luego de estos extensos estudios de genética poblacional del T. cruzi, en diversos
paises de Sudamérica incluso Chile, surge con mayor fuerza ain la teoria de estructura
clonal para las poblaciones de este parasito. Investigaciones empleando técnicas de
hibridacion de DNA y analisis de esquizodemas (RFLP), concuerdan con la caracterizacion
mediante isoenzimas y apoyan la hipotesis de clonalidad, lo que implica que los marcadores
especificos del KDNA y del DNA nuclear son transmitidos en conjunto a la progenie
(Carrefio et al., 1987; Solari et al., 1992; Venegas et al., 1997). Hasta el afio 2001, la
mayoria de los trabajos realizados le otorgaba una importancia minima al intercambio
sexual (si es que existia realmente) en la estructura génica y evolutiva del parésito, pero ese
afio otros estudios demostraron la existencia de eventos de recombinacion, principalmente
en genes mitocondriales y sugirieron la existencia de cuatro linajes que no necesariamente

coinciden con los ya reportados (Machado et al., 2001).
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Todo lo anteriormente sefialado nos reafirma que T. cruzi esta constituido por una
poblaciéon heterogénea, de estructura basicamente clonal compuesta por un conjunto de
cepas que circulan en los ciclos doméstico y selvatico incluyendo humanos, vectores y
reservorios animales (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc, 2003). Esta amplia diversidad
podria implicar caracteristicas biologicas distintivas entre las poblaciones estudiadas, las
cuales incidirian en los eventuales efectos patologicos, vulnerabilidad a drogas y vacunas y
otras caracteristicas de importancia médica (Miles et al., 1977; Dvorak, 1984; Ayala, 1993;

Fonseca y Romanha, 1999).

b. Ciclo bioldgico

El T. cruzi es un parasito unicelular que alterna su vida entre dos hospedadores
multicelulares: un invertebrado y un vertebrado. Bajo condiciones naturales, T. cruzi,
infecta més de 150 especies de mamiferos de diferentes 6rdenes y se transmite a través de
hemipteros hematdéfagos de la Familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, popularmente
conocidos como vinchucas (Noireau, 1999). De los 16 géneros distintos que son
susceptibles a la infeccion por T. cruzi, los mas importantes son Pastrongylus, Rhodnius y
Triatoma (Goble, 1970; Pinto, 1990).

El ciclo biolégico comienza cuando el hospedador invertebrado, insecto triatomino,
ingiere sangre con formas tripomastigotes de T. cruzi desde mamiferos infectados. Al
llegar al estomago del insecto, las formas tripomastigotes se transforman en
esferomastigotes y epimastigotes. Luego los parasitos migran hacia el intestino, donde se
multiplican muy activamente en el lumen como formas epimastigotes (Brener et al., 2000).
Las formas epimastigotes se unen por interacciones hidrofobicas al epitelio del intestino
medio y posterior, y también a la capa cuticular del epitelio de la glandula rectal y del saco
rectal, lo que se observa 8 dias después de la infeccion (Schaub y Boker., 1987) y, al cabo
de 15 a 30 dias, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior del
triatoma. Cuando el insecto pica al mamifero, emite deyecciones con formas
tripomastigotes y epimastigotes, que son inoculadas en la piel o0 mucosas del vertebrado
(mamifero). Los epimastigotes son rapidamente fagocitados mientras que los
tripomastigotes penetran en cualquier tipo celular, menos en neutrofilos y eosindéfilos,
ubicandose en una vacuola intracelular llamada “parasitofora”. En el interior de la célula

los tripomastigotes se transforman a la forma amastigote y ahora libres en el citoplasma,
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después de 35 hrs. de inoculados, comienza el proceso de fision binaria y cuando llegan a
un ndmero cercano a las 500 amastigotes, sincronizadamente se transforman a
tripomastigotes. El flagelo de esta forma evolutiva comienza con un movimiento que se
cree es responsable de la ruptura de la célula hospedera, liberando estos tripomastigotes
que podrian invadir células cercanas o salir al torrente sanguineo y distribuirse por el

cuerpo del hospedero vertebrado (Brener et al., 2000).
Figura 2

Ciclo evolutivo de Trypanosoma cruzi
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En Chile existen dos ciclos de transmision para T. cruzi, cada uno de ellos
dependiente de una especie diferente de triatomino: el silvestre, se relaciona con M.
spinolai, insecto autdctono de nuestro pais (Canals et al., 2000), que generalmente
involucra hospederos vertebrados animales y el otro es el ciclo doméstico, dependiente de
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Triatoma infestans, que se encuentra en el area domiciliaria y peridomiciliaria e involucra a

humanos y animales domesticos (Apt y Reyes, 1990).

c. Mecanismos de transmision de T. cruzi:

El principal mecanismo de transmision de T. cruzi es a través del vector triatomino
(que representa entre un 80-90% de la transmision), pero también existe transmision
transfusional y transplacentaria 0 congénita; excepcionalmente por trasplante de érganos e
infecciones accidentales de laboratorio (Schenone et al., 1985; Apt y Reyes 1986; Wendell
etal., 1992).

En 1991, parte la Iniciativa de los paises del Cono Sur para la eliminacion de la
transmision vectorial de la enfermedad de Chagas (OPS, 2006), lo que aumenta el interés
en ella haciendo obligatorio en Chile, a partir de 1996, el tamizaje en donantes de sangre en
la zona endémica, lo cual también aumenta las notificaciones (Schenone et al., 1995).

Durante el afio 1998 fueron 553 los casos notificados, o que representa una tasa de
3,8 por 100.000 habitantes. De éstos, se puede observar que el 80% corresponde solamente
a casos pesquisados mediante serologia, no existiendo signologia clinica ni nexo
epidemioldgico, lo que permite inferir que el 80% de las notificaciones corresponde a
donantes de sangre, es decir, el aumento en la notificacion de casos positivos a la infeccion
con T. cruzi se deberia principalmente a dos factores: al aumento de tamizaje en donantes,
que queda de manifiesto en el alto porcentaje de diagndsticos seroldgicos (80%) y por otra
parte, al incentivo debido al programa de eliminacion de la transmision vectorial y
transfusional (Olea, 1998). No obstante ser la enfermedad de Chagas de declaracion
obligatoria, esto no se cumple en la practica, por consiguiente existe una subnotificacion
importante.

La enfermedad de Chagas congénita es la infeccidn del recién nacido, con examen
parasitologico directo y/o reaccion de PCR positiva, hijo de madre chagasica. En
Latinoamérica la tasa de transmision de la infeccion congénita por T. cruzi varia entre el

1% vy el 12%, en Brasil, Argentina, Bolivia, Chile y Paraguay (Carlier y Torrico, 2003).
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d. Manifestaciones clinicas:

La etapa inicial de la enfermedad de Chagas se caracteriza por una elevada
parasitemia debido a que las formas tripomastigotes circulantes en sangre diseminan la
infeccion en un incremento exponencial de parasitos intracelulares y sanguineos (Fase
Aguda). El parasitismo, eventualmente decae por la respuesta inmune del hospedero y
gradualmente la parasitemia patente de fase aguda evoluciona a una parasitemia subpatente
(Pinto, 1990; Wendell et al., 1992; Brener et al., 2000). Superada esta etapa, el hospedero
puede permanecer sin sintomatologia alguna, es decir, en una fase indeterminada o
asintomatica. En esta fase cronica hay niveles bajos de parasitemia lo que dificulta el
diagnostico parasitolégico. Mientras un 70% de los casos pueden permanecer asintomaticos
toda su vida, el otro 30% desarrolla cardiomiopatias de lenta evolucion y que puede llevar a
la muerte de los pacientes por insuficiencia cardiaca, trastornos de la conduccion y graves
arritmias. Por otra parte, se pueden desarrollar visceromegalias a nivel de es6fago y colon
(Brener et al., 2000).

En la transmisién vertical de T. cruzi al feto en formacion, el parésito puede pasar
transplacentariamente en cualquier etapa del desarrollo gestacional, asi como también, en
embarazos sucesivos y gemelares. Generalmente se producen fetopatias, pero no abortos y
el nifio recién nacido (RN) puede ser aparentemente sano y de peso adecuado a su edad
gestacional (90% de los casos), pero también puede presentar cuadros que pudieran llegar a
ser mortales (10% de los casos), con neonatos de bajo peso, prematuros con
hepatoesplenomegalia y otros sintomas caracteristicos del sindrome de TORCH (Infeccién
materna que afecta al feto en gestacion, producida por una serie de agentes infecciosos
virales, parasitos y otros, que se han agrupado bajo la sigla TORCH: toxoplasmosis,
rubéola, citomegalovirus, herpes y enfermedad de Chagas) (Torrico et al., 2004).

T. cruzi alcanza la circulacion fetal por via hematdgena, como resultado de una
placentitis, donde se encuentran focos inflamatorios agudos y/o crénicos, areas de necrosis,
presencia de células gigantes y parasitismo de las células trofoblasticas y de macro6fagos,
constituyendo cuadros de vellositis e intervellositis de intensidad variable; también el
parasito puede penetrar en forma activa hacia la circulacion fetal. (Torrico et al, 2004). No
existe una correlacién directa entre el grado de parasitismo placentario e infeccion fetal.
Puede haber gran cantidad de parasitos en la sangre materna sin haber transmision

transplacentaria (Bittencourt, 1992).
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Se ha planteado que la severidad del cuadro congénito podria deberse al polimorfismo
que presentan las poblaciones de T. cruzi; pero estudios recientes realizados en Bolivia
demuestran que ni la ocurrencia ni el desarrollo de formas clinicas severas se debe al
polimorfismo del ADN de T. cruzi. (Virreira et al., 2006). Por otra parte, por medio del
estudio de la actividad y el fenotipo de las celulas Natural Killers, de sangre de cordon
umbilical de recién nacidos congénitamente infectados, se pudo apreciar que las células
CD56 no solo disminuyeron en numero, sino que también exhibieron una capacidad
defectuosa para producir interferon gamma. Esta falla en la funcion del efecto citotdxico se
asocia con una expresion reducida de receptores de superficie, todo lo anterior podria
indicar que T. cruzi es capaz de modular la respuesta inmune (Hermann et al., 2006).

Existe consenso que ante la deteccion de un caso congénito este debe tratarse, ya
que se ha demostrado una negativizacion de la serologia y la parasitemia, que es mayor
mientras mas precoz se inicie el tratamiento.

La intervencion de la transmision transplacentaria por T. cruzi ha tenido
limitaciones, debido a dificultades en el diagnéstico, esquemas inadecuados o poco claros
de seguimiento y fundamentalmente, a que la gran mayoria de los recién nacidos (RN)
infectados son asintomaticos y por consiguiente subdiagnosticados.

e. Diagnostico de laboratorio:

El diagnostico parasitoldgico de la enfermedad de Chagas se basa en demostrar la
presencia de T. cruzi mediante pruebas directas, aplicadas fundamentalmente en la fase
aguda de la infeccion. Las mas utilizadas son: examen microscopico de sangre al fresco,
microstrout, gota gruesa y xenodiagndstico (OPS, 2006; Apt et al., 2006).

El estudio parasitoldgico de la infeccion chagasica en nuestro pais, se ha efectuado
principalmente a través de xenodiagnostico (XD), debido a la carencia de otros métodos
mas eficaces para detectar T. cruzi en la sangre de individuos infectados (Schenone et al.,
1995). Este método presenta una mayor sensibilidad en individuos jovenes y con infeccion
reciente. De esta manera, se han reportado sensibilidades en grupos etareos menores de 10
afios del 60,8% y 75%. En la infeccion cronica, en cambio, se ha reportado una sensibilidad
de 49,3%. Su rendimiento aumenta significativamente a medida que aumenta el nimero de
cajas utilizadas (Schenone, 1999). Una de las desventajas del XD, es el periodo que

transcurre para obtener un resultado, que varia entre 30 y 120 dias (Noireau, 1999). Debido
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a que en el periodo cronico de la enfermedad la parasitemia disminuye a niveles
subpatentes, la utilidad de las pruebas directas se ve limitada, siendo en esta etapa de
eleccion los métodos indirectos que detectan anticuerpos especificos contra el parasito,
tales como la Inmunofluorescencia Indirecta y ELISA IgG (Brener et al., 2000).

Desde hace algunos afios, la técnica de PCR ha sido introducida en nuestro pais
como método de diagndstico parasitoldgico en las diferentes etapas de la enfermedad de
Chagas, permitiendo no solamente detectar la presencia de T. cruzi en la sangre sino
también caracterizar las cepas circulantes (Noireau, 1999). La técnica de PCR ha permitido
optimizar el diagnostico parasitologico de T. cruzi amplificando ADN desde regiones
altamente repetidas del genoma de T. cruzi, constituyéndose en una promisoria herramienta
para ser utilizada en el diagnostico y evaluacion terapéutica de la infeccion (Zulantay et al.,
2004; Apt et al., 2005). Numerosos estudios realizados en la Gltima década han evidenciado
que la técnica de PCR en muestras de sangre de individuos infectados posee mayor
sensibilidad en relacion a otras técnicas de diagnéstico parasitologico, tales como XD y
hemocultivo (Solari et al., 2001). La técnica de PCR permite un diagnostico temprano, facil
y confiable de infeccidn congénita, con muestreos que se obtienen antes que la madre y el
recién nacido abandonen la maternidad (Virreira et al., 2003; Mora et al., 2005).

En la actualidad no existen datos epidemioldgicos fidedignos de la infeccion
congénita en nuestro pais, por lo que no se conoce realmente la magnitud e importancia que
ha adquirido este mecanismo de transmision, ni los alcances del mecanismo vertical en
nifios menores de 10 afios (etapa cronica reciente) (Luquetti et al, 2005).

Diversos autores sugieren que la enfermedad de Chagas congénita debe ser
abordada en forma multidisciplinaria dentro de un grupo familiar. En Salta-Argentina, se
realizé un estudio a 340 nifios que nacieron de madres cronicamente infectadas y en 31 de
ellos, se demostro la infeccion por T.cruzi. Se establecié ademas, la prevalencia de
transmision congénita en los hermanos, tanto para los del caso indice infectado (11C) como
para los no infectados (NIIC), la cual resultd ser de 31,4% (32 de 102 nifios), no
encontrandose ningun infectado en las familias NIIC. Ademas, en 4 familias se demostrd la
transmision de segunda generacion (de abuela a la madre y de madre al recien nacido), por
lo que se plantea que en hermanos de un RN infectado con T. cruzi, deberia realizarse el

diagnostico aln en ausencia de sintomas (Sanchez et al., 2005).
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Por lo tanto, es de suma importancia abordar cada caso de infeccion congénita por
T. cruzi de manera integral, ya que existiria una alta probabilidad de que los hermanos del
caso indice, presenten también la infeccion. Una vez obtenida la confirmacion diagndstica,
deberia realizarse-el seguimiento del caso y su grupo familiar, junto a estrategias educativas

eficaces y atencion médica oportuna, que incluya eventual terapia especifica.

24



I11. HIPOTESIS

Mediante el estudio serologico y parasitologico de los hijos de madres chagasicas, es
posible detectar casos de transmision vertical de T. cruzi no pesquisados en el parto.

Gracias a que en Chile se encuentra interrumpida la transmision vectorial desde 1999
(OPS, 2006) y por medio de las herramientas de estudio parasitoldgico (PCR; XD) y
serolégico (IFI; ELISA), es posible inferir la existencia de infeccién congénita trans-

generacional por T. cruzi en grupos familiares de la Provincia del Choapa.

IV. OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio trans-generacional de la infeccién chagasica en grupos
familiares maternos de la Provincia del Choapa; mediante evaluacion epidemioldgica,
parasitoldgica y de la respuesta inmune humoral.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar madres serolégicamente positivas para enfermedad de Chagas y conformar
grupos familiares que incluyan a sus hijos y a la abuela materna de estos Gltimos.

Evaluar a los miembros de estos grupos familiares mediante técnicas seroldgicas
indirectas; la presencia de anticuerpos IgG anti-T. cruzi y en los casos positivos, realizar
estudios parasitolégicos.

Inferir, de acuerdo a los resultados e informacién obtenida, los posibles mecanismos de
transmision en los casos positivos detectados.

Establecer si la enfermedad de Chagas constituye un problema de Salud Publica que
involucra a grupos familiares y que por tanto, deberia ser abordada
multidisciplinariamente, evaluando clinica y epidemiolégicamente el entorno del caso

indice.
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VI. MATERIAL, SUJETOS Y METODOS

a. CONFORMACION DE GRUPOS FAMILIARES

El grupo en estudio estuvo conformado por 32 mujeres (con edades que fluctuaron
entre 19 y 45 afios) que habitan localidades urbanas o rurales de las comunas de Salamanca,
Illapel y Canela, en la Provincia del Choapa, IV Regién de Chile. En todas estas mujeres se
confirmé la infeccion por T. cruzi mediante serologia convencional (ELISA e IFI IgG
positiva) durante su control de embarazo. El parto ocurrié entre enero del 2005 y julio del
2006. Este grupo familiar incluyo, ademas, a los hijos de estas madres chagasicas, que para
efectos del estudio, fueron subdivididos en dos grupos: hijos menores o iguales a un afio e
hijos mayores de un afio. Se incluyé ademas, en la conformacion de este grupo, a las
abuelas maternas de estos nifios. EI grupo en estudio quedd, de esta manera, conformado
por cuatro sub-grupos:

e Madres chagasicas.

e Hijos menores o iguales a un afio. Caso indice (C.I.)

e Hijos mayores de un afio. (hermanos de C.I.)

¢ Abuelas maternas.

El grupo control estuvo conformado de forma similar, pero a partir de 32 mujeres
serologicamente negativas para T. cruzi (madre, hijos mayores de un afio, hijos menores o

iguales a un afio y abuelas).

b. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA (anexo 1)

Se aplicd una encuesta “ad hoc” a las madres chagasicas y a los casos positivos
diagnosticados durante este estudio, para obtener datos epidemiologicos (conocimiento y
presencia de vinchucas, calidad de la vivienda, etc.) y clinicos (antecedentes de
enfermedades cardiacas, abortos, antecedentes de enfermedades familiares, etc.), todos
datos relevantes para descartar otros mecanismos de transmision diferentes al

transplacentario.
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c. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

i) Sangre periférica: A los individuos en estudio, se les extrajo 10 ml de
sangre venosa, sin anticoagulante, con el fin de producir la retraccion del coagulo y
obtener suero para las reacciones de IFI y ELISA (ésta dltima realizada en el
Laboratorio de Referencia de Parasitologia, Instituto de Salud Publica). A los casos
serolégicamente positivos se les tomd una nueva muestra de sangre para realizar
PCR. Se efectud, a todos los nifios nacidos entre enero del 2005 y julio del 2006, las
técnicas de IFI, ELISA y PCR, en muestras de sangre obtenidas al nacimiento (el
estudio en los nifios nacidos durante el 2005 fue de manera retrospectiva, por lo que

no tienen muestra al nacimiento), 9 y 12 meses de edad respectivamente.

ii) Xenodiagnostico: Se aplic6 en los pacientes con serologia positiva para
T. cruzi (IFl y ELISA), dos cajitas que contenian cada una 7 ninfas de tercer o
cuarto estadio de T. infestans libres de infeccidn. Luego de su aplicacion por 20 a 30
minutos en la cara externa de cada brazo de los pacientes en estudio, las cajas fueron
mantenidas a 27°C realizandose un examen microscopico de la muestra fecal de
cada insecto a los 30, 60 y 90 dias de incubacion con el fin de observar las formas

tripomastigotes de T. cruzi.

d. REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (Anexo 2)

Se utiliz6 como antigeno formas epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuén (cedidas

gentilmente por el Dr. Juan Diego Maya del Programa de Farmacologia. ICBM. Facultad

de Medicina), las que fueron cultivadas en medio Diamond suplementado con 5% de SFB y

mantenidos a 28°C. La cosecha se realizé durante la fase exponencial de crecimiento por

centrifugacion a 500 G por 10 minutos a 4°C. Se consideré como reaccién positiva un titulo

igual o mayor a 1/20. En cada determinacion fueron incluidos controles positivos y

negativos (Zulantay, et al., 1998). Como conjugado se utilizd Fluoline G (Globulina de

cabra anti IgG humana marcada con isocianato de fluoresceina. BioMerieux, Ref. 75692).

Los resultados fueron evaluados ademéas en laboratorio externo (Laboratorio de

Referencia de Parasitologia del Instituto de Salud Publica de Chile, ISP).
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e. REACCION DE ELISA

Se utilizaron como antigeno formas epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahten y las
placas fueron sensibilizadas con 5 pg de antigeno por pocillo. La determinacion de
densidad dptica (DO) se realizd en lector automatico Dynatech a 490 nm. El limite
discriminativo de positividad se calculd6 como el producto de la media aritmética de los
controles negativos mas 3 desviaciones estandar (Zulantay, et al., 1998). Este analisis fue

efectuado en el Laboratorio de Parasitologia ISP.

f. REACCION DE PCR

Se desarroll6 de acuerdo a la técnica descrita por Solari et al. (2001) y Zulantay et al.
(2004). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 5 ul de DNA extraido y purificado de
sangre periférica de los individuos en estudio, 2 pl de 121 (5’-AAATAATGTACGGG
(T/G) GAGATGCATGA3’) y 122 (5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3"),
estos oligonucleotidos estaban a una concentracion de 25 uM, 10 ul de buffer de Taq
polimerasa (Tris-HCI pH 8.8 67 mM, 16.6 mM de (NH4)2SQ,4, 6.7 mM de MgCl,, 10 mM
2-Mercaptoetanol), 0.5 ul de BSA, 1ul (0.4 mM) de los cuatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 29 ul de agua bidestilada para un volumen final de 50 ul, ademas de 4 U Taq
polimerasa (0.5 ul). Esta mezcla fue cubierta por 80 ul de aceite mineral. La reaccion de
PCR se llevo a cabo con el siguiente programa de amplificacion: un ciclo inicial de 98°C
por 2 min., otro de 1 min. a la misma temperatura, luego 64°C por 1 min. y finalmente 2
min. a 72°C; 33 ciclos intermediarios de 94°C por 1 min., 64°C por 1 min. y 72°C por 2
min.; y un ciclo final de 72°C por 10 min. La reaccién de PCR se realiz6 en un
termociclador PTC-100. Posteriormente, 10 pl del amplificado fueron mezclados con 4 pl
de buffer de carga que contenia xylenxianol y azul de bromofenol y se sometié a
electroforesis durante 90 min. a 115 volts en gel de agarosa al 2%. EIl gel fue tefiido con

bromuro de etidio (10pg/ml) por 10 min. y luego fotografiado.
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NOTA: Todos los procedimientos que se realizaron en humanos en el presente estudio,
cuentan con la aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos, de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Todos los menores de edad que fueron

muestreados para este estudio, cuentan con el Consentimiento Informado de sus padres.
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VIl. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el Grupo de estudio, con un
total de 141 personas, de las cuales 138 fueron evaluadas en los aspectos seroldgicos,
parasitologicos y epidemioldgicos; encontrandose que el 71,4% de las abuelas, 3,1% de los
nifios nacidos en el periodo y 2,2% de los hermanos estudiados fueron serologicamente

positivos a la infeccion con T. cruzi (Tablas 1-3).

A. Resultados Grupo de Estudio:

Tabla 1

DISTRIBUCION DE 10 MADRES CHAGASICAS PROCEDENTES DE
SALAMANCA, PROVINCIA DE CHOAPA, IV REGION, CHILE; SUS HIJOS
MENORES O IGUAL A UN ANO, MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS,
SEGUN SEROLOGIA, XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE
CHAGAS. (ENERO 2005 A JULIO 2006)

SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL n n
+ + n +
Madres Chagésicas 10 10 10 10 7 10 0
Abuelas 10 9 7 7 5 4 1
Caso Indice
(<alafio) 10 10 0 10 0
Hermanos
(>de 1 afo) 17 17 0

En la Tabla 1, se detallan los resultados seroldgicos y parasitoldgicos obtenidos del
estudio de 10 madres y los integrantes de su grupo familiar, procedentes de Salamanca. Se
pudo observar que:

— En 7 de las 10 madres chagasicas pesquisadas se diagnostico PCR positivo, pero
ninguna de ellas XD positivo.

— Ninguno de los 10 nifios nacidos entre enero 2005 y julio 2006 en esta localidad, y
que fueron estudiados serologica y parasitologicamente en retrospectiva (al
nacimiento y/o a los 9 y 12 meses de edad), resultd infectado congénitamente por T.

cruzi.
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— No se encontrd seropositividad a la infeccion con T. cruzi en nifios mayores de 1
afio (hermanos del caso indice).

— Se pesquisaron 7 abuelas chagésicas cronicas, de las cuales 5 tienen PCR positivo y
solo una XD positivo.

Tabla 2

DISTRIBUCION DE 12 MADRES CHAGASICAS PROCEDENTES DE ILLAPEL,
PROVINCIA DE CHOAPA, IV REGION, CHILE; SUS HIJOS MENORES O
IGUAL A UN ANO, MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS, SEGUN
SEROLOGIA, XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS.
(ENERO 2005 A JULIO 2006)

SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL
" + " + n +
Madres Chagésicas 12 12 12 12 5 12 0
Abuelas 12 12 7 5 2 4 0
Caso Indice
(< a1l afio) 12 12 0 12 0
Hermanos
(>de 1 afio) 9 9 0

En la Tabla 2, se detallan los resultados seroldgicos y parasitolégicos obtenidos en los
grupos familiares de 12 madres procedentes de Illapel. Al respecto se pudo observar que:

- 5 de las 12 madres serolégicamente positivas presentd PCR positivo y ninguna de
ellas resulto con XD positivo.

- No hay casos serologicamente positivo a T. cruzi en los 12 nifios nacidos en este
periodo, ni en sus hermanos.

- Se estudiaron 12 abuelas en esta localidad, encontrdndose que 7 de ellas eran
portadoras de una enfermedad de Chagas crénica, 2 tenian PCR positivo y ninguna

XD positivo.
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Tabla 3

DISTRIBUCION DE 10 MADRES CHAGASICAS PROCEDENTES DE CANELA,

PROVINCIA DE CHOAPA, IV REGION, CHILE; SUS HIJOS MENORES A UN
ANO, MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS, SEGUN SEROLOGIA,

XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS (ENERO 2005 A

JULIO 2006)
SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL
" + n + n +
Madres Chagasicas 10 10 10 10 8 10 0
Abuelas 9 7 6 6 1 4 1
Caso Indice
(< a1afio) 10 10 la 10 1a
Hermanos
(>de 1 afio) 20 20 le 1 le

% Caso de nifio cuya serologia y PCR fue positivo en cada una de las muestras seriadas
que se realizaron durante este estudio (el resultado incluido en la Tabla corresponde a
muestra tomada al afio de edad).

¢ Caso de nifio de 10 afios que presenta serologia y PCR positivo. Para este estudio se le

realizaron dos muestreos. La serologia fue confirmada por ISP

En la Tabla 3, se detallan los resultados seroldgicos y parasitologicos obtenidos en 10

madres y sus grupos familiares procedentes de Canela. Se observo lo siguiente:

- EI 8 de estas madres chagasicas presentd PCR (+), todas con resultados negativos
de XD.

- En esta localidad un caso indice resultdé positivo tanto seroldégica como
parasitologicamente (PCR) a la infeccion con T. cruzi. Ambos resultados se
mantuvieron a los 9 y 12 meses. Este caso se encuentra actualmente en tratamiento.

- Fue encontrado un nifio de ocho afios seroldgicamente positivo y cuyo PCR también

es positivo. Este nifio es hermano de un caso indice seroldgicamente negativo.
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- En este grupo de 9 abuelas maternas, encontramos 6 que eran chagasicas y de ellas

solo una presenta resultados parasitologicos positivos para T. cruzi (PCR y XD).

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados
en sangre periférica de madres chagasicas y sangre de cordon de RN
con los primers 121-122. Deteccion de kDNA kinetoplastidico
de Trypanosoma cruzi

M44 H45 MI162 HI?0 M8 H7 MI10 H9 MI2 HI1 MIl4 HI3

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

M: Madre
H: Hijo Recién Nacido

Figura 3

B. Resultados Grupo Control:

A continuacién (Tablas 4-6), se presentan los resultados obtenidos en el grupo control
conformado por 32 mujeres serolégicamente negativas y sus grupos familiares (casos
indice, hijos mayores o iguales a un afio y las abuelas maternas de estos nifios), con un total
de 107 personas de las cuales 105 fueron evaluadas en los aspectos serolégicos,
parasitolégicos y epidemiologicos, en ellos pesquisamos a 30,4% abuelas positivas a la
infeccion por T. cruzi, no encontrandose ni C.I., ni hermanos positivos.
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Tabla 4

DISTRIBUCION DE 9 MADRES CONTROL PROCEDENTES DE SALAMANCA,
PROVINCIA DE CHOAPA, 1V REGION, CHILE; SUS HIJOS MENORES A UN
ANO, MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS, SEGUN SEROLOGIA,

XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS.
(ENERO 2005 A JULIO 2006)

SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL
n + n + n +
Madres Control 9 9 0 9 0
Abuelas 9 7 4 7 2
Caso Indice
(<alafo) 9 9 0 9 0
Hermanos
(>de 1 afio) 8 8 0

En la Tabla 4, se detallan los resultados serolégicos y parasitoldgicos obtenidos en 9
madres y cuyos integrantes del grupo familiar, proceden de Salamanca. Al respecto se pudo
observar que:

e Ninguna de las 9 madres estudiadas fue ni seroldgica, ni parasitologicamente
positiva a la infeccién con T. cruzi. (IFI y PCR negativos).

e Los 9 nifios estudiados y que nacieron en este periodo son seronegativos a T.
cruzi. (a los 12 meses de edad).

e Los 8 nifios mayores o0 iguales a un afio y que provienen de estos 9 grupos
familiares, resultaron ser negativos a la infeccion con T. cruzi.

e Se estudiaron 7 abuelas de las 9 que conformaban este grupo; 4 eran

chagasicas crénicas, 4 con PCR (+).
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Tabla 5

DISTRIBUCION DE 14 MADRES CONTROL PROCEDENTES DE ILLAPEL,
PROVINCIA DE CHOAPA, IV REGION, CHILE; SUS HIJOS MENORES A UN ANO,
MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS, SEGUN SEROLOGIA,
XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS.
(ENERO 2005 A JULIO 2006)

SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL
n + n + n +
Madres Control 14 14 0 14 0 14 0
Abuelas 7 7 3 7 0 1 0
Caso Indice
(<alafo) 15 15 0 15 0
Hermanos
(>de 1 afo) 9 9 0

En la Tabla 5, se detallan los resultados seroldgicos y parasitolégicos obtenidos en
14 madres con sus grupos familiares y cuyos integrantes proceden de Illapel. Al respecto se
pudo observar que:
e Las 14 madres estudiadas fueron negativas a la infeccion con T. cruzi.
e Los 15 C.I. estudiados (ya que hay una pareja de mellizos), son negativos a
la infeccion con T. cruzi.
e Los 9 nifios >1 afio estudiados (hermanos del C.1.) fueron serolégicamente
negativos.

e De las 7 abuelas estudiadas 3 de ellas son chagasicas, con un PCR (-).
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Tabla 6

DISTRIBUCION DE 9 MADRES CONTROL PROCEDENTES DE CANELA,
PROVINCIA DE CHOAPA, IV REGION, CHILE; SUS HIJOS MENORES A UN

ANO, MAYORES A UN ANO Y ABUELAS MATERNAS, SEGUN SEROLOGIA,
XENODIAGNOSTICO Y PCR PARA ENFERMEDAD DE CHAGAS. (ENERO 2005 A

JULIO 2006)
SEROLOGIAS PCR XD
CATEGORIAS TOTAL
n + n + n +
Madres Control 9 9 0 9 0 9 0
Abuelas 9 9 1 9 0 - -
Caso Indice
(<alafo) 9 9 0 9 0
Hermanos
(>de 1 afio) 0

En la Tabla 6, se detallan los resultados serolégicos y parasitoldgicos obtenidos en 9
madres control y cuyos integrantes del grupo familiar, proceden de Canela. Al respecto se
pudo observar que:

e Las 9 madres resultaron seroldgica y parasitologicamente negativas (IFI y
PCR negativos).
e Todos los nifios nacidos en este periodo (9 C.1.) resultaron negativos a la
infeccion con T. cruzi.
e En Canela ningun hermano de CI fue estudiado, entre las razones de este
hecho se encuentran:
o Laruralidad que impidio, en algunos casos, acudir a la citacion
o La falta de educacion de las madres con respecto a las implicancias
que la enfermedad de Chagas tiene en los individuos infectados.
o La mayoria de los Cl aqui estudiados corresponden a parto
primerizo.
e De las 9 abuelas estudiadas, solo una resulté chagasica, pero su PCR resultd

negativo
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Al analizar los resultados globales obtenidos en este estudio y cuya muestra

corresponde a 32 familias del grupo estudio y 32 familias del grupo control observamos

que:

Un 62,5% de las madres chagasicas (grupo estudio) presenté un PCR
positivo, en ninguna de ellas obtuvimos un XD positivo. En cuanto a las
abuelas de estos grupos familiares, pesquisamos 20 casos (de 28 en total)
serologicamente positivas (71,4%), 8 abuelas se encontr6 PCR positivo.
Solo 2 abuelas del grupo estudio tenian XD positivo. Se encontraron 2 casos
de nifios serolégicamente positivos; uno corresponde a un nifio nacido en el
periodo (C.1.) y el otro, a uno de los 46 hijos >1 afio (hermano C.1.). Ambos
nifios poseen madre y abuela con serologia positiva para T. cruzi y entre
ellos no existe parentesco alguno. Ademas, sus madres poseen PCR positivo.
En el grupo control, todas las madres resultaron negativas a la infeccion con
T. cruzi tanto seroldgica (IFI y ELISA) como parasitologicamente (PCR).
No encontramos casos serolégicamente positivos en los hijos de las
categorias < a 1 afio (C.1.), ni en > de 1 afio (hermanos C.I.). En cuanto a las
abuelas de estos grupos familiares, pesquisamos 7 casos (de un total de 23
abuelas) con serologia positiva para T. cruzi (30,4%), 2 abuelas tenian PCR

positivo.

C. Resultados encuesta epidemioldgica:

1) Encuesta epidemioldgica en madres chagésicas:

Se encuestd segun instrumento ad hoc preparado para este estudio (adjunto en

Anexo), a las 32 madres chagasicas del grupo de estudio, con el fin de obtener informacion

epidemioldgica que permitiera conocer factores relacionados con los mecanismos de

transmision de la enfermedad de Chagas (vectorial y transfusional), al interior de estos

grupos familiares. Los antecedentes recogidos mas relevantes son:

i) Habitacién actual: El material mas comunmente utilizado para la construccion

de las viviendas que habitan en la actualidad estas familias, corresponde en un

40,63% a madera, seguido por la vivienda de tipo mejora (ladrillo y techo de

zinc) con un 37,5% y adobe con un 21,88%. Se destaca ademas, que en la
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localidad de Canela, un 30% de las familias ain habita en vivienda de adobe. La
techumbre mas utilizada en estos domicilios es el zinc (81,35%).

Habitacion Pasada: En contraste con lo anterior, la vivienda anterior méas
comun fue el adobe (71,88%). Solo el 3,13% sefial6 haber habitado una
vivienda tipo mejora en el pasado. Y en cuanto a las techumbres, aparecen otros

materiales como lo son la fonolita, maciza (aglomerado) y el coiron.

iii) Presencia de animales: El 65,63% de las familias posee animales domésticos.

Se destaca de entre ellos la masiva presencia de la especie canina en estos
hogares con un 95,24%. Las aves de corral (gallinas y pollos) le siguen al perro
en representacion. En la localidad de Canela y Salamanca hay mayor presencia
de otras especies animales como lo son: caprinos, ovinos, asnos y equinos.
Llama la atencion la presencia de un espécimen exotico (hamster) en una de las

viviendas de Illapel.

iv) Conocimiento de la vinchuca: El 62,5% de las madres encuestadas sefiala

conocer a la vinchuca, la mayoria de estas mujeres (32,5%) la conocié durante
la nifiez, el 18,81% la conocid a través de folletos educativos o en insectarios de
propiedad de los hospitales o postas de la zona en la que habitan. El 6% restante
no recuerda donde la conocio.

Transmision vectorial: EI 50% de las encuestadas sefialé tener conciencia de
haber sido picada por la vinchuca, mientras que el 37,5% no lo sabe y el 12,5%

asegura no haber sido picada.

vi) Presencia de vinchucas en los domicilios: Solo en 9,38% de los domicilios

actuales existe vinchucas y este valor corresponde a tres domicilios (uno en
Salamanca y dos en Canela). En contraste con lo anterior, al consultar a las
madres si en domicilios anteriores habian vinchucas, el 59,38% sefialo que si.
En uno de los domicilios visitados en Salamanca conservaban un espécimen de
T. infestans. Un nifio de la localidad de Illapel (primo del C.I.) fue picado por un

especimen de M. spinolai en el antejardin de su casa.

vii) Desinfectacion domiciliaria: El 56,25% de las madres chagasicas desinfecta

regularmente su domicilio, procedimiento realizado de forma personal y no a
través del Departamento de Salud del Ambiente, por lo que los productos que

utilizan no son los mas adecuados (Superkill, Raid, etc.). Al preguntarles la
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frecuencia en que realizan la desinsectacion, el 77,7% lo hace al menos una vez
al afio.

viii) Familiares con enfermedad de Chagas: El 40,63% de las madres
chagésicas tiene al menos un hermano positivo a la enfermedad y el 12,5% tiene
un pariente chagasico distinto a su nacleo familiar (tio, primo, etc.). El 46,87%
restante sefiala desconocer si tiene algun pariente chagasico.

ix) Transfusiones sanguineas: Solo 3 de las madres encuestadas han recibido
transfusiones (9,38%).

X) Actividad laboral: Tres de estas madres sefiala tener un trabajo fuera del hogar.
Una de ellas es Educadora Diferencial, la otra es administrativa en el

Consultorio de Canela y la tercera es Ingeniero Agrénomo.

2) Encuesta epidemioldgica en abuelas chagasicas:

Se aplico la encuesta epidemioldgica en 6 de las 20 abuelas pesquisadas como
positivas en el grupo estudio, esto debido a que una vez diagnosticadas como positivas,
las pacientes no acudieron a los controles programados por nuestro equipo de trabajo;
ademas en muchos casos la toma de muestra de sangre periférica, necesaria para
confirmar la serologia y PCR, fue realizada por personal de los servicios de salud de la
zona que colaboraron en el estudio, los cuales no pudieron aplicar dicha encuesta, por
razones de tiempo y dificultad operatoria.

Los resultados que dieron las encuestas en las abuelas positivas fueron los
siguientes:

i) Calidad de la vivienda: 4 de ellas vive en la actualidad en viviendas de adobe, 1
en casa de madera y 1 en vivienda mejorada de bloques de cemento. 4 de estas
viviendas tiene techo de zinc y 2 de pizarrefio. Todas estas abuelas vivian en
casas de adobe con techo de zinc en el pasado.

i) Presencia de animales: 3 abuelas sefialan no poseer animales en sus viviendas.
Las restantes tienen diferentes especies: equinos, ovinos, caprinos, asnos, aves
de corral y caninos, esta Ultima especie se encuentra presente en estos 3
domicilios. En 2 de estas viviendas hay corrales para los animales, construidos a

base de adobe, piedras y ramas.
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iii) Conocimiento de la vinchuca: Solo 1 de estas 6 abuelas sefiala no conocer a la

vinchuca, el resto la conocid en sectores rurales de la zona (Ej: Quebrada de
Linares). Todas sefialan que en la actualidad sus viviendas estan libres del
vector, 5 indican que en domicilios anteriores tenian vinchucas. Al preguntarles
si creian haber sido picadas todas respondieron afirmativamente. 3 abuelas
nunca han desinsectado sus viviendas y las restantes han solicitado

fumigaciones del Servicios de Salud del Ambiente de Illapel.

Iv) Las 6 abuelas sefialaron que al menos uno de sus hijos tiene la enfermedad de

Chagas. Una sola habia recibido transfusion sanguinea y una de ellas trabaja

fuera del hogar como transportista.

3) Encuesta epidemioldgica en madres negativas a la infeccion con T. cruzi (Grupo

control):

Aunque no era un objetivo inicial para este estudio, aplicamos la encuesta

epidemioldgica a 16 madres del grupo control negativo (de un total de 32 madres), los

resultados obtenidos son los siguientes:

i)

Calidad de vivienda: La mayoria de estas mujeres habita en la actualidad en
viviendas de ladrillo (9 viviendas), 4 en casas de madera y 3 en vivienda de
adobe. 14 de estas viviendas tiene techo de zinc y 2 de pizarrefio. En el pasado
la vivienda mas representativa en este grupo de 16 mujeres era de madera (12
viviendas), luego ladrillo (3 viviendas) y una de adobe.

Presencia de animales: 10 de estas madres sefial6 poseer animales en sus
domicilios. Las especies eran: caninos, aves de corral (gallinas, pollos y patos),
felinos; en 9 de estos domicilios habia a lo menos un perro. Estos animales

viven en el exterior de las viviendas en instalaciones de malla y madera.

iii) Conocimiento de la vinchuca: la mayoria de estas madres (10 en total)

conocian las vinchucas, ya sea silvestre (“la roja” le llamaban) y la domestica
(“la amarilla”). 4 de ellas las conocieron en lugares que frecuentaban durante la
nifiez (Ej.. sector de Camisa y Zapallar en Salamanca), las 6 restante las
conocieron por campafias educativas, en los insectarios del hospital y a través de

fotos e ilustraciones en las escuelas a las que asistian. Solo una madre sefiald
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tener recuerdo de haber sido picada por vinchucas. Ninguna de estas 16 madres
tiene en la actualidad el insecto en sus hogares, 5 de las cuales habian tenido, en
el pasado, triatominos en sus domicilios. S6lo en 7 viviendas se ha realizado
desinsectacion de manera particular, la ultima durante el 2006.

iv) 7 de estas 16 madres tiene a lo menos un familiar con la enfermedad de Chagas.
Llama la atencion que 4 de estas 7 mujeres, desconocia la condicién de
chagésica de su propia madre. 2 de estas mujeres ha recibido transfusion
sanguinea y 2 trabajan fuera del hogar (contadora y paramédico).

D. Resultados del Estudio Clinico:

Se pesquisaron 52 mujeres positivas a la infeccidn con T. cruzi (madres o abuelas),
en 42 de ellas (29 madres y 13 abuelas), se aplicé ECG. En 20 madres y 10 abuelas de este
grupo se observaron alteraciones electrocardiograficas, algunas de las cuales implican,

necesariamente, la implantacion de marcapaso.
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VIII. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados aplicando las pruebas de diferencias de tasas de
infeccion congénita entre el grupo control y grupo de estudio, pruebas de asociacion y de
homogeneidad, considerando un error maximo de un 5%.

Para determinar si existen diferencias significativas entre las frecuencias observadas
y las esperadas para la variable serologia (IFl y ELISA), PCR y XD se utilizo el estadistico
Chi-cuadrado (%°):

Y'=73 w0-gr
E.

La hipotesis nula para esta prueba sera aceptada cuando % sea menor o igual al

valor determinado en la tabla de distribucion para la prueba con un error de 5%.

Las hip6tesis a comprobar son:

Ho: No existen diferencias significativas entre los porcentajes de positividad
chagésica de las abuelas, hijos < 1 afio (Caso indice) e hijos > 1 afio
(hermanos) entre los grupos de madres chagasicas (grupo de estudio) y

;t‘z S < madres no chagasicas (grupo control)

H,: Existen diferencias significativas entre los porcentajes de positividad

chagésica de las abuelas, hijos < 1 afio (Caso indice) e hijos > 1 afio

(hermanos) entre los grupos de madres chagasicas (grupo de estudio) y
. madres no chagésicas (grupo control)
En casos en que las frecuencias observadas no sean lo suficientemente grandes para

utilizar la prueba de #%, utilizaremos el estadistico exacto de Fisher cuyo valor debe ser >

0,05 para aceptar que no existen diferencias estadisticamente significativas (Ho).

ANALISIS DESCRIPTIVO

Debido a que los grupos familiares fueron conformados en torno a las madres; para

el analisis estadistico llamaremos “Madre Serologia negativo™ al grupo control y “Madre

Serologia positivo™ al grupo de estudio.
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DISTRIBUCION DE SEROLOGIAS POSITIVAS PESQUISADAS EN GRUPOS
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A) ANALISIS ENTRE LAS ABUELAS DE LOS GRUPOS:

Tabla 7

TABLA DE CONTINGENCIA

Madre Serologia * Abuela Serologia

Abuela Serologia

negativo positivo Total
Madre Serologia negativo Recuento 16 7 23
% de Madre Serologia 69,6% 30,4% 100,0%
positivo Recuento 8 20 28
% de Madre Serologia 28,6% 71,4% 100,0%
Total Recuento 24 27 51
% de Madre Serologia 47 1% 52,9% 100,0%

En el grupo control (madres serol6gicamente negativa), el 30,4% de las abuelas son

serolégicamente positivas, en cambio en el grupo de estudio (madres serolégicamente

positiva) el 71,4% son abuelas serolégicamente positivas, esta diferencia es estadisticamente

significativa (4° =8,518; p= 0,005), lo que significa que existe asociacion entre las serologias

de la madre y la abuela.
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Tabla 8

TABLA DE CONTINGENCIA
Madre Serologia * Abuela PCR

Abuela PCR
negativo positivo Total

Madre Serologia negativo Recuento 20 2 22
% de Madre Serologia 90,9% 9,1% 100,0%

positivo Recuento 16 8 24

% de Madre Serologia 66,7% 33,3% 100,0%

Total Recuento 36 10 46
% de Madre Serologia 78,3% 21,7% 100,0%

En el grupo control (madres seroldégicamente negativas), el 9,1% de las abuelas tienen

PCR positivo, en cambio en el grupo de estudio (madres seroldgicamente positivas) el 33,3%

tienen PCR positivo, esta diferencia es estadisticamente significativa (4° =3,965; p= 0,074),

por lo que existe asociacion entre la serologia de la madre y el PCR de la abuela.

PORCENTAJES DE CASOS POSITIVOS PESQUISADOS EN ABUELAS MATERNAS DE 32
GRUPOS FAMILIARES SEGUN SEROLOGIA Y EXAMENES PARASITOLOGICOS (PCR Y
XD) PARA T. cruzi. PROVINCIA CHOAPA. IV REGION.
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B) ANALISIS ENTRE LOS CASOS INDICE DE LOS GRUPOS:

Madre Serologia * Caso Indice Serologia

Tabla 9

TABLA DE CONTINGENCIA

Caso Indice Serologia

negativo positivo Total
Madre Serologia negativo Recuento 33 0 33
% de Madre Serologia 100,0% 0% 100,0%
positivo Recuento 31 1 32
% de Madre Serologia 96,9% 3,1% 100,0%
Total Recuento 64 1 65
% de Madre Serologia 98,5% 1,5% 100,0%

En el grupo control (madres serolégicamente negativas), el 0% de los hijos <l afio

tienen serologia positiva, en cambio en el grupo de estudio (madres seroldgicamente

positivas) el 3,1% tiene serologia positiva, esta diferencia no es estadisticamente significativa

(2% =1,047 p=0,492), lo que significa que no existe asociacion entre la serologia de la madre

y la de su hijo recién nacido (C.1.).

Tabla 10

TABLA DE CONTINGENCIA

Madre Serologia * Caso Indice PCR

Caso Indice PCR Total
negativo positivo negativo

Madre Serologia negativo Recuento 33 0 33
% de Madre Serologia 100,0% 0% 100,0%

positivo Recuento 31 1 32

% de Madre Serologia 96,9% 3,1% 100,0%

Total Recuento 64 1 65
% de Madre Serologia 98,5% 1,5% 100,0%

En el grupo control (madres seroldégicamente negativas), el 0% de los hijos <I afio

tiene PCR positivo, en cambio en el grupo de estudio (madres serologicamente positivas) el

3,1% tiene PCR positivo, esta diferencia no es estadisticamente significativa (4° =1,047 p=

0,492), lo que significa que no existe asociacion entre la serologia de la madre con la de su

hijo recién nacido (C.1.).
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C) Analisis entre hermanos de los grupos:

Tabla 11
TABLA DE CONTINGENCIA
Madre Serologia * Hermano Serologia

Hermano Serologia
negativo positivo Total

Madre Serologia negativo Recuento 17 0 17
% de Madre Serologia 100,0% 0% 100,0%

positivo Recuento 45 1 46

% de Madre Serologia 97,8% 2,2% 100,0%

Total Recuento 62 1 63
% de Madre Serologia 98,4% 1,6% 100,0%

En el grupo control, el 0% de los hijos >1 afio tiene serologia positiva, en cambio en el

grupo de estudio (madres seroldgicamente positivas) el 2,2% tiene serologia positiva, esta

diferencia no es estadisticamente significativa (4° =0,423 p= 0,710), lo que significa que no

existe asociacion entre la serologia de la madre con la de su hijo > 1 afio (hermano C.1.).

D) Analisis entre localidades:

Tabla 12
TABLA DE CONTINGENCIA
Madre Serologia * Localidad

Localidad
Salamanca Ilapel Canela Total

Madre Serologia negativo  Recuento 9 14 9 32
% de Madre Serologia 28,1% 43,8% 28,1% 100,0%

positivo  Recuento 10 12 10 32

% de Madre Serologia 31,3% 37,5% 31,3% 100,0%

Total Recuento 19 26 19 64
% de Madre Serologia 29,7% 40,6% 29,7% 100,0%

El andlisis estadistico por localidad nos indica que no existen diferencias significativas

entre localidades para la serologia de las madres, es decir, la serologia de las madres no se

encuentra asociada a la localidad. El valor para la prueba de 4° es de 0,259, p=0.903).
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Tabla 13

TABLA DE CONTINGENCIA

Caso Indice Serologia * Localidad

Localidad
Salamanca | Illapel | Canela | Total

Caso Indice Serologia negativo Recuento 19 27 18 64
% de Caso indice Serologia 29,7% | 42,2% | 28,1% | 100,0%

positivo  Recuento 0 0 1 1

% de Caso Indice Serologia 0% ,0% | 100,0% | 100,0%

Total Recuento 19 27 19 65
% de Caso indice Serologia 29,2% | 41,5% | 29,2% | 100,0%

El analisis estadistico por localidad nos indica que la serologia de los nifios < 1 afio
(C.1.) no se encuentra asociada a la localidad; no existen diferencias significativas. (4°=
2,459; Fisher=0,585).

Tabla 14
TABLA DE CONTINGENCIA
Abuela Serologia * Localidad
Localidad
Salamanca Ilapel Canela Total

Abuela Serologia negativo  Recuento 6 9 9 24
% de Abuela Serologia 25,0% 37,5% 37,5% 100,0%
positivo  Recuento 10 10 7 27
% de Abuela Serologia 37,0% 37,0% 25,9% 100,0%
Total Recuento 16 19 16 51
% de Abuela Serologia 31,4% 37,3% 31,4% 100,0%

Al analizar, segun la localidad, los resultados de la serologia tomada a las abuelas de
estos grupos familiares, pudimos apreciar que no existen diferencias significativas (4° =1,130;
Fisher = 0,605).
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Tabla 15
TABLA DE CONTINGENCIA
Hermano Serologia * Localidad

Localidad
Salamanca | lllapel | Canela Total

Hermano Serologia  negativo  Recuento 25 18 19 62
% de Hermano Serologia 40,3% | 29,0% 30,6% | 100,0%

positivo  Recuento 0 0 1 1

% de Hermano Serologia ,0% ,0% | 100,0% | 100,0%

Total Recuento 25 18 20 63
% de Hermano Serologia 39,7% | 28,6% | 31,7% | 100,0%

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre localidades segun la serologia
tomada a los hijos > 1 afio (hermanos C.l.) de estos grupos familiares. (#°= 2,185; Fisher=

0,603).
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IX. DISCUSION

El objetivo de esta memoria de titulo fue realizar un estudio trans-generacional de la
infeccion chagésica en grupos familiares maternos de la Provincia del Choapa; mediante
evaluacion epidemioldgica, parasitologica y de la respuesta inmune humoral.

El grupo de estudio estuvo conformado por 32 madres chagasicas, 32 hijos nacidos
entre enero del afio 2005 a junio del 2006 (caso indice, C.l.), 46 nifios mayores de un afio
(hermanos de C.1.) y 28 abuelas maternas, con un total de 138 personas evaluadas.

En el grupo control se evaluaron 32 madres seronegativas para T. cruzi, 33 C.I.
nacidos en el periodo del estudio (ene. 2005- jul.2006), 17 hermanos de C.I. y 23 abuelas
maternas, con un total de 105 personas.

Las 32 madres infectadas con T. cruzi detectadas durante este estudio y las 32
madres del grupo control negativo representan parte del universo de mujeres en edad fértil
procedentes de las localidades de Canela, Salamanca, Illapel y Los Vilos, Provincia de
Choapa.

En relacién a la prevalencia de la infeccion chagasica en mujeres embarazadas en
Latinoamérica, se han informado cifras que van desde el 1% a 18%, dependiendo del
método diagnostico empleado y de los factores epidemiolégicos involucrados (Schenone et
al., 1989). En Chile, se han informado datos similares, en diversos estudios. Por ejemplo,
en Salamanca, IV Region, zona de alta endemia chagésica, se determiné la frecuencia de
infeccion por T. cruzi en 353 embarazadas, obteniéndose un total de 33,1% mujeres
infectadas (Lorca et al., 1987). Estudios posteriores llevados a cabo en la misma Regidn
(Monte Patria, zona de alta endemia) y V Region de Chile (San Felipe, zona de baja
endemia), determinaron que la prevalencia de la infeccion materna era de 7,8% en zona de
alta endemia y de 1,4% en la de baja endemia (Garcia et al., 2001). En la Provincia de
Choapa, nuestros estudios permiten estimar para el periodo 2005-2007, una prevalencia
actual estimada para las mujeres en edad fértil que proceden de zonas rurales y urbanas del
4,9% (Godoy et al., 2008). Gracias a la eficacia del control del vector, las cifras de
prevalencia de infeccion chagasica en la region, evidencian una disminucion, a pesar de
ello, la transmision vertical persistira como un problema de salud publica, al menos

durante los proximos 30 afios (Schofield et al, 2006).
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En cuanto a la parasitemia de las 32 madres chagasicas, 20 de ellas (62.5%)
presentd PCR positivo, es decir, se detectd al parasito circulante; 14 de estas madres
(43,7%) tuvieron su C.I. el afio 2005 y en cuyo caso la pesquisa fue prospectiva (posterior
al parto); en las 6 madres restantes (18,8%), la deteccion del parasito ocurrio en
condiciones de pre-parto durante el afio 2006. En relacién a la parasitemia materna y su
relacién con la infeccién congénita, se ha podido observar en estudios experimentales
realizados en ratones, que los efectos de T. cruzi sobre el embarazo y su desenlace,
dependerian de la carga parasitaria materna, pudiendo llegar a inducir efectos severos y
dafinos en la gestacion (Mjihdi et al, 2002; I1d Boufker et al, 2006). Al respecto, Hermann
et al., (2006) han observado que la transmision congénita por T. cruzi esta asociada con
altos niveles de parasitemia y respuesta inmunoldgica deficiente de las madres.

Un aspecto de interés en este estudio, lo constituyen los resultados obtenidos en las
abuelas maternas de C.I., del grupo estudio, quienes presentan una alta prevalencia de
infeccion chagasica (71.4%), en relacion al grupo control (31.4%). Llama la atencion es
que las edades de las abuelas maternas de este grupo son mayores que las del grupo control
(41 a 75 afios v/s 35 a 67 afios, respectivamente), factor que podria incidir en el nivel
socioeconémico y cultural de estas abuelas fuera menor. Esto es otra muestra mas de la
eficacia que han tenido en las ultimas décadas, los programas de control del vector
triatomino en la zona, certificado en Chile por la OMS (WHO, 1999) y que ha permitido
disminuir la prevalencia de enfermedad de Chagas en poblacion general.

Cabe entonces hacerse la pregunta: ;Como fue que las mujeres detectadas positivas
en este estudio adquirieron la infeccién por T. cruzi? Es probable que haya sido
principalmente a traveés del mecanismo vectorial. Este hecho se fundamenta en los
antecedentes epidemioldgicos obtenidos de las madres chagasicas del grupo de estudio a
través de la encuesta disefiada ad hoc, los cuales muestran que el 72% de las madres
chagasicas vivié en casa de adobe durante su nifiez, el 62.5% conoce la vinchuca y el 50%
asegura haber sido picada por ellas. La encuesta epidemioldgica de 6 abuelas revela que
todas ellas vivieron en vivienda de adobe en el pasado y confirmaron la presencia de
vinchucas en estos domicilios. Solo una de las abuelas encuestadas sefiala no conocer al
insecto vector.

En relacién a la parasitemia, fue posible realizar PCR a 18 abuelas del grupo de

estudio y a 23 abuelas del grupo control, con una positividad del 28,5% y del 8,7%, para
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ambos grupos, respectivamente. EI XD fue una herramienta ineficaz para evaluar este
parametro. Al respecto, se confirma una vez mas, la mayor sensibilidad de la técnica de
PCR para detectar a T. cruzi (Zulantay et al, 2007). Debemos considerar, que las abuelas
estan cursando la fase crénica de la enfermedad de Chagas, la cual evoluciona con
parasitemias bajas y fluctuantes (Schenone, 1999), dificiles de detectar con métodos
parasitologicos convencionales. El analisis estadistico determind que existe diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos en ambos grupos, lo que
significa que existe asociacion entre la serologia de la madre con la serologia y el PCR de
las abuelas. No obstante este analisis, debemos considerar que hace décadas atrés, los
niveles de infestacion triatominica en los domicilios era superiores a las cifras actuales y
por tanto, no se puede descartar que la transmision a las abuelas y madres chagasicas haya
sido a través del mecanismo vectorial.

En relacién a la transmision vertical de T. cruzi, evaluada en el presente estudio,
consideramos caso indice (C.l.), a todo hijo de madre chagéasica y cuyo parto ocurrid
durante el periodo de estudio (enero 2005 y julio 2006). Se evaluaron un total de 32 nifios
menores de un afio, mediante controles de seguimiento hasta los 12 meses de edad. El
96,9% de los hijos de madres chagasicas, que inicialmente presentaron serologia positiva a
la infeccidn por T. cruzi, negativizaron sus resultados como promedio a los 9 meses de
vida, comprobandose solo un caso seroldgica y parasitolégicamente positivo para T. cruzi;
este caso del recién nacido congénito representa una incidencia total de transmision
vertical de 3,1%. Los antecedentes epidemiolégicos de la madre de este nifio, muestran que
siempre habit6 viviendas de concreto en el sector urbano de Canela frecuentando el campo
durante la nifiez, donde sefiala haber conocido a la vinchuca. Ademas, durante el estudio,
siempre evidencid parasitemia circulante detectada mediante PCR. En el domicilio actual no
se han observado triatominos y no posee animales. La abuela materna también es
serologicamente positiva a la enfermedad de Chagas. A la luz de estos antecedentes,
podriamos confirmar un caso de transmisién vertical de T. cruzi

Estudios realizados en Chile, han establecido que la transmision congénita urbana y
rural varia entre el 6,3% y 8,9%, respectivamente (Schenone et al, 1989). Por otra parte,
otro estudio en recién nacidos de madres chagasicas efectuado en Salamanca, se descarto
esa posibilidad en el 95,6% de los casos por progresiva negativizaciéon serologica. En 5

nifios se demostro la infeccion por T. cruzi entre los 6 y 12 meses de edad, pero no se logro
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establecer en ellos el origen congénito de la infeccidn. La proporcidn de casos negativos en
relacién a las madres positivas observadas en Salamanca (95,6%) es similar a la demostrada
en otras areas endémicas de la misma zona, como Vicufia (95,4%) y Ovalle (96,6%) (Lorca
et al., 1987). Mufioz, obtiene cifras de 2,1% y 10%, en zonas de alta y baja endemia,
respectivamente (1990). Trabajos posteriores realizados el afio 2001 en la misma Region
(Monte Patria y San Felipe) evidenciaron que la transmision transplacentaria detectada por
PCR alcanz6 a 13,7% en zona de alta endemia y 28,2%, en zona de baja endemia (Garcia et
al, 2001), la més alta encontrada hasta ahora. Se confirm0 posteriormente que en este
estudio existio una falla metodologica (se consider6 como caso congénito a todos los RN
con PCR positivo al nacer). En cuanto a Latinoamérica, la tasa de transmision de infeccion
congénita por T. cruzi varia entre el 1% y el 12% (Carlier y Torrico, 2003), entre cuyos
valores se encuentra la cifra obtenida en el presente estudio.

Un aspecto de especial importancia en grupos familiares de zonas de baja y alta
endemia chagasica, es la pesquisa de nifios menores de 10 afios infectados por T. cruzi no
estudiados al parto y que se encuentran en fase cronica reciente de la enfermedad de
Chagas (hermanos de C.1.), ya que se ha sugerido que el diagnéstico precoz de la infeccion
es fundamental para su tratamiento oportuno y eficaz (Luquetti et al, 2005, Lorca et al.,
2001). En el grupo de estudio, se evaluaron 46 nifios mayores de un afio mediante
serologia convencional (IFI y ELISA IgG). Sélo un nifio, de 10 afios de edad, procedente
de Los Vilos (parto en el Hospital de Illapel), fue positivo (2.17% en hermanos de C.I.).
Actualmente se encuentra en control y mantiene después de 12 meses tratamiento, la
serologia positiva. En cuanto a los antecedentes epidemioldgicos de este caso, la madre no
conoce a los insectos triatominos silvestre y domeésticos, no se han encontrado en los
domicilios pasado y actual, no ha recibido transfusiones de sangre, ni trabaja fuera del
hogar. La abuela de este nifio también es chagasica, pero sus hermanos no lo son. Por el
contrario, el nifio relata conocer a la vinchuca y haber jugado con ella en el “campo”. Con
estos antecedentes, no es posible descartar en este caso el mecanismo vectorial de la
enfermedad de Chagas.

Estudios relacionados efectuados en Salta-Argentina, zona de alta endemia chagésica,
reveld que la prevalencia de infeccion chagasica para hermanos de C.I. infectados, era del
31.4%, contrario a los resultados de nuestro estudio (2.17%). Otro hallazgo del mismo

estudio evidencia que en 14 familias evaluadas, habia mas de un nifio infectado (Sanchez et
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al., 2005). Al respecto, se ha observado en Argentina que la prevalencia de mujeres
infectadas con T. cruzi varia de acuerdo a la region geografica y a las caracteristicas
socioecondémicas de los grupos estudiados, cifras que se sitian entre el 4% y 52%
(Contreras et al, 1999), pudiendo estar relacionadas estas cifras con insuficientes medidas
de control anti-triatominicas o poco efectivas en la regidn noreste de Argentina, y dentro de
ella, la Provincia de Salta, zona con demostracién pendiente de la interrupcion de la
transmision vectorial y que presenta focos de transmision vectorial (Cecere et al, 2006).

Es importante sefialar, ademas, que la encuesta epidemioldgica preparada para este
estudio, fue aplicada a las madres del grupo control. Si bien ellas viven en zona endémica, a
diferencia de la informacién recogida en el grupo de estudio, s6lo una de ellas vivié en casa
de adobe en el pasado (6,3%), pero la mayoria (62,5%) conocia las vinchucas. Algunas de
estas madres (25%), las conocieron en lugares que frecuentaban durante la nifiez (Camisa y
Zapallar, Salamanca). Sélo una de las madres encuestadas (6,3%), sefiala haber sido picada
por vinchucas. Esta informacion se diferencia en forma significativa de los antecedentes
epidemioldgicos del grupo en estudio, lo que supone la utilidad de la aplicacién de la
encuesta epidemioldgica para estudios de grupos familiares. Es asi como muchas madres no
chagasicas, desconocian hasta ahora, la condicion de chagésicas de las abuelas (su propia
madre), informacion relevante en el control clinico de pacientes chagasicos cronicos. El
estudio electrocardiografico de madres y abuelas, evidencié que 20 madres (62,5%) y 10
(35,7%) abuelas, tienen alteraciones que requieren estudios posteriores, incluso
implantacion de marcapasos, condicion observada aproximadamente en el 30% de los
pacientes chagasicos cronicos (Apt et al, 2005).

La disminucion de la seropositividad en la poblacién se ha visto favorecida por
politicas habitacionales desarrolladas para el area rural de nuestro pais, que han permitido
importantes avances en grupos humanos que presentaban graves deficiencias de
habitabilidad (materialidad o saneamiento) (MIDEPLAN, 1998) El otorgamiento de
subsidios rurales permitié que dicho déficit disminuyera al 9,9% en el afio 1998, en
comparacion con el 16,7% informado para el afio 1990 (MIDEPLAN, 2000). Junto a ello,
la cobertura de viviendas rurales electrificadas en la IV Region ascendio de un 54% a un
79% entre los afios 1992 y 2002 (CNE, 1992-2002). EIl nivel educacional juega un rol
importantisimo en la disminucion de la incidencia de la enfermedad de Chagas; en 1907 el

49,7% del total de la poblacion de Chile era analfabeta, cifra que cayo drasticamente en el
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censo efectuado durante el afio 2002 llegando solo a un 4,3%. En la 1V region de un total
de 68.277 habitantes de 10 afios o mas, hay 5.582 personas analfabetas, es decir en la
region hay un 91,82% de alfabetismo (INE, 2002).

Finalmente, otro aspecto que fue evaluado en esta memoria de titulo, fue la presencia
de animales domeésticos en los domicilios de madres chagasicas y no chagasicas. Rios
(1989), en ausencia de datos fidedignos, realizd un estudio tendiente a obtener datos
seroldégicos mediante un meétodo confiable (Hemoaglutinacion Raépida Indirecta),
encontrando 27 bovinos positivos (13,36%), 40 caninos (19,80%) y 34 équidos positivos
(16,83%). Canals (1996), haciendo referencia a este mismo punto, informa que los
reservorios mas importantes de T. cruzi serian: el perro (8,5%) y el gato (8,1%) entre los
domésticos y Chinchilla lanigera (9,4-30,6%), Octodon degus (5,3-8,3%), Abrocoma
benetti (7,3-36%) y Phyllotis darwini (1,5-10%) entre los silvestres. Ademas, debemos
tener en consideracion que en Chile las explotaciones caprinas tienden a concentrarse en
méas de un 60% en manos de pequefios productores (agricultura familiar campesina),
siendo la IV Region la que concentra la mayor cantidad de ellas. Los caprinos son una de
las especies domesticas reservorio del T. cruzi (Alcaino, 1993), y es por esta razon que la
desinformacién de estos pequefios productores con respecto a la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas, sumado al hecho que sus caprinos recorren grandes distancias entre
el ambiente peridomiciliario y silvestre durante el forrajeo, es que se convierten en un
factor de riesgo constante de infeccion para sus duefios. Los datos anteriores evidencian la
persistencia de la infeccion chagasica en animales domésticos en el domicilio o peri-
domicilio de viviendas de zona endémica. Nuestro estudio, no determind la infeccion
chagasica en los animales domésticos, pero si su presencia, encontrandose que en un
65.6% de los hogares del grupo de estudio habian animales domésticos. En el grupo
control el 62,5% de las familias tiene animales domésticos. En este estudio llama la
atencion que el perro es la especie mas representativa en los hogares (95,24%) (grupo
estudio y grupo control). Estos animales estan tomando un rol de mayor importancia; el
tipo de tenencia en estos lugares, les permite deambular libremente o acompafiar a sus
duefios en las labores agricolas, entre el ambiente silvestre, domiciliario y peridomiciliario,
lo que les confiere mayor susceptibilidad a adquirir la enfermedad desde un vector
triatomino por picadura o por via oral al consumir otro mamifero infectado (Coura, 2006).

Por otra parte la transmision de la enfermedad depende del contacto parasito-hospedero,
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estudios sugieren que en situaciones de limitacion de hospederos nativos, M. spinolai es
capaz de compensar incrementando su ambito de hogar, eventualmente incorporando
nuevos hospederos a su dieta y diversificando las rutas de transmision de T. cruzi. (Botto-
Mahan et al., 2001). Esto ha hecho que se realicen trabajos por medio de la vacunacion
experimental en perros con cepas de Trypanosoma rangeli, encontrandose que
efectivamente, se redujo la parasitemia en los individuos vacunados, planteandose que la
minuciosa vacunacion en perro podria ser otra estrategia mas para disminuir la infeccion en
humanos (Basso et al., 2007). Para evaluar la real importancia epidemioldgica que la
presencia de animales sinantropicos tiene en las familias de madres chagasicas y no
chagasicas, se debe efectuar estudio de la infeccion chagasica en ellos, objetivo no
considerado en el presente estudio.

Durante la realizacion de este trabajo, y en especial por medio de la encuesta
epidemioldgica, pudimos percatarnos que, si bien desde 1999 se notifico la interrupcion de
la transmision vectorial y transfusional de la enfermedad de Chagas; en la actualidad las
personas realizan desinfestaciones domiciliarias en forma privada con productos que no
son adecuados; ya que se requiere de un insecticida que tenga efecto residual de alta
calidad que se mantenga en el tiempo (Cardinal et al., 2007), lo que no sucede con los
insecticidas que se ellas estan aplicando. La eficiencia podria incluso mejorarse en la
medida que el control vectorial se realizara de asociado a la estacionalidad de los
triatominos (Dohna et al., 2007).

La educacion que en la zona realizan los servicios de salud sobre la enfermedad de
Chagas, es de suma importancia para la prevencion, los seguimientos de los casos positivos
encontrados y para la efectividad del tratamiento, sobre todo para casos congénitos, en que
el resultado de la terapia depende de la importancia y urgencia que la madre otorgue a la
enfermedad. Las dificultades para trasladarse desde los domicilios a los centros de salud y
viceversa por ruralidad de la zona, hace que sea imprescindible que la madre esté
informada y conciente de las implicancias que la enfermedad de Chagas podria traer a su
grupo familiar, por el bienestar de su RN y de ella misma.

Por ultimo, se hace cada vez mas necesaria la creacion de un Registro Chagasico
Nacional, que incluya todos aquellos casos pesquisados en Bancos de Sangre, en

laboratorios, en maternidades, etc.
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IX. CONCLUSIONES

Mediante el presente trabajo queda demostrado que mediante un estudio seroldgico y
parasitologico retrospectivo y seriado, es posible detectar casos de transmision vertical

de T. cruzi no pesquisados en el parto.

Solo en un caso de un RN seguido serolégica y parasitolégicamente hasta los 12 meses
de edad, es posible asegurar que corresponde a transmision vertical. En todos los otros
casos positivos encontrados (madres, abuelas e hijos), incluso en el nifio de 8 afios
(hermano de CI) no es posible descartar la transmision vectorial, debido a la presencia

de T. infestans y M. spinolai infectados en la zona.

La enfermedad de Chagas constituye un problema de Salud Publica, en que la vigilancia
medioambiental representa un pilar fundamental en el control de la transmisién, aun
hoy en dia. Involucra a grupos familiares, por lo tanto, deberia ser abordada
multidisciplinariamente, evaluando epidemioldgicamente todo el entorno del caso
indice y clinicamente a todo el grupo familiar, ya que, la enfermedad es generalmente
silente, y como se observd en este estudio, muchos pacientes chagasicos no tienen

conciencia de estar infectados, pues no presentan sintomatologia ni signologia.
La educacion para la salud, la vigilancia epidemioldgica medio ambiental y clinica en

esta zona hiperendémica, constituyen los pilares fundamentales del control de la

transmision de la enfermedad de Chagas en esta region de Chile.
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Universidad de Chile - Facultad de Medicina

ICBM-Programa de Biologia Celular y Molecular
Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico

ANEXO 1

FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA LA PROVINCIA DEL CHOAPA
Pacientes con serologia positiva para la infeccion por Trypanosoma cruzi

Nombre Fecha Nac.
Domicilio

Localidad Ciudad

Teléfono Hospital

1.- Datos Epidemioldgicos

a) La casa donde vive actualmente
e ;De que materiales esta construida? (Muros y techo)

e (Desde que afio la habita?

e ;Havisto vinchucas en esta casa?

Domicilios anteriores ¢Entre qué afnos vivio | ¢{Ahi habia
ahi? vinchucas?
b) Presencia de animales
Sl NO

e /;Tiene animales en su casa?
e ;Qué animales posee?

e ;De que estan hechos los corrales? (Materiales de techo y muros)

¢) Conocimiento de la vinchuca
e ;Conoce a la vinchuca? SI

e ;Donde la conocig?

NO
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d) Exposicion al vector

Si No
Ha sido picado
Se ha desinfestado su vivienda
Cuando fue la ultima vez que se desinfestd \
e) Datos Familiares
e ;Tiene mas hijos? Sl NO

Nombre

Fecha de Nac. | Test. Chagas Fecha

e (Tiene asu Madre Viva?

Sl

NO

Nombre

Fecha de Nac. Test. Chagas

e /Tiene algun otro Familiar que tenga Chagas? Sl NO

Nombre

A. Parentesco

f) ¢Ha

g) ¢Tra

recibido Transfusiones?

baja fuera del hogar?

NO Fecha:

NO

Que actividad realiza (Si la respuesta anterior es afirmativa):

2) Datos de Caso Indice

Nombre

Fecha Nac.

Seguimiento 1

Seguimiento 2

Examenes aplicados:

II. Examen

A. Resultado

Parasitoldgico Directo

Serologia ELISA

Corte Histoldgico Placenta

PCR
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2.- Datos Clinicos

1) Sospecha de enfermedad:
a) Personal :

b) Familiares

1) Palpitaciones

2) Crisis sincopales

3) Dolor precordial

4) Insuficiencia cardiaca

¢A qué edad?
Sl
Abortos repetidos

SI NO
B. Enfermos del corazén
¢Quiénes?
Sl NO
C. Muertes bruscas
NO

3.- Enfermedad actual

4.- Examen Fisico

(b) Ritmo

a. Duracion :

i. 0a6 meses
ii. 6 mesesalafio
iii. mas de 1 afio

b. Asintomatico

c. Sintomético

(@) Pulso “n”/ min.

(i) Arritmico
(i) Paradojal
(iii)Bisferiens

(c) Presién arterial mm Hg.

(d) Auscultacion:
(i) Ruidos normales
(ii) Patoldgicos
(iif)Ruido
(iv)Ruido

1.

Soplo

2. SSS
3. 0SO
4.
5

DDD
Ddo
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Mitral Tricusp. Aorta D. Pul
monar
Area
1/4 214 3/4 4/4
Grado
Signos de falla ventricular
derecha
Signos de falla ventricular
izquierda
Signos de falla Biventricular

5.- ECG
(1) Normal
(2) Patologico
(@) Arritmias
(b) Bloqueos A-V
(c) Bloqueo I-V
(d) Sugerente de Enfermedad de Chagas

6.- Laboratorio

I11. Hemaglutinacién Indirecta

ELISA 1gG

Inmunofluorescencia Indirecta

Anticuerpos Liticos

PCR Sangre

Colesterol

Triglicéridos

Otros

Xenodiagnostico

PCR

Observaciones
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE ENFERMEDAD DE CHAGAS
(Extractado de Astorga et al., 1998; Zulantay et al., 1998; Gomez et al., 2000)

A. FUNDAMENTO DE LA REACCION DE IFI

La técnica de inmunofluorescencia, introducida por Coons et al. (1941), permite
detectar antigenos mediante la reaccion antigeno-anticuerpo, para ello se utiliza un
marcador con fluorurocromo, que emite fluorescencia es decir, luz a partir e una fuente de
energia no térmica.

La Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta, utilizada en este estudio, se basa en la
deteccion de anticuerpos dirigidos hacia T. cruzi, frecuentemente en forma de cultivo
epimastigote, que son reconocidos por los anticuerpos de las personas infectadas. Luego un
segundo anticuerpo (anti 1gG humana) marcado con un Isocianato de fluresceina
(fluorocromo que absorbe la luz azul y emite fluorescencia verde) reconoce al anticuerpo
especifico que ha reconocido al parésito; esto permite observarlos en un microscopio para
fluorescencia, que posee luz ultravioleta. El fluorocromo se excita, permitiendo la

identificacion visual de las reacciones positiva.

Figura 6

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA
(a) Anticuerpo de Cabra anti-1gG
humana
(b) Isocianato de Fluoresceina
(Fluorurocromo)
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B. PREPARACION DE MATERIAL

-0 O OO

e

Dil.
1/20 1/40 1/80 | [1/160

L ./
Y

Diluciones de suero sanguineo
de pacientes

Placas con diluciones para TFéIgnui(rzz Zle Inmunofluorescencia Indirecta
1. Placas
e Vidrios portaobjetos desengrasados
e Pintura y/o esmalte a prueba de agua y buffer fosfato 7.2
Se disponen los vidrios portaobjetos y se pintan en su superficie con pintura y/o
esmalte 8 circulos segun diagrama (Ver figura).
Una vez pintados los circulos, las placas se incuban en estufa a 100°C por 20 minutos y
luego se conservan en freezer de -20°C (placas enfrentadas y envueltas en papel de aluminio).

Los pocillos superiores e inferiores corresponderan a dos pacientes, respectivamente.

2. Antigeno figurado de Trypanosoma cruzi

e Se retiran las placas del freezer de -20°C y se incuban a temperatura ambiente.

e La solucidn parasitaria consta de formas epimastigotes de Trypanosoma cruzi,
cepa Tulahuén, que han sido cultivadas en medio Diamond suplementado con
5% de SFB e incubadas a 28°C. La cosecha se realiza durante la fase
exponencial de crecimiento de los parasitos por centrifugacion a 500G por 10
min a 4°C. Las formas parasitarias son fijadas con buffer 7.2-formalinal%.

e Estandarizar la solucion antigénica con buffer fosfato 7.2 para un maximo de
50 formas epimastigotes por campo 40x.

e Colocar en cada pocillo 25ul de solucion parasitaria.
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Dejar decantar por 2 a 4 minutos
Retirar el exceso de cada pocillo (aprox.15ul)
Conservar las placas enfrentadas y envueltas en papel de aluminio a -20°C,

hasta su uso.

3. Buffer fosfato 7.2

Buffer fosfato de potasio (KH,PO,) 0,15 M
o Para 1 litro de buffer se necesitan 20,41 g de fosfato de potasio. Llevar
a 1000 ml con H,O destilada. (1M: 136,09 g en 1000 ml de H,O
destilada).
Buffer fosfato de sodio (Na;HPQO,) 0,15 M
o Para 1 litro de agua se necesitan 21,3 g de fosfato de sodio. Llevar a
1000 ml de H,O destilada (1M: 124,63 g en 1000 ml de H,O destilada)
Buffer fosfato pH 7,2
o Paral litro de buffer fosfato pH 7,2 se necesita mezclar:
e 8 g Cloruro de Sodio
e 28 mlde KH,PO40,15M
e 72 ml de Na;HPO, 0,15 M
e csp 900 ml de H,O destilada
o Mezclar durante 15 minutos en agitador magnético, traspasar a
recipiente y etiquetar.

4. Inactivacién y dilucion de sueros

Inactivacién: Incubar los tubos que contienen el suero a 56°-57°C durante 30
minutos en Bafio Maria con el fin de inactivar el Sistema del Complemento.

Diluciones: Para preparar 5 diluciones, se colocan 450ul de buffer fosfato pH
7,2 en el primer tubo (dilucién 1/10) y en los 4 tubos restantes (diluciones
1/20; 1/40; 1/80; 1/160) 250ul de Buffer fosfato pH 7,2. Colocar 50 ul de
suero inactivado en el tubo dilucién 1/10 y homogeneizar bien con ayuda de la
micropipeta; de este tubo tomar 250pl y diluirlo en el tubo con la asignacion

1/20 mezclando bien, tomar del tubo 1/20 unos 250ul y diluirlos en el tubo
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con la asignacion 1/40 y mezclar bien; tomar de este tubo 250ul y agregarlo al
tubo con la asignacion 1/80 y finalmente, tomar del tubo 1/80, 250ul y
agregarlos al tubo con asignacién 1/160, que quedara con un volumen final de
500ul. Es muy importante en el proceso descrito, la homogeneizacion de las
soluciones, con el fin que los anticuerpos presentes en el suero estén

adecuadamente diluidos.

Figura 8
Tubos marcados con las diluciones para IFI

Luego de una correcta identificacion, cargar las placas previamente
descongeladas que contienen la solucion parasitaria con 15ul de suero diluido
por pocillo, partiendo de la mayor dilucion (1/160), se limpia la punta y se
cargan nuevamente 15ul pero ahora de dilucion 1/80 y asi sucesivamente. Al
llegar a la dilucion 1/20 se cambia la punta. La dilucion 1/10 no debe

colocarse en los pocillos.

C. REACCION DE IFI

Colocar las placas previamente cargadas con las diluciones de suero en
camara himeda a 37°C durante 45 minutos.

Realizar 2 lavados de 10 minutos cada uno con solucion Buffer fosfato pH
7,2.

Secar a temperatura ambiente hasta que todos los pocillos de las placas estén

completamente secos (se puede ayudar con ventilador frio).
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e Colocar 15ul de solucion de conjugado para IFI, previamente estandarizado,
en cada pocillo (Conjugado: 1800ul de Buffer fosfato pH 7,2; 300 ul de Azul
de Evans y 2,5ul de conjugado Fluoline G (Inmunoglobulina de cabra anti-
IgG humana marcada con isotiocianato de fluoresceina. BioMerieux, Ref.
75692).

e Incubar en camara himeda a 37°C durante 45 minutos.

¢ Realizar dos lavados de 10 minutos cada uno con Buffer fosfato pH 7,2

e Lavado de las placas durante 30” con H,O destilada.

e Secar completamente las placas a temperatura ambiente.

e Agregar 8ul de glicerina tamponada 1:1 con buffer fosfato, previamente
homogeneizada, a cada pocillo.

e Cubrir los pocillos con cubreobjetos.

e Leer al microscopio de fluorescencia con objetivo 40x.

e Reaccion negativa: formas epimastigotes de T. cruzi no fluorescentes. Se
puede observar un campo verde opaco con tintes rojos.

e Reaccion positiva: epimastigotes fluorescentes (color verde) en su membrana
y/o citoplasma.

e Titulo diagnostico: 1/20

Reaccion IFI (-) Reaccioén IFI (+)

Figura 9
Fotografia de inmunofluorescencia indirecta (IF1) observada mediante microscopio de IFI.
(Reaccion negativa y positiva).
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