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RESUMEN.

La enfermedad de Chagas es causada por una infeccion con el protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi y es un problema de salud endémico en América Latina. La via
congénita es una de las principales vias no-vectoriales de transmisién de la enfermedad, y
esta puede darse tanto en la fase crénica como en la fase aguda de la infeccién materna. En
este estudio se realizé un tamizaje seroldgico de la infeccion por 7. cruzi en 520 mujeres
embarazadas y sus recién nacidos en el Hospital General Regional de Leén, Guanajuato,
Meéxico, entre 2014 y 2015. Se detectaron 20 mujeres (4%) con anticuerpos Anti- 7. Cruzi
por las técnicas de ELISA y HIA, con cuatro casos de recién nacidos positivos analizados
por PCR. Los factores de riesgo se calcularon a partir de los resultados de la encuesta
epidemioldgica aplicada, los factores mas significativos (P <0,050) relacionados con la
infeccion por 7. cruzi fueron los materiales de construccion de las viviendas, la presencia
de mascotas y la ubicacion de las viviendas en zonas rurales. Este estudio constituye el
primer estudio sistemdtico sobre la enfermedad de Chagas congénita y los factores de

riesgo epidemioldgicos en Guanajuato.

Nuestros resultados representan la probabilidad de incidencia de 770 casos por cada
100,000 nacimientos durante un periodo de 12 meses, con una tasa de transmision vertical
de 0.8%, lo que resalta la necesidad de establecer pruebas serolégicas y PCR en mujeres
embarazadas para prevenir la transmision vertical. Sin embargo, es importante dar
seguimiento a los niflos nacidos de madres seropositivas al menos durante su primer afio de

vida, ya que muchos de ellos arrojaron resultados negativos en los andlisis aplicados.

Para determinar el linaje predominante en la regién, se colectaron 51 triatominos en
ambientes silvestre y doméstico, se realizd su identificacion por medio de claves
taxondmicas y se aislo el pardsito en medio LIT para posteriormente ampificar la region
intergénica del gen del mini-ex6n tanto para las muestras de triatominos, como para las de
los recién nacidos positivos a T. cruzi. Se identificaron cuatro especies de triatominos:
Triatoma longipennis 'y T. pallidipennis capturados en habitat silvestre, y T. mexicana y T.
barberi en domicilio y peridomicilio, resultando estas especies positivas a 7. cruzi. De
acuerdo con el andlisis molecular, el linaje predominante es 7. cruzi I tanto en triatominos

como en humanos. De acuerdo con la cantidad de triatominos capturados en las localidades

xii



muestreadas del estado, se resalta la importancia del empleo de medidas de control de
vectores por medio del disefio y aplicaciéon de un programa de vigilancia epidemiolégica

mas eficiente contra esta parasitosis.
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ABSTRACT.

Chagas disease is caused by an infection with the protozoan hemoflagellate Trypanosoma
cruzi, and it is a major endemic health problem in Latin America. The congenital route is
one of the main non-vectorial pathways of transmission, which can arise either in the
chronic or acute phase of maternal infection. Serological screening of 7. cruzi infection was
performed in 520 pregnant women and newborns at the Hospital General Regional de Ledn,
Guanajuato, Mexico, between 2014 and 2015. Anti-7. cruzi antibodieswere detected in 20
mothers (4%) by ELISA and HIA with four PCR-positive newborn cases. Risk factors were
identified according to an epidemiological survey, and the most significant (P < 0.050)
factors associated with 7. cruzi infection were the building materials of dwellings, the
presence of pets and dwellings located in rural areas. This study constitutes the first
systematic study on congenital Chagas disease and the epidemiological risk factors in
Guanajuato. Our results represent the probability of an incidence of 770 cases per 100,000
births during a period of 12 months, with a vertical transmission rate by 0.8%, which
highlights the necessity to establish reliable serological and PCR tests in pregnant women
to pre-vent vertical transmission. However, it is also important to follow-up the newborns
from seropositive mothers for one year, which is necessary, as many children yielded

negative results.

For to determine the predominant lineage in the region, 51 triatomines were collected in
wild and domestic environments, their identification was done using taxonomic codes and
the parasite was isolated in LIT medium to later amplify the intergenic region of the mini
exon gene. Four species of triatomines were identified: Triatoma longipennis and T.
pallidipennis captured in wild habitat, and 7. mexicana and T. barberi at home and
peridomiciliar area, these last species were positives to 7. cruzi. According to molecular
analysis, the predominant lineage is 7. cruzi I in both, triatomines and humans. According
to the number of triatomines captured in the sampled localities of the state, the importance
to use a vector control measures is highlighted through the design and application of a more

efficient epidemiological surveillance program against this parasitosis.
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INTRODUCCION.

La enfermedad de Chagas, es causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909), (Protozoa: Mastigophora) es endémica de los paises del continente
americano comprendidos entre México y el sur de Argentina (Prata, 2001). El principal
mecanismo de transmisién es por medio de la participacion de vectores, hemipteros
(chinches), éstos infectan a personas que fueron expuestas a su picadura, al depositar
sus heces infectadas en heridas de la piel o sobre mucosas. Otras modalidades de
transmision son: por medio de transfusiones sanguineas de personas infectadas hacia
personas sanas, congénita, trasplantes de 6rganos u oral. Aunque es una patologia
endémica en algunos paises de América, las migraciones de personas infectadas pueden

llevarla a paises no endémicos de América y el Mundo (OMS, 2011).

Esta enfermedad presenta indices elevados de mortalidad y morbilidad. Fue descubierta
hace 100 afios, y atn hoy en dia se estima que existen entre 8 y 10 millones de pacientes
en estado cronico en el mundo, de los cuales 50, 000 nuevos casos ocurren cada afo
(Rassi et al., 2009), 25 millones de personas estdn en riesgo de infeccion en los paises
endémicos, con una incidencia anual de 42,500 casos (por transmision vectorial) y
21,000 muertes cada afio (Reisenman et al., 2010; OMS, 2010). Ademas, continia
siendo la causa mas frecuente de cardiomiopatia en América Latina, con un prondstico
mds elevado que el de otras miocardiopatias, siendo la principal causa de muerte
cardiovascular en pacientes con edades comprendidas entre los 30 y 50 afios (Moncayo,
1997). Esta enfermedad estd vinculada con aspectos socio-econdmico y culturales
deficitarios, y a su vez, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la coloca en la lista

de enfermedades desatendidas (OMS, 2003).
El escrito uruguayo Eduardo Galeano dijo:

“No estalla como las bombas, ni suena como los tiros, como el hambre mata callando.
Como el hambre mata a los callados: a los que viven condenados al silencio y mueren
condenados al olvido. Tragedia que no suena, enfermos que no pagan, enfermedad que
no vende. El mal de Chagas no es negocio que atraiga a la industria farmacéutica, ni es

tema que interese a los politicos ni a los periodistas. Elige a sus victimas en el pobrerio.




Las muerde y lentamente, poquito a poco, va acabando con ellas. Sus victimas no tienen
derechos ni dinero para comprar los derechos que no tienen. Ni siquiera tienen el

derecho de saber de qué mueren.”

Por otro lado, la problemdtica terapéutica se hace patente, ya que los agentes
quimioterapeuticos disponibles desde hace decadas para su tratamiento, ademas del
efecto discreto y restringido que presentan, solo se recomiendan en la fase temprana de
la enfermedad. Estos a su vez han mostrado numerosas contraindicaciones y efectos
adversos; por lo que la profilaxis a través de campafias para concientizar a la poblacion
sobre el riesgo que representa la enfermedad y el control de los vectores que la
trasmiten, es el método mds recomendable para su prevenciéon (Muelas et al., 2002;

Urbina y Docampo, 2004).

A pesar de que la enfermedad de Chagas es una zoonosis considerada un problema de
salud publica en México, ya que ésta se encuentra de forma endémica en 18 estados de
la Republica, especialmente los estados del sureste del pais que principalmente cuentan
con areas rurales (Dumonteil,1999), ademas de haberse reportado una alta prevalencia
en la regién noreste del pais, no se le ha dado la verdadera importancia por parte del
sector salud, al ser una enfermedad incapacitante a largo plazo y en la mayoria de los

casos por ser asintomdtica (Guzman-Bracho, 2001).

Actualmente en el estado de Guanajuato, se ha reportado la distribucion de algunas
especies de triatominos como son: Triatoma mexicana (Herrich-Schaeffer 1848)
(Hemiptera: Reduviidae); Triatoma barberi (Usinger, 1939); Meccus longipennis
(Usinger, 1939); Meccus pallidipennis (Stal, 1872) y Triatoma dimidiata (Latreille,
1811) (Lopez-Cardenas et al., 2002), sin embargo, no se ha reportado la seroprevalencia
de la enfermedad desde 1992, donde el valor obtenido fue de 0.2 (Velazco-Castrejon et
al., 1992), aunque en 2006 se estim6 un riesgo de 0.82% para el estado (Cruz-Reyes y
Pickering-Lopez, 2006).La informacion aqui generada ha sido ttil para determinar el
riesgo de transmision congénita de la enfermedad de Chagas en el estado de
Guanajuato, asi como los factores de riesgo asociados a las condiciones de vivienda y a
la transmisién vectorial, de esta manera, se coadyuva con la Secretaria de Salud a la

realizacion de medidas de control y prevencién de la misma.




DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

La enfermedad de Chagas es la enfermedad parasitaria mas importante en América
Latina, actualmente ocupa el cuarto lugar en importancia como causa de discapacidad,
después de las afecciones respiratorias, diarreas y el VIH/SIDA. Se encuentra entre las
seis enfermedades prioritarias para la investigacion, tratamiento y control de

enfermedades tropicales seglin la OMS en el afio 2011.

A esta enfermedad se le relaciona con el desarrollo econémico y social deficitario, asi
como con la migracion frecuente de personas y la rapida urbanizacion; a esto se agregan
los bajos ingresos, que no permiten mejorar las condiciones de vida y vivienda de la
poblacién, lo que hace que la mayor incidencia de la enfermedad se concentre en los

paises “pobres”.

En base a lo anterior, es importante conocer la transmisién congénita de la enfermedad
en el estado de Guanajuato, debido a que existen condiciones que favorecen la
transmision de 7. cruzi, como son la presencia de vectores, las condiciones
socioecondmicas de algunos municipios del estado, y que éste a su vez colinda con

estados reconocidos como zonas endémicas de la enfermedad de Chagas.

Esta investigacion brindard informacion necesaria para que los sistemas de salud

generen planes de vigilancia mds eficientes de prevencion y control de la enfermedad.




OBJETIVO DEL TRABAJO.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar el riesgo de transmisién congénita de la enfermedad de Chagas en el estado
de Guanajuato, su relacion existente con las condiciones de vivienda; ademds de aislar

e identificar el linaje de la cepa de T. cruzi circulante en la region.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Detectar anticuerpos anti—7. cruzi en mujeres gestantes.

e Determinar infeccién en el recién nacido.

e Evaluar indices entomolégicos.

e Aislar la cepa de T. cruzi con las deyecciones de los vectores capturados y
mantenerla en medios de cultivo.

e Determinar mediante andlisis molecular, el linaje de la cepa de T. cruzi del estado

de Guanajuato.
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HIPOTESIS.

En el estado de Guanajuato, se ha reportado la enfermedad de Chagas y al vector que la

transmite; por lo tanto, también existe la transmisién congénita de la enfermedad.

——
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ANTECEDENTES.

Generalidades.

La tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas en honor
a su descubridor, el médico Carlos Chagas. Es una parasitosis producida por
Trypanosoma cruzi, un protozoario flagelado que se transmite de forma natural por

triatominos (Hemiptera: Reduviidae), los cuales son insectos hematéfagos, conocidos

bR

comunmente como “chinche besucona”, “chinche hocicona” o “chinche de compostela”
(Prata, 2001). T.cruzi es un protozoo de la familia Trypanosomatidae, la clasificacion

comunmente aceptada se detalla a continuacion (Corliss, 1994):
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum
Seccidn Stercoraria
Especie T. cruzi

El género Trypanosoma esta constituido por cerca de 20 especies de las que dos son

patégenas para el ser humano, entre las que destacan:
-T.cruzi: agente etioldgico de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana.

-T.brucei (T. b.gambiense y T. b. rhodesiense): agente etioldgico de la enfermedad del

suefio o tripanosomiasis africana.




Cada una de estas dos especies estd delimitada a un continente diferente, sin que exista
solapamiento entre sus dreas endémicas, sin embargo, otra especie capaz de infectar al
ser humano, pero no patégena para el mismo es 7. rangeli. Ademds de que existen otras
especies que pueden producir enfermedades graves y econdmicamente importantes en

mamiferos domésticos (Kirchhoff, 2006).

Historia de la enfermedad de Chagas.

En 1909 el médico Carlos Chagas, durante la realizacion de una campafia profilactica
contra la malaria en Minas Gerais, Brasil, descubri6 el pardsito 7. cruzi dentro de
vectores conocidos como “barbeiros” (chinches hematéfagas que colonizaban las
viviendas y se alimentaban de animales y humanos mientras dormian), los vectores que
fueron capturados, se identificaron como Panstrongylus megistus; y al vector se le
denomind Schizotrypanum, esta fue la primera vez que se descubre al pardsito y al

transmisor antes que a la enfermedad (Haro, 2003).

Asi mismo, Chagas estudié a una nifia de dos afios, llamada Berenice Soarez de Moura,
de quien se sospeché paludismo. En esta nifia se observaron tripanosomas moéviles en
sangre periférica, primer hallazgo del pardsito en un humano en América; estos
parasitos al ser tefiidos con los colorantes de Romanowski resultaron ser tripomastigotes
de T. cruzi. Previamente, en esa misma vivienda, Chagas habia observado el mismo
pardsito en un gato; es asi como se describe el ciclo descriptivo que incluye, parésito,
vector de la enfermedad y reservorios (Paredes y Paredes, 1996; Pinto y Rodriguez,

2008).

Morfologia y Ciclo biolégico.

T. cruzi es un pequeflo pardsito unicelular que, a nivel sanguineo, tiene una forma
alargada y terminada en punta, mide 20 um apréximadamente, esta forma estd provista
de un flagelo y una membrana ondulante, estructuras que facilitan su desplazamiento

dentro del fluido sanguineo; posée un nucleo y una mitocondria , en cuyo extremo




posterior aparece un orgdnulo llamado kinetoplasto, este contiene alrededor del 30% del

material nuclear de la célula y es de gran importancia taxonémica (Simpson, 1972).

Este pardsito presenta un ciclo heteroxeno que requiere la presencia de un hospedador
intermediario (hemipteros hematéfagos) y pasa por tres fases morfoldgicas:
epimastigote, amastigote y tripomastigote (Brener, 1973). T. cruzi penetra en el
hospedador definitivo (mamiferos domésticos y selvaticos, incluido el hombre) a través
de las heces de vectores contaminadas con la forma “tripomastigote metaciclico”. En el
nuevo hospedador, las formas metaciclicas pueden invadir las células inmediatamente o
ser diseminados por medio de la circulacion linfatica hasta otros Organos y ahi
transformarse en “amastigotes”, con forma redondeada y un flagelo externo muy corto o
inexistente. Los amastigotes se multiplican intercelularmente, y se transforman en
“tripomastigotes”, que ocasionan la lisis de la célula, permitiendo su salida hacia el
torrente sanguineo. Los tripomastigotes presentes en sangre circulante presentan un
flagelo libre, kinetoplasto (terminal o subterminal) y un gran nucleo redondeado en
posicion central. Estas formas pueden infectar a o tras células cercanas, pero carecen
de capacidad multiplicativa, ya que la dnica forma replicativa en el vertebrado es la

forma de amastigote intracelular (Fig 1) (Martins et al., 2012).
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Figura 1. Esquema del ciclo biolégico de T. cruzi (CDC, 2017).




Caracterizacion de cepas.

La identificacion, caracterizacion y diferenciacién actual de 7. cruzi, se enfoca en
criterios moleculares, debido a su alta diversidad genética. Los aislados de T. cruzi
muestran  distintas caracteristicas bioldgicas, relacionadas con las diferentes
presentaciones clinicas de la enfermedad de Chagas; estos aislados han sido divididos
en dos grupos genéticos nombrados por consenso internacional 7. cruzi I (linaje 2-
asociado al ciclo enzodtico) y T. cruzi 1I (linaje 1- asociado al ciclo doméstico)
(Breniere et al., 1995). El T. cruzi 1l se divide a su vez en 5 sub-grupos (Ila-Ile)
(Breniere et al., 1998). Estos grupos se han clasificado de acuerdo a las distintas
caracteristicas de la cepa, incluyendo zimodemas (Romanha et al., 1979; Miles et al.,
1981), esquizodemas (Morel et al., 1980), biodemas (Andrade y Magalhdes, 1997),
clones (Tibayrenc y Ayala, 1991), linajes (Souto et al., 1996), clados (Kawashita et al.,
2001), unidades discretas de tipificacion (DTUs) (Tibayrenc, 1998) y haplotipos (Freitas
et al., 2006; Herrera et al., 2007).

Datos biolégicos y epidemioldgicos, han demostrado una fuerte asociacion entre el 7.
cruzi Il y las manifestaciones clinicas en humanos, mientras que el 7. cruzi I ha sido

detectado preferentemente en el ciclo selvatico (Zingales, 1998).

Para México, los datos arrojados en una investigacion que involucrd 56 poblaciones,
entre ellas el estado de Guanajuato, se encontré que el 3.6% del total de muestras
analizadas pertenecian al linaje de T. cruzi II, mientras que el resto pertenecian a 7.

cruzi I (Bosseno et al., 2002).

Etiologia, Transmisiéon y Sintomatologia.

La enfermedad de Chagas (ECH), es causada por el protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Protozoa: Mastigophora) (Chagas, 1909). El principal mecanismo
de transmision en paises endémicos es vectorial, donde participan hemipteros conocidos
como ‘“chinches besuconas” o “chinche hocicona” (Basile et al., 2011). El segundo
mecanismo en importancia lo ocupan la transmisiéon por transfusion sanguinea y la

transmision congénita, esta ultima con una ocurrencia de 1-10% en los nacimientos,
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destacidndose estas dos ultimas vias de infeccion como los mds importantes para la
transmisiéon de la ECH en paises no endémicos (Prata, 2001). Se estima que existen
entre 8 y 10 millones de pacientes en estado crénico en el mundo, de los cuales 50.000
nuevos casos ocurren cada afio (Rassi et al., 2009), con 25 millones de personas en
riesgo de contraer la infeccion en paises endémicos, con una incidencia de 42.500 casos
(por transmision vectorial) y 21.000 muertes anuales (Reisenman et al., 2010; OMS,
2010). La ECH es considerada la tercera infeccién parasitaria mas comun en todo el
mundo, siendo la mds importante en América Latina y una enfermedad emergente en
Estados Unidos de América (EUA), Canadd y paises europeos (Espafia, Holanda,
Suiza), Australia y Japon (Frank et al., 1997; Barona et al., 2012).

El ciclo de vida de T. cruzi incluye la transmisiéon al huésped mamifero cuando la
chinche se alimenta y excreta heces infectadas, lo que permite que el parasito penetre a
través de heridas o mucosas (Valdespino, 1994). La transmisién vectorial es la forma
principal de infeccion entre los animales y es la mas comun en el humano. Las chinches
habitan en huecos y rendijas dentro de las viviendas humanas, pero la infeccién también
se puede adquirir mediante transfusion sanguinea o trasplante de 6rganos de personas
infectadas, por via congénita y, mds raramente, por la ingestion de alimentos
contaminados e infeccidon accidental en el laboratorio (Padilla et al., 2003; Schmunis,

1999; Torrico et al., 2004; Alarcén et al., 2010).

En la historia natural de esta enfermedad, clinicamente se presentan la fase aguda, la
cronica asintomdtica (indeterminada) y la crénica sintomdtica (Prata, 2001). La fase
aguda usualmente dura de cuatro a ocho semanas y ocasionalmente hasta cuatro meses y

la fase cronica persiste durante toda la vida del huésped (Rassi et al., 2010).

Cuando la via de entrada es en la regién ocular, se presenta el signo de Romafia (Fig. 2-
A) en alrededor del 50% de los casos, que consiste en edema bipalpebral unilateral,
poco doloroso, de aspecto violaceo, con prurito discreto, y se acompaiia de adenopatias

preauriculares, submaxilares y occipitales.

Cuando la via de entrada es en otra region del cuerpo, se denomina chagoma de
inoculacion (25%) y se presenta como un nddulo subcutdneo, violdceo con

microadenitis regional (Chiarpenello, 2004). Las manifestaciones sistémicas son fiebre
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sin caracteristicas especiales, astenia, mialgias, artralgias, hepato y/o esplenomegalia;
ocasionalmente, en dreas endémicas, este cuadro se presenta con manifestaciones
respiratorias o digestivas. Menos de un 1% se complica con meningoencefalitis,
miocarditis o pericarditis; especialmente en nifilos y ancianos con desenlace fatal. La
fase cronica asintomdtica, también conocida como indeterminada, dura entre 10 y 20
aflos, se diagnostica principalmente por métodos seroldgicos y es clinicamente
silenciosa con parasitemia muy baja, por lo que los métodos parasitolégicos son poco

sensibles (Morales, 1996).

En la fase crénica sintomdtica, el 6rgano mds afectado es el corazén; se presenta
miocarditis, con manifestaciones de insuficiencia cardiaca congestiva y cardiomegalia
(Fig. 2-B). Se puede producir enfermedad en cualquier viscera hueca, principalmente en

el aparato digestivo (megaesdfago y megacolon) (Morales, 1996).

Figura 2. A.Signo de Romafa. B. Rayos X de térax — drea cardiaca aumentada debido a la

miopericarditis. Fase aguda de la enfermedad de Chagas. (Neves — Pinto, 2010).

Transmision congénita (Vertical).

La incidencia reportada de la transmision vertical en humanos es relativamente baja,
aunque existe una creciente evidencia de que la misma ha adquirido gran relevancia en
la actualidad, debido al fenémeno de urbanizacion, dado por las constantes migraciones
poblacionales desde dreas endémicas. La mayoria de las gestantes chagdsicas cursan el

embarazo durante la etapa indeterminada o crénica de la infeccidn con escasas o nulas
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manifestaciones clinicas (Moya et al., 1979; Moya y Moretti, 1997); también se han
descrito casos con enfermedad aguda, aunque esta no es siempre sindbnimo de infeccién
fetal (Rassi et al., 1958; Moretti et al., 2003). A pesar de las controversias iniciales
sobre el efecto de la infeccidon chagdsica sobre el periodo de gestacién (Bittencourt,
1972), estudios realizados por Moya en 1979, demostraron que gestantes con serologia
positiva para la enfermedad presentaron igual incidencia de abortos que la poblacién
general. En 2002, Tromboto realizé un estudio en un total de 84.000 mujeres
embarazadas, en las cuales no encontré evidencia alguna de que la enfermedad

chagésica materna produzca anomalias en el desarrollo fetal.

El T. cruzi puede infectar al feto afectando o no a la placenta (Moya et al., 1979, 1985),
por otra parte, puede infectar a la placenta sin producir compromiso fetal (Rassi et al.,
1958; Moretti et al., 2003) y a su vez, puede no afectar a la placenta ni al feto. El grado
de lesion varia, desde escasos infiltrados inflamatorios linfoplasmocitarios, con o sin
presencia de amastigotes, hasta cuadros severos de destruccidn tisular en decidua, placa
amniocorial, vellocidades coriales o cordén umbilical (Moya et al., 1979). Una vez que
se ha producido la infeccién, el feto puede sufrir alteraciones en su viabilidad y
crecimiento; asi se han descrito abortos, muertes fetales (Bittencourt et al., 1972),
prematurez (Saleme et al., 1971) y desnutricion fetal (Howard, 1962.). Por el contrario,
otros estudios han demostrado que la mayoria de los nifios nacen a término, y no
presentan alteraciones del crecimiento intrauterino (Moya et al., 1979; Moya y Moretti,

1997).

Existe un porcentaje muy elevado de nifios nacidos con infeccion congénita (60 a 90
%), los cuales no presentan sintomatologia al nacer ni en los meses subsiguientes, esto
ocurre en todos los paises de zonas endémicas salvo en Bolivia, donde se ha reportado
un 50% de nifios sintomaticos (Carlier y Torrico, 2003). Los signos clinicos mads
frecuentes encontrados en nuestra serie de pacientes sintomadticos fueron:
hepatomegalia, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, meningoencefalitis,

insuficiencia cardiaca y anemia (Moya, 1977; Moya y Moretti, 1997).

La presencia de miocarditis, indica la existencia de un severo cuadro neonatal que

requiere tratamiento con cardiotonicos y diuréticos, ademads del tratamiento etiolégico.
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La frecuencia de trastornos neuroldgicos no ha sido establecida con certeza. Algunos
autores refieren que el 50% de casos neonatales presentan alteraciones del SNC

(Howard, 1962; Moya, 1994).

En paises como Argentina, Brasil, Paraguay y Chile, la mortalidad referida a la
infeccién congénita es baja y alcanza cifras que no exceden el 2% (Moya y Moretti,
1997. En Bolivia en cambio se han registrado tasas que oscilan entre el 2 y el
12%.(Calier y Torrico et al., 2003). Es necesario tener en cuenta que, la Enfermedad de
Chagas congénita estd asociada a prematurez, dificultad respiratoria o sepsis y es dificil
distinguir si la muerte es producida por la infeccion chagdsica o por las complicaciones

de la prematurez (Moya, 1994).

Diagnéstico

El diagnostico se realiza con métodos parasitolégicos indicados en la fase aguda, 'y
métodos seroldgicos y de gabinete para la fase cronica. Los exdmenes parasitoldgicos
son examen directo, gota gruesa y frotis sanguineo, que se utilizan para observar formas
sanguineas; también son dutiles métodos de concentraciéon como el Strout vy
microhematocrito en recién nacidos. Otros métodos cuyo fin es incrementar el nimero
de parésitos son el xenodiagndstico, el hemocultivo y la inoculacién en animales. Los
exdmenes serologicos recomendados por la OMS son ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y hemaglutinacién
indirecta (HAI). Para el estudio cardiolégico, se recomiendan electrocardiograma

(ECG), radiografias del térax y ecocardiograma (Salazar—Schettino, 2003).

La transmision congénita es un fendmeno creciente en zonas de bajo control vectorial,
lo que ha determinado la aplicacién de estrategias de seguimiento de binomios madre —
hijo, de mujeres embarazadas seropositivas y hasta de niflos menores de 2 afios

(Guzmén-Bracho et al., 1998; Velasco-Castrejon et al., 1992).
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Vectores.

Meéxico es un pais que esta dividido en dos grandes regiones bidticas con caracteristicas
muy contrastantes: la regién Nedrtica (templada) y la regiéon Neotropical, posee una
gran biodiversidad, donde conviven gran cantidad de especies de artrépodos. La
interacciéon humano — artrépodo se ha dado en la historia de la humanidad desde hace

millones de afios (Hartwood y James, 1979).

Schofield 1996 menciona 123 especies de triatdminos en el mundo, de las cuales 30
especies han sido reportadas para México (Zarate y Zarate, 1985; Alejandre et al.,
1999). De ellas, 25 pertenecen al género Triatoma, que es el mejor representado y de
mayor interés, ya que en €l se incluyen la mayoria de las especies que se han encontrado
infectadas naturalmente por 7. cruzi; ademés de que un gran nimero presenta algin

grado de asociacién con la vivienda humana (Zarate y Zarate, 1985).

A nivel mundial, mds de 60 especies de triatdminos se han reportado con infeccién
natural o experimental con 7. cruzi; ademds, debido a que el grupo muestra
comportamiento y fisiologia similares, todas las especies se deben considerar como
vectores potenciales (Schofield, 1994; Lent y Wygodzinsky, 1979). México presenta el
mayor nimero de especies de triatdminos, ademds de que varias de éstas especies
presentan habitos intradomiciliados, con diferentes comportamientos bioldgicos, lo que
dificulta aun mds las estrategias para el control (Salazar-Schettino, 2003). Las especies
se encuentran distribuidas a lo largo de todo el pais; de estos, dos géneros son los mds
importantes, Triatoma y Meccus. De las 30 especies registradas en el pais, 19 de éstas se
han encontrado infectadas con el pardsito 7. cruzi, aunque cada especie tiene
caracteristicas particulares respecto a su comportamiento biolégico y capacidad
vectorial, lo cual determina su importancia en la cadena de transmision del agente al

humano (Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006; Velasco-Castrejon et al., 1992).

Los vectores se han clasificado en intradomiciliarios, peridomiciliarios y silvestres.
Entre los intradomiciliarios se encuentran, Triatoma barberi y T. dimidiata, queson los
que representan un mayor riesgo para la salud publica en México (Breniere et al., 2007;
Dumonteil et al., 2002). Aunque Triatoma dimidiata se encuentra principalmente dentro

de la vivienda, en Yucatdn tiene un comportamiento peridomiciliar, a su vez, dentro de
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este grupo seencuentran la mayoria de los transmisores de la enfermedad de Chagas
como son:M. longipennis, T. mazzottii (Usinger, 1941), M. pallidipennis, M.
phyllosomus(Burmeister, 1835), T. picturatus (Usinger, 1939), Triatoma gerstaeckeri
(Stal, 1859), T. mexicana, T. rubida (Uhler, 1894), Dipetalogaster maxima (Uhler,
1894), Panstrongylus rufotuberculatus (Champion, 1899) y Rhodnius prolixus Stal,
1859. Los transmisores peridomiciliarios son de menor riesgo en ladindmica de

transmision comparados con los intradomiciliarios (Dumonteil et al., 2002).

En un estudio realizado en el afio 2000, se encontraron nueve especies con infeccién
natural; el mayor porcentaje de infeccidn correspondié a M. pallidipennis, T. picturata,
Rhodnius prolixus y M. longipennis. Los estados con mayor porcentaje de infeccion
fueron Nayarit, Morelos y Michoacdn; para los cuales se presentaron nuevos registros
estatales de 7. dimidiata, T. gerstaeckeri, M. longipennis, T. mexicana y M.
pallidipennis, ademés de uno local de Pastrongylus rufotuberculatus,ademas de que se
informd por primera vez la infeccion natural en algunas de ellas (Vidal-Acosta et al.,

2000).

Para el estado de Guanajuato se ha reportado la presencia de Triatoma mexicana,
T.barberi, M. longipennis, M. pallidipennis y T. dimidiata (LL6pez-Cardenas et al., 2002;
Salazar-Schettino et al., 2007).

Epidemiologia.

Se considera un problema de salud publica en 17 paises latinoamericanos, entre ellos
Meéxico, como lo sefialan datos arrojados por la Organizacion Panamericana de la Salud
en 2005 (Tabla 1). En paises latinoamericanos la enfermedad es endémica, con mds de
16 — 18 millones de infectados y con una poblacién en riesgo estimada en 100 millones
(Schofield y Dias, 1996; Padilla et al., 1999). Debido a su impacto econdmico, a partir
de 1993, el Banco Mundial la considera como la enfermedad parasitaria mds grave en
América (Schofield & Dias, 1996). La importancia de la enfermedad radica en su
elevada prevalencia, su incurabilidad, las grandes pérdidas econémicas por incapacidad

laboral, y la muerte repentina de personas aparentemente sanas.
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Tabla 1. Datos relevantes de acuerdo a estimaciones cuantitativas de la enfermedad de Chagas en las

Américas. Fuente: OPS/HDM/CD/425-06. Dic 2006. Montevideo, Uruguay. 28 pp. México

Datos Ano 2005
Poblacién 107, 029, 000
Numero de infectados 1, 100, 000
Nuevos casos anuales de transmision 7,700
vectorial
Casos anuales de Chagas congénito 1, 100
Mujeres (+) 15 y 44 afios 243, 000
Tasa de prevalencia (x 100 hbts) 1.028
Tasa de incidencia (x 100 hbts) 0.007
Incidencia de Chagas congénito (x 100 0.051
nacimientos)

Poblacion expuesta en zonas endémicas 29, 500, 000
Miocardiopatias 99, 143
Prevalencia en bancos de sangre 0.60

A partir de 1993 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la consideré como la
enfermedad parasitaria mds grave en América y es parte de la lista de las 14
enfermedades “descuidadas o desatendidas” segin la OMS. Recientemente esta
organizacion reconoce a la enfermedad de Chagas como un problema de salud global
dados los movimientos migratorios (OMS, 2010). Paises no endémicos como Espafia ya
han comenzado a implementar mecanismos de deteccion de la misma en donadores

inmigrantes, ya que cada afio recibe mds inmigrantes latinoamericanos (OMS, 2003).

Seroprevalencia.

En la década de 1980, con protocolos estandarizados se estimé la prevalencia de la
infeccion en 21 paises endémicos, la cual fue de 18 millones de casos y 100 millones de
individuos en riesgo de infeccion. En 1993, el Banco Mundial establecié que la

enfermedad de Chagas ocupaba el primer lugar entre las enfermedades tropicales y el

——
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cuarto entre las transmisibles; por otro lado, representa de manera importante un
problema que afecta econdmicamente a los paises endémicos con un impacto de 6,500

millones de délares por afio (Morales, 1996).

En 1996, la OPS estimd una incidencia anual en México de 44,000 casos nuevos con
una prevalencia de 1, 610, 000 personas infectadas (Franco—Paredes et al., 2007).
Velasco et al. (1992) publicaron los resultados de la Encuesta Nacional de
Seroepidemiologia (ENSP), donde se determina seropositividad entre 3-4 millones de
individuos infectados en todo el pais; la prevalencia mas baja fue en el estado de Jalisco,
con 0.1%, y la mas alta en Chiapas, con 5%. En estudios realizados en municipios como
Oaxaca, se han reportado prevalencias de 1 hasta 37% (Goldsmith et al., 1971;
Ruegsegger et al., 1993).La Tabla 2 presenta los datos de prevalencia de la enfermedad

de Chagas para los estados que conforman la Republica Mexicana.

Tabla 2. Total de casos reportados en la literatura en base a encuestas seroldgicas, manifestaciones

clinicas y reportes en bancos de sangre (Cruz-Reyes y Pickering-Lépez, 2006).

Estado Muestra  Casos Prevalencia (%) Estado Muestra  Casos  Prevalencia (%)
Aguascalientes 1527 28 1.83 Morelos 8787 1005 11.44
Baja 1619 45 2.78 Nayarit 1994 243 12.19
California N.

Baja 2018 21 1.04 Nuevo Leon 4178 81 1.94
California S

Campeche 1536 24 1.56 Oaxaca 12.624 2234 17.7
Chiapas 7912 1009 12.75 Puebla 12.97 460 3.55
Chihuahua 3351 15 0.45 Queretaro 2412 458 18.99
Coahuila 1976 12 0.61 Q. Roo 1575 38 2.41
Colima 1917 22 1.15 Sn Luis Potosi 2161 56 2.59
DF 26213 983 3.75 Sinaloa 2865 160 5.58
Durango 2065 45 2.18 Sonora 2280 37 1.62
Edo de México 2856 18 0.63 Tabasco 5315 200 3.76
Guanajuato 3168 26 0.82 Tamaulipas 2022 34 1.68
Guerrero 9621 1090 11.33 Tlaxcala 1428 19 1.33
Hidalgo 3591 222 6.18 Veracruz 33.679 1932 5.74
Jalisco 26.732 3236 12.11 Yucatan 6687 212 3.17
Michoacan 2265 50 2.21 Zacatecas 2598 146 5.62
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MATERIALES Y METODOS.

Descripcion del area de estudio.

El estado de Guanajuato se localiza en la mesa central y al sur de la Altiplanicie
Mexicana; su extension territorial es de 30,628.17 km? (1.6% del territorio nacional)
(Anénimo, 1980; Angulo, 1985), limitando al norte con el estado de San Luis Potosi, al
sur con Michoacdn, al este con Querétaro y al oeste con Jalisco (Fig.3). Su territorio
forma parte de las provincias fisiograficas Sierra Madre Oriental, Eje Volcédnico
Transversal y Altiplanicie Mexicana. Buena porcion de la mitad meridional del estado
ubicada entre 1700 y 2300 m de altitud, corresponde a la regién que se conoce como
Bajio, con terrenos mas o menos planos o pendientes suaves, donde son muy comunes
las practicas agricolas. En el resto del estado existen también macizos montafiosos
aislados hasta de poco mas de 3000 m y algunas planicies, siendo mds accidentada la
zona del noreste que incluye pequefias superficies ubicadas a menos de 1000 m sobre el
nivel del mar. La Sierra de Guanajuato y la Sierra Gorda en esta dltima region, son las

que forman las zonas montafiosas mds importantes.

Figura 3. Mapa de la Republica Mexicana, se destaca la localizacién del estado de Guanajuato y se

sefialan en gris las localidades muestreadas.
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Las temperaturas medias anuales en general fluctian entre 12 y 20°C, excepto en las
cimas montafiosas donde disminuyen y en las zonas mds bajas donde se incrementan un
poco. La precipitacién total anual varia de 300 a mds de 1000 mm, sin embargo, los
valores entre 450 y 700 mm son los mds comunes. Actualmente se ubica como la sexta
entidad més poblada a nivel nacional, la vigésimo segunda por su extension territorial y
la séptima economia nacional, tanto por su tamafio como por su velocidad de

crecimiento.

El Estado de Guanajuato tiene 46 municipios, que por su situacién geogréfica,

socioecondmica y vocacion productiva se agrupan en 6 regiones (Fig. 4) (INEGI, 2011):

e Laregion I Noreste, conocida como la Sierra Gorda, es la regiéon mads lejana de la

capital, tiene un clima semidesértico y sus tierras son en su mayoria dridas.

e Laregion II Norte, se caracteriza por su gran nimero de comunidades rurales y su

importancia turistica y artesanal.

e La region III Centro—Oeste, presenta el mayor polo de desarrollo industrial y
comercial, acoge a la capitaldel estado y muestra la mayor concentracion de

poblacién debido a la influencia del municipio de Ledn.

e La region IV Sur—Oeste, destaca el sector agropecuario y especialmente la

porcicultura.

e Laregion V Sur, es una regién comercial (artesanal) y agropecuaria, la cual tiene al

Lago de Yuriria como cuenca lacustre y potencial centro de desarrollo turistico.

e La regiéon VI Centro—Este, se encuentran los municipios de Celaya y Apaseo el

Grande, principales polos de desarrollo industrial y comercial de la region.

19

——
| —



GUANAJUATO — e
ZAC ATECAS ] Region 11l Centro-Cleste
= o r I Regihdm P<-Sur-Ceste

T Regidm W Sur
BN Regidn VI Centro-Este

£
JAL.scoﬂ* "
A RN

Figura 4.Agrupacion de los 46 municipiosdel estado de Guanajuato en seis regiones de acuerdo a la actividad

econdémica desarrollada (INEGI, 2011).

Muestreo.

Se muestrearon un total de 520 pacientes (mujeres en estado de gestacion), procedentes
de zonas tanto urbanas como rurales que acudan al Hospital Regional General de Leén
para su atencién médica. Esta muestra fue superior a la calculada tomando en cuenta la
prevalencia de 0.82% (Cruz-Reyes y Pickering-Lépez, 2006). Para el calculo de la
muestra se consideré un 5% de error y un nivel de confianza del 97.5%, utilizandose la

siguiente formula (Walpole et al., 2011):

2
7.4

Tl:F

Donde: Z = precision absoluta; p = prevalencia reportada; q = (1-p); E = Error de

Estimacion.

Criterios de Inclusion.

e  Mujeres embarazadas aparentemente sanas, cuya edad oscile entre los 18 y los 50

afos de edad.
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e  Menores de edad con el permiso de su padre o tutor.

e  Mujeres originarias del estado de Guanajuato o que residan en el estado con una
antigliedad minima de 5 afios.

e Pacientes que acepten participar en el proyecto y firmen el consentimiento
informado.

e  Mujeres que habiten en alguno de los municipios del estado de Guanajuato.

e Edad gestacional: entre el 6to y 9no mes.

Criterios de Exclusion.

e  Mujeres que se nieguen a participar en el estudio.
e Mujeres que no cuenten con la mayoria de edad y no tengan el consentimiento de
su padre o tutor.

e Pacientes que no permitan continuar con el estudio.

Criterios de Eliminacion.

e Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.
e Pacientes que no estén dispuestos a cooperar con las visitas de seguimiento al

menor (en caso de resultar positivo).

Encuesta Epidemiolégica.

Una vez que se les explicé en que consistia el estudio y la relevancia del mismo, se
procedio a la firma del consentimiento, y se les aplicé una encuesta epidemioldgica con
la finalidad de determinar los factores de riesgo de transmision vectorial, tomando como
base la calidad de la vivienda y la presencia o avistamiento de triatominos vectores

reportados por las pacientes.

A continuacién se muestran los formatos del consentimiento informado y encuesta,

aplicadas para la realizacién del estudio aqui presentado.

21

——
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CIUDAD UNIVERSITARIA, SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. CP 66451.
TEL Y FAX 83-52-44-25.
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

MEDICA

Evaluacion del riesgo de transmision congénita de la enfermedad de Chagas en el estado de

Guanajuato.

Este proyecto serd llevado a cabo por la IBQ. Laura Mayela Montes Rincén, en el laboratorio de Patologia Molecular

y Experimental de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de decidir si participa o no,
debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento
informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al

respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que firme esta forma de

consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

JUSTIFICACION: Es importante conocer la transmisién madre-hijo de la enfermedad, ya que en el estado existen
condiciones que favorecen la transmisién del pardsito, como son la presencia de chinches, las condiciones
socioecondémicas de algunos municipios y éste a su vez, colinda con estados reconocidos como zonas de transmision

de la enfermedad de Chagas.

Esta investigacion brindard informacién necesaria para que los sistemas de salud generen planes de vigilancia y

control de la enfermedad.

OBJETIVO DEL ESTUDIO: A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene
como objetivos, determinar el riesgo de transmisiéon madre-hijo de la enfermedad de Chagas en el estado de

Guanajuato y su relacién con las condiciones de vivienda.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO: Con este estudio conocera de manera clara si usted es portadora de la enfermedad
de Chagas y el riesgo que existe de transmitirla a sus futuros hijos, ya que en caso de que el bebé resulte ser positivo,

se le brindard la atencién médica correspondiente por parte del Hospital General de Ledn.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO: En caso de aceptar participar en el estudio se le realizardn algunas

preguntas personales, las condiciones de su vivienda y algunos antecedentes médicos.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO: Las fases de las que consta este estudio son responder una pequeiia
encuesta. Posteriormente una toma de sangre, que no tendra ningtin riesgo para usted o para su bebé, y finalmente

nosotros nos encargaremos de analizar su muestra.
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ACLARACIONES

* Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar participar.
* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

* No recibira pago por su participacion.

* En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo, al investigador

responsable.

* La informacion obtenida en este estudio sera utilizada para la identificacién de cada paciente y serd mantenida con

estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

* Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, por favor, firme la Carta de Consentimiento

Informado que forma parte de este documento.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién

anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Estoy en completo acuerdo de

participar en este estudio de investigacion.

Firma del participante Fecha

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado a la Sra. la naturaleza y los propdsitos

de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He contestado a
las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la

normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedi6 a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CIUDAD UNIVERSITARIA, SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. CP 66451.
TEL Y FAX 83-52-44-25.
FICHA ENTOMOLOGICA

N° Folio ‘ Fecha:

Datos Generales

Nombre
Edad ‘ Ocupacién
Domicilio
Calle N° Col. Municipio
Originario de Municipio  Estado
ENCUESTA DOMICILIARIA
Piso Tierra Cemento Mosaico Mixto Otro
Pared Adobe L&dmina Enjarrado Madera Otro
Techo Cartén Ldmina Concreto Cartén Oftro
Mascota Perro Gato Roedores Palma Otro
Corral Aves Cerdos Vacas Caballo Otro
Drenaje Si No Letrina Aire libre Otro
Agua Si No Pozo Pipa Oftro
potable
Vegetacién Frente Costado Patio Lena Oftro
Insectos Chinche Zancudo Garrapatas Piojos Otros
Mosquiteros | Ventana Puerta Cama Otro
sHa sufrido picadurase de sle causaron moretdéne ____ sHa tenido
fransfusiones o ha sido donador de sangre? sCuantas veces?____ 3le han
diagnosticado alguna enfermedad? sHa presentado convulsiones?
3Con qué frecuencia?
ENCUESTADOR:
RESULTADOS SEROLOGICOS

ATENTAMENTE

Analizé la muestra Supervisor

* Observaciones al reverso de la hoja.
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Muestras de sangre por puncion venosa.

La toma de muestras se realiz6 utilizando una jeringa, la sangre se extrajo de la vena
periférica de la parte interior del codo y en algunos casos del dorso de la mano. Una vez
localizado el sitio de puncién, este se limpié utilizando un antiséptico (alcohol) y se
colocé la banda eldstica alrededor de la parte superior del brazo con el fin de aplicar
presion en el drea y hacer que la vena se llenara de sangre. Posteriormente, se procedi6 a
introducir la aguja en la vena y la sangre se colecté en un tubo de ensaye con EDTA
(0,2 M, pH 8) como anticoagulante, luego de la extraccién de aproximadamente 3ml de
sangre, se retird la banda elastica del brazo, luego la aguja y finalmente se cubri6 el
sitio de puncién con una banda adhesiva para detener cualquier sangrado que pudiera
presentarse (Brunner y Sudarth, 1988). Para las muestras de sangre obtenidas del cordén
umbilical del recién nacido, antes de cortar el cordon umbilical se colocan pinzas en dos
extremos, se corta y la fraccion del cordon sujeta con las pinzas se limpia con la ayuda
de un antiséptico y con la ayuda de una jeringa se toma la muestra sanguinea y se coloca

en un tubo de ensayo con EDTA.

Las muestras obtenidas de mujeres y nifios se centrifugaron a 1200g durante 10min; se
separaron el suero del paquete globular; mientras que las muestras de recién nacidos se
almacenaron como sangre total, en ambos casos las muestras se almacenaron a -20°C

hasta su anélisis.

Captura de triatominos y Determinacion de infeccion.

Los lugares muestreados se seleccionaron aleatoriamente, partiendo de los resultados
arrojados por las encuestas (reportes sobre presencia de vectores). La captura se realizé
por rastreo con lampara (colecta manual) y por medio de trampas de luz (Beltrdn y
Carcavallo, 1985). Durante la colecta manual se examinaron los domicilios y su
periferia; dentro de los domicilios se movieron algunos objetos en busca de triatominos
escondidos, se realiz6 una revision de paredes en busca de grietas o hendiduras que
sirvieran de guarida a los triatominos (OMS, 2010). En los peridomicilios se
examinaron patios y corrales, asi como las madrigueras de roedores cercanas a los
hogares. Los ejemplares capturados se trasladaron en frascos de plastico cubiertos con

malla y papel en el interior para ofrecer resguardo a los triatominos. Una vez en el
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laboratorio, estos se alimentaron con sangre de roedor y se clasificaron
taxondémicamente siguiendo las claves de Lent y Wygodzinsky (1979). En el caso de las

ninfas capturadas, estas se criaron hasta el estadio adulto para su identificacion.

La determinacién de infeccidon por 7. cruzi se realizé utilizando microscopio Optico
(MO), y se observé la materia fecal. Todos los especimenes analizados se conservaron
en etanol (grado analitico) a una concentracién del 96% para posteriormente realizar la

determinacion de linaje de 7. cruzi por medio de PCR (Brisse ef al., 2001).

Preparacion del indculo de 7. cruzi, Cultivo y Obtencion de epimastigotes.

Ya que se determind la infeccidn por 7. cruzi en heces de triatominos capturados o sangre
de personas infectadas, estas se diluyeron en 200 pl de solucién salina fisioldgica y se
colocaron por separado en microtubos de 1.5 ml. Se examind una alicuota utilizando un
MO de campo claro para la observacion de los tripomastigotes in vivo y en frotis con
Giemsa (Molina-Garza et al., 2007). Las heces fecales diluidas se agregaron en el
medio LIT suplementado con suero fetal bovino y hemina, se revisé el cultivo cada dos

semanas hasta obtener la forma morfolégica “epimastigote”.

Los epimastigotes se cultivaron en frascos de cultivo de 25cm’ con medio de cultivo
LIT (suplementado con suero fetal bovino, y hemina) a una temperactura de 28°C + 2°C
durante un periodo de 5- 8 dias hasta obtener la fase exponencial de crecimiento, la cual
se establecié cuando se observaron 100% de epimastigotes libres y con alta movilidad

en el cultivo.

Preparacion de antigeno a partir de epimastigotes y ELISA indirecta.

Los epimastigotes en fase logaritmica se colocan en tubos eppendorf y se centrifugaron
a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se lavaron 3 veces con PBS (buffer de fosfatos
pH 7.2) y se sometieron a un shock térmico congeldandolos con N, liquido y
descongeldndolos al sumergirlos en agua a Temperatura ambiente, este proceso se
realiza en un promedio de 8 repeticiones. La cantidad de proteina contenida se

determina por medio de la técnica de Bradford.
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El antigeno preparado se diluy6 con buffer de carbonatos (pH 9.8), dejandolo a una
concentracion entre 5-10 pg/ml; se colocaron 50ul del antigeno en cada pocillo de la
placa ELISA, se incubaron 12h a 4°C. Se decant6 el liquido de cada pocillo y se lavé
por triplicado con una solucién de PBS-Tween 20 al 0.05%. Se decant6 el liquido del
ultimo lavado y se bloqueé la reaccion utilizando una solucién PBS-lactosa al 5%, para
lo que se depositaron 200ul de la solucién en cada pocillo y se incubd la placa durante
1h a 37°C. Se decant6 la solucién y se realizaron tres lavados con la solucién PBS-
Tween 20 al 0.05%. Se decantd el liquido del dltimo lavado y se colocaron 50ul de la
solucion PBS-Tween 20 al 0.05% y 1ul de los sueros problema, estos se incubarén
durante 2h a 37°C. Se decant6 el liquido contenido en los pocillos y se lavaron por
triplicado con PBS-Tween 20 al 0.05%. Se colocaron 50ul del anticuerpo secundario
(IgG-PBS-Tween 20 al 0.05%) a una concentracion de 1:7500, estos se incubaron
durante 1h a 37°C. Se decant6 el liquido de los pocillos y se lavaron por triplicado con

PBS-Tween 20 al 0.05% y se realiz6 un altimo lavado con PBS.

La placa se revel6 utilizando ABTS como sustrato en una cantidad de 50ul por pocillo,
se incubd la placa durante 30 min a temperatura ambiente y en total oscuridad. La

absorvancia se ley6 en el espectrofotometro a 405nm.

Kit-chagatest (Enzyme ChagasInterbiol).

El procedimiento para la deteccion de anticuerpos especificos contra antigenos de 7.
cruzi - se realizo utilizando el kit Enzyme Chagas Interbiol, siguiendo el protocolo

recomendado por el fabricante (Kit Chagatest Elisa IgG de WIENER Lab).

Antes de realizar la determinacidn, los reactivos, pozos, muestras y controles se llevarén
a temperatura ambiente durante el lapso de 1 hora. Para iniciar el procedimiento se
rotularon cada una de las muestras con su respectivo folio y ubicacién en la que se
colocaron dentro de la placa. Se procesaron: un control positivo, un control negativo y
los suerons problema. Se diluyeron las muestras y el control negativo 1:21 con
“diluyente de sueros”. En el pozo seleccionado, se colocaron 200 ul de diluyente y 10
ul de la muestra o control, mezclandolo perfectamente. Se colocaron 100 ul de cada uno

de lo sueros incluyendo controles positivo y negativo en el pozo seleccionado para cada
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uno de ellos. Se agit6 la placa suavemente durante 15 segundos, esta se cubrié con mica

adhesiva y posteriormente se incub6 a 37°C durante 30 minutos.

Se realizaron tres lavados con “regulador de lavado” (300 ul) por pozo. Entre cada
lavado se mantuvo el liquido en cada pozo durante 1 minuto aproximadamente, se
decant6 vigorosamente y se eliminé el exceso de remanente golpeando levemente las

bocas de los pozos sobre papel absorbente.

Posteriormente se adicionaron 60 ul de conjugado (anti IGg humano peroxidado) y se
mezcld vigorosamente, nuevamente se cubrié la caja con mica adhesiva y se incub6 a
37°C durante 30 minutos. Se decant6 el liquido, y se hicieron tres lavados como se
describié anteriormente. Al finalizar los lavados se adicionaron 30 ul de revelado A 'y
30 pl de revelado B, se mezclo perfectamente y se incubé la placa durante 20 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. La reaccién se detuvo adicionando 30 pl de
solucién de paro a cada pozo. Para finalizar se ley6 en un espectrofotémetro a 450 nm,

usando el filtro de 630 nm como referencia.

Hemaglutinacion indirecta.

Una vez sensibilizados los glébulos rojos y los eritrocitos, se diluyen a una
concentracion de 2.5% en buffer de fosfatos pH 7.2. Las diluciones del suero que se
realizardn son: 1:8, 1:32 y 1:64, como resultado, los glébulos rojos se aglutinaron por

anticuerpos especificos (INDRE, 2015, Sanchez-Guillén et al., 2006).

El procedimiento se realizo conforme al protocolo indicado en el kit. Se Utiliz6 una
micropipeta y se colocaron 75 ul (3 gotas de 25 ul) de diluyente de muestra en el
pocillo 1 de la policubeta y 25 ul (1 gota) en los pocillos 2 y 3 respectivamente.
Posteriormente utilizando una micropipeta, se agregaron 25 pl de muestra
(suero/plasma) al pocillo 1, mezclando el contenido llenando y descargando la
micropipeta 6 o 7 veces. Se transfirieron 25 ul de la solucion diluida del pocillo 1 al 2.
Se mezclara el contenido del pocillo 3 y luego se desechan 25 ul de solucién remanente
en la micropipeta. De igual manera utilizando el gotero provisto en el kit, se colocaron

25 pl de solucién remanente (1 gota) de particulas de control reconstituidas en el pocillo
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2. Usando otro gotero, se colocaron 25 ul (1gota) de particulas sensibilizadas en el

pocillo 3.

Hematocrito
En la determinacién de la infeccién por la técnica del hematocrito, para cada muestra se

utilizaron 6 tubos capilares heparinizados, los cuales se llenaron con 70 pl de sangre
proveniente del cordon umbilical; los tubos se centrifugaron a 3000g durante Imin y
posteriormente, se cortd cada tubo con la ayuda de un marcador con punta de diamante
entre la capa leucocitaria y el pellet eritrocitario. La capa leucocitaria se colocd en un
portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos, el drea de cubreobjetos se analizé a 40X y

100X bajo el microscopio (Veldzquez et al., 2014)

Extraccion de ADN y Analisis Molecular

Para la PCR, se extrajo el ADN utilizando sangre total o heces de triatominos infectados
y DNAzol en una proporcién de 1:1, la mezcla de ambos se realiz6 en un tubo
eppendorf de 1.5ml que dejé en reposo durante 24h a -4°C. Se adicion6 cloroformo en
una proporcién de 1:2 y se mezcld vigorosamente, esta mezcla se incub6 a temperatura
ambiente durante Smin.

Transcurrido este lapso de tiempo, se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se
agregd etanol frio en una proporcion de 1:1, se mezcld por inversion y se incubd a
temperatura ambiente durante 15min. Se centrifugé el tubo a 5000 rpm durante Smin y
se decant6 el sobrenadante, se agregaron 300 pul de DNAzol y 225 pl de etanol frio, se
agit6 vigorosamente y se incubd el tubo durante 15min.

Se centrifugd el tubo a 5000 rpm durante Smin y se decantd el sobrenadante, se
agregaron 300 pl de etanol frio al 70%, se mezcld vigorosamente, se centrifugd a 5000
rpm durante 5min, se decanté el sobrenadante y se dejo secar el exceso de alcohol del
tubo a temperatura ambiente durante 15min.

Se agregaron 100 ul de agua inyectable esteril, se mezclo vigorosamente y se almaceno
la extraccion de ADN a -20°C hasta su andlisis.

Para el control positivo en ambos casos de PCR se utiliz6 ADN de epimastigotes de 7.
cruzi obtenidos de cultivo en medio LIT, mismo que se extrajo utilizando la técnica

anteriormente mencionada.

29

——
| —



Para asegurar la integridad de la extraccion de ADN en sangre total, se utilizaron
primers de B-globina, los primers utilizados para la deteccion de 7. cruzi fueron S35 -
ATAATGTACGGGKGAGATGCATG- y S36-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-, y
la amplificacién se llevo a cabo utilizando un termociclador (Labnet, MA, USA), 1 ul
(15-20 ng) de ADN, 0.5 pl de Taq polimerasa (QIAGEN, MA), 1.9 mM de MgCl2, 0.2
mM de cada ANTP, y 0.5 M de cada primer; obteniendo un volumen final de reaccién
de 50 pl. El programa utilizado incluy6 una desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos,
40-45 ciclos de amplificacién a 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos y
72°C durante 30 segundos, incluyendo una extensiéon terminal a 72°C durante 10
minutos.

Para la determinacion del linaje de los aislados de 7. cruzi, se amplificé la region
intergénica del gen del mini-exén utilizando el grupo de primers TC -
CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-, TC1 —-GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC- y
TC2 —-CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG-. Las reacciones de PCR se realizaron
utilizando 1 ul de ADN (10-15 ng), 1 U de Taq polimerasa (QIAGEN, MA), 0.2 mM de
cada ANTP, 1.5 mM de MgCl2, y 0.5 M de cada primer; se completé un volumen total
de 50 ul utilizando agua desionizada. Se utilizé un termociclador multigene (Labnet,
MA, USA). Se utilizaron 30 ciclos (30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C y 30 seg a 72°C),
seguido de una elongacion final de 5 min a 72°C.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y como soluciéon tampén TAE
(Tris 40 mM, acetato 40 mM, EDTA 1 mM) en presencia de 0,5 g / ml de bromuro de

etidio.

Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron con la ayuda del programa estadistico SPSS 17.0. Se
realizaron tablas de contingencia > (Chi—cuadrada) para conocer la dependencia entre
las variables, una prueba de Friedman y se calcularon los ODDS ratio para determinar el

riesgo de transmision de la enfermedad.
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DECLARACION DE ETICA Y BIOSEGURIDAD.

Se solicité el consentimiento informado para la extraccion de sangre. Debido a que los
sujetos en este estudio también son nifios, se pidié el consentimiento a un representante

legal autorizado (madre).

El estudio se condujo respetando la declaracién de Helsinki en su V enmienda, asi como
los derechos humanos estipulados en la Constitucién Politica de los Estados Unidos
Mexicanos. Este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital General
Regional de Leén, asi como por el Comité de Etica e Investigacién de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la UANL. Los andlisis y determinaciones requeridas para cubrir
los objetivos, se realizaron conforme al protocolo de Bioseguridad del laboratorio de

Patologia Molecular y Experimental.
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RESULTADOS

Transmision congénita de T. cruzi.

La seroprevalencia general calculada de la infeccion por 7. cruzi entre las 520 madres
fue de 4% con 20 casos determinados como positivos por ambas técnicas; cabe sefialar
que en el estudio no se obtuvieron resultados inconclusos. Del total de mujeres
muestreadas, 503 (96.7%) de ellas son originarias de 13 diferentes municipios del
estado de Guanajuato, 16 de ellas presentaron anticuerpos anti-7. Cruzi; mientras que
las 17 (3.3%) mujeres restantes que participaron en el estudio, eran originarias de otro
estado del pais, sin embargo, su lugar de residencia actual era el estado de Guanajuato,
determinando cuatro casos con serologia positiva (0.7%). La mayoria de los casos
seropositivos de madres que asistieron al HGRL provenian de los municipios de San
Felipe (5/57) y San Diego (3/51), seguidos por Dolores Hidalgo y San Luis de la Paz
(Tabla 3). Aunque la mayoria de las mujeres muestreadas vivian en los municipios de
Leén y Silao (195 y 82, respectivamente), determindndose sélo un caso seropositivo

para el municipio de Ledn.

De las 20 mujeres determinadas con serologia positiva a T. cruzi, el anélisis de las
muestras de los cordones umbilicales resulté con positividad para cuatro de ellas, tres de
las madres eran autdctonas del estado de Guanajuato (San Felipe, San Diego y Xichu);
mientras que, uno de los casos positivos se obtuvo de una madre nacida en la Ciudad de

México (Tabla 3).

De acuerdo a los ODDS ratio calculados, el principal factor de riesgo asociado con la
transmision CHD en mujeres positivas fue la presencia de mascotas (OR = 1,9; P =
0,017), seguida de la localizacién del lugar de residencia, principalmente dreas rurales
(OR = 1,1; P = 0,040); en base a los materiales de contrusccion en las viviendas, las
paredes construidas de ladrillo y adobe (OR = 2,1; P = 0,044), y el techo solo con
enjarre de cemento, sin aplanado o afinacién (OR = 2,2; P = 0,049), resultaron ser
significativos. El tipo de material de construccion para el piso no fue significativo (OR

=1,0; P = 0,141) (Tabla 4).
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Tabla 3. Lugar de nacimiento de las mujeress muestreadas en el HGRL, prevalencia de infeccién por T.

cruzi y tasa de transmision de la enfermedad de Chagas a recién nacidos.

Lugar de origen Muestras por localidad (%) Seropositivos (%) Positivos por PCR (%)

Chiapas 2 (0.4%) 1(0.2%) -

Hidalgo 2(0.4%) - -

Michoacan 3(0.6%) - -

-Mujeres originarias del estado de Guanajuato

Dolores Hidalgo 8 (1.5%) 2(0.4%) -

Leoén 195 (37.5%) 1(0.2%) -

San Diego 51 (9.8%) 3(0.6%) 1(0.2%)

San Luis de la Paz 44 (8.4%) 2(0.4%) -

Silao 82 (15.8%) - -

Xichu 5(1%) 1(0.2%) 1(0.2%)




Tabla 4. Factores de riesgo asociados a las condiciones de vivienda.

Variable Total Positivos OR 95% CI X2 P
Techo:
Concreto vs. 420/100 14/6 2.2 2-8.4 7.2 0.049
Teja/Lamina
Paredes:
Enjarradas vs. 147/373 9/11 2.1 0.8-5.1 5.1 0.044
Ladrillo/ Adobe
Piso:
Cemento vs. Mosaico 426/94 1872 1 0.9-1 2 0.141
Otros:
Agua potable 487/33 191 0.8 0.1-0.9 0.1 0.633
Si/No
Drenaje vs. Letrina 489/31 17/3 0.5 0.1-0.6 0.6 0.338
Mascotas (Si/No) 377/143 15/5 1.9 0.3-2.5 5 0.017
Cria animales (Si/No) 46/474 3/17 0.5 0.2-1.9 10.2 0.710
Triatominos (Si/No) 88/432 3/17 0.9 0.1-1.1 6.4 0.815
Rural /Urbana 455/65 15/5 1.1 0.9-1.8 6.8 0.040

Cabe sefialar que el 16.9% de las mujeres originarias de zonas rurales del estado
(88/520) fueron capaces de identificar a los vectores de la ECH por medio de
ilustraciones y 11 de ellas (12.5%, 11/88) reportaron haber sufrido picaduras de ellos.
Aproximadamente el 6.3% de las viviendas (31-33 / 520) no contaban con ambos o
alguno de los servicios publicos basicos como agua potable, drenaje y alcantarillado;
aunque este factor puediera no tener efecto directo sobre la transmision de 7. Cruzi, se

determinaron tres casos positivos en mujeres que carecian de estos servicios (Tabla 4).
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La edad de las mujeres que participaron en este estudio oscil6 entre los 14 a los 48 afios
con una media de 24 afios, las mujeres mds jovenes en edades entre 14 a 24 afios
mostraron el mayor factor de riesgo asociado a la transmisioén congénita (OR =2,4; P =
0,000), sobre todo si se encontraban entre su primer o segundo embarazo (OR =1,7; P =
0,003). Del grupo de 25 mujeres que informaron haber participado como donantes de
sangre al menos en una ocasion, cuatro de ellas (16%) resultaron con serologia positiva
y so6lo en unos de los casos se determind por PCR un recién nacido positivo para 7.
cruzi; sin embrago, la donacién no es un factor de riesgo para la transmision vertical de
la enfermedad (P = 0,880). De las 17 mujeres que reportaron haber sido transfundidas al
menos en una ocasiéon, dos de ellas (11,76%) resultaron con serologia positiva, sin

embargo, los andlisis por PCR no arrojaron casos positivos (Tabla 5).

Tabla 5. Factores de riesgo directamente asociados a las embarazadas y su seropositividad a la

enfermedad de Chagas en el estado de Guanajuato, México.

Variable Total Positivos OR CI P
Mujeres en edad de: 14-24 vs. 327/193 16/4 2.4 0.8-7.40 0.000
25-48
Niimero de partos: 1-2 vs. 3-6 467/53 17/3 1.7 0.5-5.8 0.003
Donador de sangre: Si vs. No 25/495 4/16 0.2 0.1-0.7 0.880
Transfusiones: Si vs. No 17/503 2/18 0.3 0.2-0.8 0.713
Ha recibido picaduras de 11/509 3/17 0.6 0.5-1.1 0.691

triatominos: Si vs. No

Las pruebas de microhematocrito fueron negativas para todas las muestras, sin embargo,
los resultados de la PCR de la sangre obtenida del cordén umbilical de los recién

nacidos de mujeres seropositivas arrojaron cuatro casos positivos (20%) (Fig. 5).
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Figura 5. PCR de los cordones umbilicales de recién nacidos de mujeres seropositivas a 7. cruzi. M =
marcador de ADN (100 pb); P1 y P2 = controles positivos; N = control negativo; 1-4 = muestras de los

cordones umbilicales de los recién nacidos positivos.

Comparacion de técnicas (ELISA indirecta vs Chagatest).

Para la ELISA indirecta, se prepar el antigeno y se utiliz6 una concentracién de
proteina de 7.5 pg/ml. La sensibilidad reportada para la técnica de ELISA (Kit
Chagatest Elisa IgG de WIENER Lab) es de 100%, con una especificidad de 98.3-
99.66%; mientras que la sensibilidad calculada para la técnica de ELISA indirecta fue

de 96%, con una especificidad de 89%. Se calcul¢ el indice Kappa resultando en 0.8.

De acuerdo al andlisis de costos, el procesamiento de una muestra por medio del Kit
Chagatest (WIENER Lab), cuesta aproximadamente $145.00; mientras que el costo

aproximado al utilizar la técnica de ELISA indirecta es de $48.00 aproximadamente.

Determinacion de linaje de 7. cruzi en muestas sanguineas y triatominos.

Entre los 51 triatominos colectados, se identificaron 4 especies, 18 (35%) de ellos
correspondieron a Triatoma longipennis, de los cuales 4 (22.2%) fueron positivos a 7.

cruzi; 11(21.6%) de estos se indentificaron como 7. pallidipennis, con tres (27.3%)




triatominos positivos (Tabla 5); Diez (19.6%) triatominos se identificaron como 7.
mexicana y 12 (23.5%) como T. barberi, no encontrando individuos infectados con el
parasito para estas ultimas especies. Cabe sefalar que, tanto 7. longipennis como T.
pallidipennis, fueron capturados en zona silvestre; mientras que 7. mexicana y T.

barberi, se capturaron en zona domiciliar y peridomiciliar.

Tabla 5. Aislados de T. cruzi de acuerdo al tipo de muestra y localidad de procedencia.

Localidad Identificacién Tipo de muestra Especie Linaje
SDU SDU-H3 Sangre Homo sapiens I
Abasolo AB-H9 Sangre Homo sapiens I
SFT SFT-H12 Sangre Homo sapiens I
Xichua X-H17 Sangre Homo sapiens I
Abasolo AB-TI11 Triatomino (heces) Triatoma longipennis I
Abasolo AB-Tpl6 Triatomino (heces) Triatoma pallidipennis I
Cortazar C-Tp40 Triatomino (heces) Triatoma pallidipennis I
Abasolo AB-TI119 Triatomino (heces) Triatoma longipennis I
Abasolo AB-TI25 Triatomino (heces) Triatoma longipennis I
Abasolo AB-Tp26 Triatomino (heces) Triatoma pallidipennis I
MD MD-T145 Triatomino (heces) Triatoma longipennis I

SDU=San Diego de la Unién; AB=Abasolo; SFT=San Felipe Torresmochas; C=Cortazar; MD=Manuel
Doblado.

De los 13 municipios del estado de Guanajuato de los que eran originarias las mujeres
muestreadas, en 3 (23.1%) de ellos se detectd la transmisién congénita de la ECH
(Tabla 2); sin embargo, de los triatominos colectados en esas localidades, solo en 3
(23.1%) de ellas se observo la presencia del pardsito en las heces de estos. Cabe sefalar
que de los casos positivos tanto en humanos como en triatominos, solo uno de los

municipios tuvo concordancia para ambos casos (Tabla 5).
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De acuerdo al andlisis molecular, se determiné que el linaje predominante en el total de
las muestras positivas, corresponde a 7. cruzi 1, observando una banda de 350pb para
cada una de ellas (Figura 6). Esto se comprob6 secuenciando el fragmento obtenido
(Secuenciador automatizado 3130, Series Genetic Analyzer de Applied Biosystems) y
comparandolo contra las secuencias ya reportadas en la base de datos del NCBI,
obteniéndose una similitud de 94% y una concordancia de 100% para nuestra secuencia
obtenida
(TTTGATTCTTGAGCGTTATGCCCGATGTCTCACAAGTGTCGGGGGGCGAAC
ACACGCTTTTAATGCGTGCGGAGCGTTGTGTGCAGGCGTTTCATTGCGAGGA
GCCAAAAAACGGGAAAAAAGCAAAAAAACACCAAAAAACGCAGGCAACA
CCGTAAAACACGCGGTGGAGTGCGAGAACACAAAGCAGCGAGACGGACAC
GACAGGACACCGTGTTTGCGCAGACAAGGGCAGCGACAACACAAACTTGA
AGGAGCCGGAGGTGGGTGGGGCACACACACTTACTTACACACACACACTTG
TGTCTGCGGGTGGT) por medio de un andlisis BLAST.

STD cL-B AB-HS  SFT-H12 X-H17 AB-TI11 C-Tp40 AB-TI25 AB-Tp26 MD-TKS

400 pb

300 pb

200 pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (2%) tefiido con bromuro de etidio, muestra una tnica banda
de 350pb para todos los aislados de 7. cruzi. STD=Standard de 100pd DNA Leader; CL-B=Cepa
Brenner; AB-H9, SFT-H12, X-H17=Aislados de T.cruzi a partir de muestras sanguineas (humano). AB-
TI11, C-Tp40, AB-TI125, AB-Tp26, MD-Tl45=Aislados de T. cruzi a partir de heces de triatominos.
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DISCUSION

Este es el primer estudio sistemdtico sobre la seroprevalencia de anticuerpos anti-7.
Cruzi en mujeres embarazadas y sobre la transmision congénita de la enfermedad de
Chagas desarrollado en el estado de Guanajuato. Este estudio arrojé una seroprevalencia
de anticuerpos anti-7. cruzi del 4% en mujeres embarazadas con un indice de 20% de
muesctras de cordones umbilicales positivos analizados por la técnica de PCR. El
andlisis de los principales factores de riesgo involucrados en la transmisién de la
enfermedad, incluyeron los materiales de construccion de casas habitacion, viviendas
ubicadas en zonas rurales, asi como la presencia de mascotas. La escasez de
informacién sobre la prevalencia de la infeccién por 7. cruzi en mujeres embarazadas y
recién nacidos sefiala que esta enfermedad ha sido subestimada debido a que no se
realizan andlisis de rutina en los hospitales de ginecologia obstétrica para diagnosticar
madres infectadas o recién nacidos. (Mufoz et al., 2007). El control y la prevencion en
la transmision de la enfermedad de Chagas, particularmente a través de via congénita, es
uno de los objetivos principales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013),
la cual indica que el diagndstico oportuno de la madre y el bebé son claves para prevenir
esta patologia y evitar la dispersion de la misma debido a movimientos migratorios. De
acuerdo a las encuestas epidemioldgicas aplicadas en este estudio, 88 madres reportaron
la presencia de triatominos intradomiciliarios (16,9%), pero so6lo se confirmé la
picadura en tres de los casos de mujeres seropositivos. Aunque este hallazgo no fue
significativo, se sugiere que el establecimiento de viviendas en zonas rurales podria
tener un efecto sobre la prevalencia de la infecciéon y estar asociado con el
comportamiento doméstico y peridoméstico de los triatominos (Ramsey et al., 2000). La
mayor seroprevalencia de anticuerpos anti-7. Cruzi se determind en mujeres
embarazadas de dreas rurales del estado de Guanajuato (15 mujeres), donde los
habitantes son facilmente infectados por la presencia de vectores infectados (Cucunuba
et al., 2014). Otros factores de riesgo significativos identificados en este estudio
incluyeron los materiales de construccion de las viviendas, tales como paredes y techo
sin aplanado o afinacién con yeso, debido a que estas superficies tienen huecos que los
triatominos utilizan facilmente como escondites (Bustamante et al., 2009; Sandoval-

Ruiz et al., 2014). En el estado de Guanajuato, se ha reportado la presencia de especies
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de triatominos epidemioldgicamente consideradas entre las mds importantes debido a su
capacidad vectorial. Dichas especies incluyen Triatoma barberi, T. dimidiata, T.
Longipennis y T. pallidipennis (Lopez-Cardenas et al., 2002, Ramsey et al., 2015). En
este estudio, la presencia de mascotas fue significativa y, por lo tanto, se asocié con la
transmision de 7. cruzi, los perros y gatos domésticos han sido previamente
identificados como principales fuentes en la transmision doméstica de pardsitos en
Meéxico, Texas y Argentina (Kjos et al., 2013; Enriquez et al., 2014; Odagiu y Mayer,
2015). Es importante senalar que, en el estudio, s6lo dos mujeres infectadas por 7. cruzi
(3.8%, 2/520) reportaron haber recibido al menos una transfusién de sangre en al menos
una ocasion, mientras que cuatro mujeres infectadas por 7. cruzi participaron como
donadoras de sangre (0.8 %, 4/520). La prevalencia general reportada por los bancos de
sangre en América Latina fue de 1.3%, con 0.6% para México (OPS, 2006), sin
embargo, la participacién estimada como donadoras de sangre en este estudio alcanzé
una tasa del 4,8% (25/520). Aunque este resultado podria sugerir la baja probabilidad de
adquirir la infeccion por esta via, si destaca la necesidad de realizar un tamizaje
universal para los donadores de sangre, pero especialmente para las mujeres
embarazadas, en este escenario, las autoridades sanitarias podrian hacer un mejor
esfuerzo para reducir la prevalencia de la enfermedad de Chagas en el pais. Esto
también es una recomendacion de la Iniciativa de Centroamérica y México (OPS, 2014),
aplicable principalmente para los estados no endémicos del pais, donde tanto el vector
como la enfermedad siguen siendo poco reconocidos y la mayoria de los médicos la
consideran como una enfermedad "exdtica" y por lo tanto, no pueden proporcionar un
diagndstico y tratamiento certeros para esta patologia (Bonney, 2014). Los resultados
mostraron una asociacion directa entre la seroprevalencia de anticuerpos anti-7. cruzi y
mujeres de menor edad que se encontraban entre su primer y segundo embarazo; donde
ambos factores fueron altamente significativos, dato que sugiere que la parasitemia
disminuye con la edad, ya que la frecuencia de transmision seria mayor entre las madres
jovenes (Bittencourt, 1992). Esto resalta la importancia de realizar una deteccion
temprana de la enfermedad de Chagas como se ha sugerido anteriormente (OPS, 2014).
Existe evidencia de que la transmisién congénita de 7. cruzi no se puede prevenir
durante el embarazo, sin embargo, el diagndstico y el tratamiento temprano en los

recién nacidos es la estrategia mds recomendada (Mufioz et al., 2007). Mujeres
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embarazadas en edades entre los 22 y 26 afios de Colombia y Paraguay mostraron una
seroprevalencia similar a la reportada en este estudion (2-4%); sin embargo, la
transmision congénita reportada en esos estudios fue mayor (20-30%) (Russomando et
al., 2005; Manrique-Abrilet et al., 2013; Cucunubad et al., 2014). La tasa de transmision
congénita reportada para otras regiones tanto endémicas como no endémicas de
Sudamérica oscila entre el 1% y el 12% (Carlier y Torrico, 2003; Torrico et al., 2004).
En México, las tasas més altas de esta enfermedad han sido reportadas para Oaxaca,
Jalisco y México, donde la prevalencia entre madres fue de 4.4, 4.12 y 12.02%,
respectivamente, y las transmision congénita oscil6 entre 11.9 y 20% (Jiménez-Cardoso
et al., 2012). La seroprevalencia en madres e hijos de las comunidades mayas de
Yucatan oscilaron entre 4.4% y 0.7% (Gamboa-Leon et al., 2014), los reportes
anteriormente mencionados apoyan la importancia de la vigilancia y prevencion de la
enfermedad de Chagas en mujeres embarazadas y sus recién nacidos al demostrar que la

infeccion por 7. cruzi estd activa en varias regiones del pais.

Aunque no hay un método efectivo para evitar la transmisiéon congénita en paises
endémicos, se sugiere un mayor control sobre las principales vias de transmisién, como
son el mecanismo vectorial y el transfusional, ademés del tratamiento antiparasitario
recomendado (nifurtimox y benznidazol) para reducir la prevalencia en mujeres
infectadas. Se sugiere que la mejor estrategia de control para la enfermedad estd basada
en el diagndstico temprano de recién nacidos infectados por medio de pruebas de
laboratorio para prevenir su mortalidad y los efectos secundarios de la cardiopatia
congénita, asi como la disminucién de la morbilidad pre y posneonatal (Carlier y

Torrico, 2003).

Varios estudios sefialan que mds del 50% de nifios infectados congénitamente desarrollé
manifestaciones clinicas con una tasa de mortalidad de hasta 14% (Carlier y Torrico,
2003). Aunque la totalidad de los casos congénitos reportados aqui no presentaron
evidencia clinica, alrededor del 60-90% de los casos congénitos pueden presentar
sintomas no especificos o heterogéneos (Freilij y Altcheh, 1995; Altcheh et al., 2005;
Brutus et al., 2008), o como en casos oligosintomaéticos, en los que los bebés presentan
casos severos de meningoencefalitis, miocarditis o sindrome de dificultad respiratoria

(RDS) (White et al., 2000; Torrico et al., 2004). Ademdas de que otras infecciones
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congénitas pueden identificarse con el acronimo TORCH (Toxoplasma gondii, virus de
la rubéola, citomegalovirus y el virus del herpes simple), al igual que sucede con la
enfermedad de Chagas, en casos no tratados, la infeccién puede progresar a la

cronicidad (Carlier et al., 2012).

Existe un consenso oficial que considera las pruebas parasitoldgicas que se realizan
cerca de la fecha del nacimiento de los bebés como el estdndar de oro para el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas congénita, aunque la técnica de PCR ain se
encuentra en evaluacién y no ha sido validada para el diagndstico de la infeccion
congénita (Carlier et al., 2011), esta podria mejorar la deteccion temprana de la
enfermedad (Veldzquez et al., 2014; Rendell et al., 2015). Ademds, del
microhematocrito y el hemocultivo, la PCR podria también ser considerado como un
método de diagndstico temprano, y asi, con este grupo de pruebas se estableceria
evidencia de infeccion congénita por 7. cruzi antes de que la madre y el nifio abandonen

los cuidados hospitalarios (Mora et al., 2005).

Aunque se considera que las técnicas parasitologicas ofrecen un diagndstico rapido y
definitivo que permite una iniciaciéon mads rdpida del tratamiento, estudios recientes han
mostrado varias desventajas como lo son: 1) el requerimento de personal calificado y el
aseguramiento del control de calidad en las determinaciones, el cual podria no estar
disponible en los centros de atencion primaria (Carlier et al. 2011), 2) los métodos
parasitolégicos son altamente especificos, pero pierden sensibilidad cuando las
parasitemias son demasiado bajas (<40), 3) cerca del 50% de nifos infectados no son
detectados por la técnica del microhematocrito y esta proporcion aumenta utilizando el

hemocultivo (Mora et al. , 2005; Velazquez et al., 2014).

Para este estudio, la prueba del hematocrito resulté negativa para el 100% de los casos,
probablemente debido a las bajas cargas parasitarias obtenidas en los cuatro casos

positivos.

Dado que actualmente la técnica estdndar para la deteccion de la transmision congénita
esta basada en el microhematocrito, este ha demostrado un menor nivel de sensibilidad
en la deteccion cuando la carga de pardsitos es baja (Freilij ef al., 1983) y, en algunos

niflos, las cargas parasitarias en sangre estdn por debajo del limite de sensibilidad o
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especificidad (40 pardsitos/ml) (Velazquez et al., 2014), lo anterior debe ser
considerado en los procedimientos diagndsticos, ya que se ha reportado una transmision
congénita de mujeres embarazadas en fase crénica con parasitemias entre 10-20
parésitos / ml (Rendell et al., 2015). Ademds, una distribucion desigual de pardsitos en
pequeiias muestras sanguineas puede mostrar falsos resultados negativos en el
diagndstico parasitolégico (Mora et al., 2005). Una nueva consideracion podria ser
tomada en cuenta para la PCR, ya que esta técnica ha demostrado una sensibilidad
mucho mds alta para el diagndstico precoz de la enfermedad (Mora et al., 2005; Bern et
al., 2011; Velazquez et al., 2014). Por lo tanto, en este estudio se utiliz6 la técnica de
PCR, con la cual se determinaron cuatro muestras de recién nacidos positivos a 7. cruzi,
posteriormente, se les dio el seguimiento en el HGRL para la administracion del
tratamiento, cuidados y observacion de su evolucién clinica, misma que continuard
hasta su segundo afio de vida usando técnicas seroldgicas que aseguren la ausencia de
anticuerpos anti-7. cruzi en su organismo (Jackson et al., 2010). Se ha demostrado la
eficacia del tratamiento de la enfermedad de Chagas en nifios infectados durante el
primer afio de vida al mostrar éxito terapéutico en casi el 100% de los casos (Moya et
al., 2005), sin embargo, el tratamiento en mujeres embarazadas infectadas con el

pardsito sigue siendo controversial y permanece en estudio (Sosa-Estani et al., 2009).

Los triatominos colectados en las localidades en las que se determinaron pacientes
positivos a T. cruzi, no se encontraron infectados con el pardsito a excepcion de un caso
positivo. Sin embargo, se capturaron 7. mexicana 'y T. barberi dentro y en la periferia de
los hogares, mientras que T. longipennis y T. pallidipennis solo se capturaron en zona
silvestre. Aunque se ha sefialado a T. barberi y T. mexicana como los mejores
transmisores de la enfermedad en el pais (Vidal et al., 2000; Guzman, 2001; Espinoza et
al., 2002), para este estudio, no se encontrd una relacion entre la infeccidn parasitaria en
la poblaciéon humana y las especies de triatominos presentes en las localidades

estudiadas.

De acuerdo con la evaluacion de cada uno de los aislados de 7. cruzi utilizando el gen
del mini-ex6n (Souto et al., 1996), el linaje predominante tanto en muestras de sangre
humana, como en heces de triatominos analizadas en este estudio es 7. cruzi I. En paises

del cono Sur, se ha relacionado a este linaje con el ciclo selvético y se le ha considerado
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con un bajo potencial de patogenicidad (Macedo et al., 2004), sin embargo, en México,
el linaje que predomina tanto en la poblaciéon humana como en otros mamiferos y
triatominos, corresponde a 7. cruzi I (Bosseno et al., 2002). Aunque en este estudio no
se estudiaron las manifestaciones clinicas de los pacientes analizados, en México y en
algunos paises de Centroamérica y Colombia, la prevalencia de 7. cruzi I se ha
reportado en ciclos domésticos y se encuentra asociada al desarrollo de cardiomiopatia

chagdsica (Montilla et al., 2002; Higo et al., 2004)

La prevalencia calculada con la técnica de ELISA indirecta fue de 0.8%, similar a la
reportada por Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, en 2006 (0.82%) para el estado de
Guanajuato. La comparacién de costos muestra un ahorro de casi el 75% al utilizar la
técnica de ELISA indirecta en lugar de kits comerciales, el tinico inconveniente que
puede presentarse es el mantenimiento correcto de las cepas del parasito en medio de

cultivo.
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CONCLUSIONES

Este estudio determind por primera vez la seroprevalencia de 7. Cruzi en mujeres
embarazadas en el estado de Guanajuato, asi como la tasa de transmisién congénita por
PCR, ya que se ha subestimado como un problema de salud publica en México. El
indice calculado de transmision congénita fue del 20% (4/20), de 20 madres
seropositivas y cuatro cordones umbilicales positivos para la PCR. Estos hallazgos
fueron similares a los reportados en Oaxaca, un estado considerado como zona
endémica de la enfermedad, aunque el estado de Guanajuato no es considerado como
tal. Ademds, la incidencia calculada en este estudio de transmisién congénita de la
enfermedad de Chagas fue de 770 casos por cada 100,000 nacimientos durante un
periodo de 12 meses. Este hallazgo destaca la importancia de realizar pruebas
serologicas en todas las poblaciones de mujeres embarazadas para prevenir la

transmision de una generacion a otra (transmision vertical).

La implementacion de la técnica de ELISA indirecta es una buena alternativa para las
clinicas publicas como IMSS o ISSSTE, ya que, al utilizar esta técnica que representa
un menor costo, se puede monitorear al 100% a las mujeres en estado de gestacion y asi,
prevenir la transmision congénita de la enfermedad de Chagas, de igual manera puede

utilizarse para el tamizaje de donadores de sangre.

De acuerdo con el gran nimero de triatominos capturados en las localidades del estado
de Guanajuato, se resalta la importancia del empleo de medidas de control y prevenciéon
de la enfermedad de Chagas disefiando un programa de vigilancia epidemioldgica para

esta parasitosis.
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APORTACION Y PERSPECTIVAS.

Se determind la seroprevalencia de anticuerpos anti-7. cruzi en mujeres embarazadas y
sus recién nacidos, asi como los factores de riesgo asociados a las condiciones de
vivienda (transmisién vectorial), con lo que se pretende coadyuvar a la Secretaria de
Salud para recomendar medidas de prevenciéon y control de la enfermedad. Estas
medidas incluyen el control de vectores, de acuerdo a las especies de triatominos de
gran importancia por su capacidad vectorial capturados durante la realizacién de este

estudio y su asociacion con las viviendas.

Al realizarse el aislamiento de la cepa regional de T.cruzi, esto permitiré el disefio de
estuches de diagndstico inmunoldgico a menor costo, los cuales podran ser utilizados en
los hospitales del estado para el tamizaje del 100% de las mujeres embarazadas que

ingresen para su atencion médica.
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Introduccion. En los ultimos afnos, la tripanosomiasis americana se ha convertido
en un problema de salud publica emergente en paises receptores de poblaciones
migrantes como México, Estados Unidos, Canada o Europa.

Objetivo. Analizar la prevalencia de anticuerpos anti- Trypanosoma cruzi en los
migrantes latinos en su paso hacia Estados Unidos y Canadé, por medio de
técnicas serolégicas.

Materiales y métodos. Se realizaron analisis serolégicos por ELISA y HAI para
detectar anticuerpos anti- T. cruzi y encuestas socioecondémicas para determinar
los factores asociados a los casos seropositivos que favorecieron la transmision
en el pais de origen de los migrantes.

Resultados. La seroprevalencia total en la poblacion estudiada fue del 20%
(24/120). La mas alta prevalencia se encontré en migrantes de Guatemala con
37,5% (6/16), seguida de Honduras (22,6%; 12/53), El Salvador (16%; 4/25) y
México (8,7%; 3/23). Del total de los migrantes encuestados 105/120 (87,5%) de
ellos reconocieron al vector y 62/105 (59%) afirmaron haber sido picados por
estos. Las asociaciones de la infeccion con los materiales de construccién para las
paredes de las viviendas, asi como con la presencia de mascotas (perros) en los
hogares fueron altamente significativas (p < 0,01). El material de construccion del
patio, los servicios basicos precarios, asi como la cria de animales dentro de
corrales en la periferia de los hogares también mostraron asociacioén significativa

(p < 0,05).



Conclusion. Los paises no endémicos que reciben migrantes de zonas
endémicas deben mejorar o desarrollar politicas de salud para prevenir la
transmisién del parasito por transfusion o por via congénita.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; enfermedad de Chagas; migrantes; estudios

seroepidemioldgicos; ensayo de inmunoadsorcion enzimatica; hemaglutinacion.



Introduction: In recent years, American trypanosomiasis has become an
emergent public health problem in countries receiving migrant populations such as
as Mexico, USA, Canada or Europe.

Objective: To analyze the prevalence by serologic techniques of Chagas disease
in Latin American migrants on their way to USA and Canada.

Material and methods: ELISA and IHA were performed to detect anti-
Trypanosoma cruzi antibodies. Also, each participant filled out a socioeconomic
questionnaire to determine the associated factors with seropositive cases, which
could allow the transmission in the country of origin.

Results: The total seroprevalence among the studied population was 20%
(24/120). The higher prevalence was found in migrants from Guatemala with
37.5% (6/16), followed by Honduras (22.6%; 12/53), El Salvador (16%; 4/25), and
Mexico (8.7%, 3/23). From the total of surveyed migrants 105/120 (87.5%)
recognized the Chagas disease vector, and 62/105 (59%) assured having been
bitten by them. Highly significant statistical associations were found between
infection and construction materials of walls and presence of pets (dogs) inside
houses (p < 0.01), while significant associations were found with the building
materials of the backyard, inadequate basic services, and animal husbandry inside
corrals, buildings around dwellings (p < 0,05).

Conclusion: Non-endemic countries receiving migrants from endemic areas
should enhance or develop better health policies to prevent the transfusional or

congenital parasite transmission.



Key words: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; transients and migrants;
seroepidemiologic studies; enzyme-linked immunosorbent assay;

hemagglutination.



La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. El principal mecanismo de
transmision en paises endémicos es vectorial, donde participan hemipteros como
Triatoma barberi y T. dimidiata (1). El segundo mecanismo en importancia lo
ocupan la transmisién por transfusion sanguinea y la transmision congénita, esta
ultima con una ocurrencia en promedio del 5% en los nacimientos en paises
endémicos, destacandose estas dos ultimas vias de infeccion como los mas
importantes para la transmisién de la enfermedad de Chagas (2). Se estima que
existen entre 8 y 10 millones de pacientes en estado crénico en el mundo y que
anualmente ocurren 50.000 nuevos casos (3), con 25 millones de personas en
riesgo de contraer la infeccién en paises endémicos y una incidencia estimada de
42.500 casos anuales por transmisién vectorial y una mortalidad de 21.000
muertes anuales (4,5).

La enfermedad de Chagas es considerada la tercera infeccion parasitaria mas
comun en todo el mundo, siendo la mas importante en América Latina. También
es una enfermedad emergente en Estados Unidos de América (EUA), Canada y
paises europeos (Espana, Holanda, Suiza), Australia y Japén (6,7).
Histéricamente los inmigrantes, se han considerado un factor clave para la
diseminacion de la enfermedad de Chagas a otros paises, ya que la edad
temprana en la que se da la migraciéon es un factor importante para diseminar la
enfermedad (8). Incluso los movimientos migratorios en busca de empleo de
habitantes de zonas rurales donde la infeccién es mas frecuente, los lleva hacia

las zonas urbanas del mismo pais, 0 mas alla de las fronteras de Latinoamérica



cambiando de forma importante la epidemiologia de esta enfermedad. De esta
forma la enfermedad de Chagas ha dejado de ser exclusiva de Latinoamérica (9).
La prevalencia de la enfermedad en estos paises no endémicos es proporcional al
namero de inmigrantes procedentes de areas endémicas y, a su vez, la
prevalencia de portadores esta determinada por la prevalencia en el pais de origen
(10). Estados Unidos de América (EUA) no debe ser clasificado como area no
endémica de la enfermedad, al haberse reportado 11 especies de triatominos
dentro de su territorio, reservorios selvaticos como mapaches, tlacuaches y
animales domésticos, ademas de que existen casos autéctonos de enfermedad de
Chagas reportados en el pais (11,12) con casi 300 mil habitantes infectadas con T.
cruzi (13). Durante los ultimos 15 afos se ha reportado la mayor migracion desde
Latinoamérica hacia Europa y en este periodo un 10% del total de la poblacion
espanola ha estado compuesta por inmigrantes, de los cuales, cerca de 1,5
millones son originarios de Latinoamérica (14). En Europa se calculan entre 68 a
123 mil pacientes infectados con T. cruzi aproximadamente, pero hasta el afio
2009 sélo se reportaron 4.290 casos (8,9), mientras que el nimero de personas
afectadas por la enfermedad de Chagas en otros paises oscila desde 140 en
Australia hasta 12 mil en Inglaterra (15). El nUmero real de personas infectadas
por T. cruzi ha sido subestimado en paises como EUA y Canada debido a la
escasez de datos sobre la cifra real de migrantes que ingresan en ellos. Por ello,
el conocer la verdadera seroprevalencia de la infeccion chagasica en estos paises

representa un reto para los mismos (13).



El objetivo principal de este estudio fue determinar la presencia de anticuerpos
anti-T. cruzi en migrantes centroamericanos y mexicanos en su trayecto hacia
EUA y Canada.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio de corte transversal con un muestreo dirigido que incluy6 al
total de la poblacién de la casa de hospedaje temporal ubicada en la ciudad de
Celaya Guanajuato, México, en el que participaron 120 migrantes que se dirigian
hacia los EUA o Canada. Este grupo estuvo compuesto por personas procedentes
del sur de México y Centroamérica. En el criterio de inclusion se consideré la
participacion voluntaria, respetando los derechos humanos y su integridad
personal, ademas de firmar un consentimiento por escrito por parte de los
participantes. Se excluyeron del estudio personas que se negaron a participar en
él, asi como menores de edad sin el consentimiento de sus padres o tutores.

Se aplicoé una encuesta socioecondémica para determinar los factores asociados al
riesgo de transmisién vectorial (presencia referida de triatominos). Las preguntas
se disefaron de acuerdo a la metodologia descrita en la Norma oficial mexicana
NOM-032-SSA2-2002 (16). A estas encuestas se agregaron preguntas sobre la
identificacion de vectores, el conocimiento de la enfermedad e ilustraciones a color
y en tamano real de las especies de triatominos conocidas en la region de origen,
para que asi los participantes identificaran visualmente los vectores (17).

La toma de muestra se realiz6é por puncién venosa utilizando un sistema
Vacutainer (1,5 ml aproximadamente). El suero se separé por centrifugacion (1200

g por 10 min) y se almacené a -20 °C (18). El analisis de las muestras se realizé
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por medio de dos pruebas diagnésticas de acuerdo a lo sefialado en la norma
oficial (16). Se ejecuto la técnica de ELISA con el estuche comercial recombinante
(Chagatest ELISA. 4.0, Wiener Lab Group, Rosario, Argentina), siguiendo las
instrucciones de acuerdo del protocolo del fabricante. La absorbancia (DO) se
midié con un espectrofotémetro de microplacas a 450/620 nm (Multiscan MS;
Thermo Labsystem, Waltham, MA). La linea de corte (LC) para separar a los
casos seropositivos se calcul6é usando la ecuacién LC=CN + 0.3 DO, donde CN =
promedio de absorbancia de los controles negativos y DO = densidad éptica. La
segunda técnica fue la de hemaglutinacién indirecta (HAI) (Serodia-Chagas,
Fujirebio Inc., Tokio, Japén), considerandose positivas todas aquellas muestras
que presentaron reactividad a una dilucion mayor o igual a 1:32. Para ambas
técnicas, se utilizaron sueros de pacientes chagasicos cronicos originarios de
Brasil y México como controles positivos, los cuales fueron proporcionados por el
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez y el CINVESTAV-IPN, México,
mientras que para los controles negativos se utilizaron sueros de individuos sanos.
Para ambas técnicas, cada determinacion se realizé por duplicado, incluidos los
controles positivos y negativos (19,20).

Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico en el que se elaboraron tablas de contingencia
por y2 para determinar la asociacion entre las caracteristicas de las viviendas
analizados en la encuesta y el reconocimiento de los vectores como la principal
via de transmisién de la enfermedad en su pais de origen, con el programa SPSS

version 17 (Chicago, IL).
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Consideraciones éticas

Esta investigacién se realizé con el consentimiento informado de cada
participante. La aplicacion de encuestas y toma de muestras de sangre se realiz6
con apoyo de personal medico. Se les brindd ayuda médica en forma gratuita. Se
siguieron las normas de bioética establecidas en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial en su versién adoptada en la LIl Asamblea General de
Edimburgo del afio 2000 y el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

Resultados

Del total de los migrantes analizados, 97/120 (80,8%) de ellos eran procedentes
de Centroamérica, la mayor proporcion representada por Honduras (53/120,

44 .2%), El Salvador (25/120, 20,8%) y México (23/120, 19,2%). En general, se
observé una mayor proporcién para el sexo masculino (103/120, 85,8%), cuyas
edades oscilaron entre 18-45 afnos; en contraste con las mujeres 17/120 (14,2%),
cuyas edades se encontraban entre 18-33 afos (cuadro 1). La seroprevalencia en
general fue del 20% (24/120).

La mayor seroprevalencia calculada de anticuerpos anti-T. cruzi fue de 37,5%
(6/16) y corresponde a los migrantes originarios de Guatemala, siguiéndole
Honduras con 22,6% (12/53) y El Salvador con una seroprevalencia de 16%
(4/25), mientras que para México fue de 8,7% (2/23) (cuadro 1y 2).

De los 24 casos determinados con anticuerpos anti- T.cruzi, 18/24 (75%) de ellos
pertenecen al sexo masculino y 6/24 (25%) al sexo femenino, todas ellas en edad

entre los 18-30 afos. En cuanto a los hombres seropositivos, 10/18 (55,6%) de
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ellos se encontraban en edad de entre 18-30 anos, mientras que los 8/18 (44,4%)
restantes tenian entre 31 y 45 afos (cuadro 1).

De acuerdo a los resultados de las encuestas aplicadas a los migrantes, 89
(74,1%) de ellos tienen solo educacion basica, 24 (20%) con carrera técnica 'y 7
(5,8%) son analfabetas (cuadro 1). Del total de los migrantes encuestados,
105/120 (87,5%) de ellos reconocieron al vector de la enfermedad de Chagas y
62/105 (59%) afirmaron haber sido picados por estos.

De acuerdo con los analisis de las encuestas socioeconémicas, para determinar la
importancia de la presencia de los vectores como la principal via de transmisién de
la enfermedad, resultaron ser altamente significativos los materiales de
construccién para las paredes de las viviendas, asi como la presencia de
mascotas (perros) en los hogares (p < 0,01). En cuanto al material de construccion
del patio, servicios basicos precarios, asi como la cria de animales dentro de
corrales en la periferia de los hogares resulté ser significativo (p < 0,05) (cuadro
2).

Discusion

Hoy en dia, la enfermedad de Chagas sigue siendo una enfermedad desatendida
y un problema de salud publica tanto en paises desarrollados como en aquellos en
desarrollo. Aunque es endémica del Continente Americano (20,21), su distribucién
mundial ha cambiado significativamente debido principalmente a los movimientos
migratorios (22). De acuerdo a datos reportados por el Banco Mundial, los paises
qgue forman parte de América Latina y el Caribe, incluido México, son paises que

presentan los mayores indices de pobreza extrema, y poseen los niveles mas
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bajos de expectativas para satisfacer sus necesidades basicas en el futuro (23),
motivo de su migracion. El 100% de los participantes en este estudio aseguré que
eran el hambre, la falta de oportunidades laborales en su pais de origen y el
precario nivel socioecondmico las principales razones de migrar. Al trasladarse a
otras regiones esperaban elevar la calidad de vida de sus familias aun cuando
esto los lleve a ingresar como indocumentados a otros paises pasando todos los
peligros de inseguridad, incomodidad y hambre.

En este estudio, el 20% de los migrantes que resultaron con anticuerpos para la
enfermedad de Chagas desconocian sobre su padecimiento aunque el 87,5%
conocian a los vectores. Los migrantes seropositivos al no conocer las
consecuencias de la enfermedad de Chagas pueden actuar como fuentes de
transmision en regiones no endémicas, principalmente mujeres embarazadas y
donadores de sangre (24). Una de las principales limitaciones para obtener
estimaciones precisas de la enfermedad de Chagas es que se desconoce la
seroprevalencia de esta infeccion en las poblaciones migrantes que habitan en
Estados Unidos, Canada y otros paises del continente europeo. La misma
probablemente difiere de los reportes en los paises de América Latina y esta
estrechamente vinculada con el pais y la region de origen (25). En el caso de
paises con alto indice de recepcion migratoria, la seroprevalencia es bastante alta,
ya que estos cuentan con una diversidad socioeconémica sustancial (6). Ademas
de EUA, existen otros paises en los que se ha reportado casos importados de la
enfermedad de Chagas como son Canada, Austria, Bélgica, Croacia, Dinamarca,

Francia, Alemania, ltalia, Reino de los Paises Bajos, Portugal, Romania, Espana,
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Suecia, Suiza y el Reino Unido (26). En EUA, el diagnéstico generalizado de T.
cruzi para donadores de sangre se inicié en el 2007 debido al aumento en los
casos reportados de la enfermedad de Chagas en 42 estados, destacandose
California, Florida, Nuevo México y Texas con la mayor seroprevalencia de la
enfermedad en hemodonadores (13). Aunque los movimientos migratorios de
personas originarias de paises endémicos son menores hacia Canada, existe el
reporte de casos positivos de la enfermedad de Chagas en la provincia de
Manitoba y Quebec, mismos que fueron detectados durante el proceso de
tamizaje para donadores de sangre (27).

Aunque la poblacién muestreada para este estudio puede no ser representativa, la
seroprevalencia general calculada fue de 20% (cuadro 1), valor concordante con
los reportes de seroprevalencia para paises como México. Para el caso de
Guatemala y Honduras, se calculé una prevalencia mucho mayor a la reportada
(21). Sin embargo, se ha indicado que la prevalencia de la enfermedad de Chagas
presenta grandes variaciones incluso dentro del mismo pais debido a que existen
gradientes de endemismo de la enfermedad de acuerdo con la zona estudiada
(28,29).

Los datos obtenidos en este estudio obligan a no subestimar el numero de
infecciones con T. cruzi presentes en migrantes que no solo llegan a esos paises,
sino que también se mueven hacia paises del continente europeo o en su defecto,
se quedan en algun estado de la Republica Mexicana alterando asi la
seroprevalencia calculada para ese territorio (21). En este estudio, el 78,3%

corresponde a migrantes clasificados como adultos jovenes, y un 21,7% a
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migrantes clasificados como adultos maduros (cuadro 1). Se ha senalado la
posibilidad de que la edad de la poblacién migrante difiera del promedio de edad
de la poblacién en general de acuerdo a su pais de origen. Es decir, una poblacion
migrante probablemente contendrd un menor nimero de adultos maduros, y estos
podrian presentar una prevalencia de la enfermedad superior a la de la poblacién
general, pero también es probable que contenga mayor numero de adultos
jovenes, cuya prevalencia de la enfermedad seria inferior a la de la poblacion
general (13). Lo anterior contrasta con lo reportado en este estudio, en el que
14,2% de las personas positivas esta representado por adultos jévenes, por lo que
estos presentan una seroprevalencia mayor a la reportada para la poblacién en
general de acuerdo a su pais de origen.

El mayor flujo de migrantes incluidos en el estudio, provenia de Honduras,
siguiéndole El Salvador, México, Guatemala y Nicaragua, reportdndose como
destino final EUA (90,8%) y Canada (9,2%) (cuadro 1), en contraste con el origen
de los migrantes que llegan a Europa, donde destaca Bolivia (30).

La seroprevalencia reportada en donadores latinoamericanos en EUA es de 0,07%
(31) y para Canada fue de 1% en migrantes latinoamericanos y refugiados (32).
Aunque para ambos paises la seroprevalencia calculada es baja, puede aumentar
el riesgo en estos paises de contraer la enfermedad de Chagas por medio de
transfusion sanguinea o via congénita.

El resultado del analisis estadistico de las encuestas socioecondmicas aplicadas
en este estudio, subraya lo dificil que resulta la eliminacién de la enfermedad de

Chagas transmitida por via vectorial en los paises endémicos. Entre los factores
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gue contribuyen con esta situacion destacan las precarias condiciones de vivienda
de la poblacién estudiada, principalmente por tener menos acceso a los servicios
de salud, ademas de la ausencia de sintomas durante la enfermedad, lo que hace
probable que las personas desconozcan tener serologia positiva a T. cruziy
migren de su pais de origen hacia zonas no endémicas. De esta manera, pueda
diseminarse el parasito, ya sea por via congénita o por transfusion sanguinea (33).
Existen paises o zonas dentro de un mismo pais que son propensas a
experimentar movimientos inmigratorios, en su mayoria debido al desarrollo
econdmico que estos ofrecen, lo que sugiere que los patrones de migracién de
personas de diferentes regiones pueden ejercer una influencia en la prevalencia
de la enfermedad de Chagas. Por lo tanto, los sistemas de salud de paises no
endémicos deben estar preparados para responder ante la enfermedad a fin de
evitar nuevos casos de la infeccion principalmente por los mecanismos de
transmision congénita y transfusién sanguinea por migrantes de zonas endémicas,
esto a través de medidas preventivas y de control que pueden ser aplicadas a los
pacientes en las diferentes etapas de la enfermedad. México, como es un pais de
libre transito para centroamericanos, también presenta las consecuencias de
migrantes infectados que se quedan por meses o tiempo indefinido en el pais o
que son deportados de loa EUA hacia los estados fronterizos y se quedan a vivir
en condiciones de pobreza, hacia los cuales se requiere una mayor atencién

diagndstica, de prevencién y atencién médica.
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Cuadro 1. Poblacién migrante de acuerdo a su lugar de origen y seroprevalencia por sexo, edad y destino final.

Entre paréntesis se presenta el nimero de casos positivos por sexo y edad.

Total +/% . .
Poblacién de . . Hacia USA . .
Origen N (H/M) migrantes Nivel d;/e)studlos (positivos) Hacia Canada
(prevalencia oficial)* °
H(%)/M(%)
Hj Hm Mij Mm Hj Hm MJ MM
El Salvador  25(21/4) 4/16 2(1,7)2
32,5 1(0.8) 12.390(3,4) 23(19.2)° 18 (2) 3(1)  3(1) 1 - - - -
Guatemala  16(13/3) 6/37.5 12(10)°
’ 40.091(2) 4(§ 3))C 92 42 3@ - : : i i
4 (3,3)/2(1,6) ’
Honduras 53(44/9)
12/22,6
5(42)2 5
28.851(3,1) 39(32,5)° 27(5) 9(4) 7@ 1, 2 1 1
9(7,5)/ 3 (2,5) 9(7,5)°
México 23(22/1
(e2A) 2/8,7 12(10)°
317.000(1) 11(9.1) 17(1)  3(1) 1 - 1 1 - -
2(1,6)/0 ’
Nicaragua 3(3/0) 0 b
0/0 708(7,2) 3(2,5) , 1 _ _ _ _ _ _
Total 120(103/17 24/20
) 18/6 NA NA

H= Hombre; M= Muijer. j= Jévenes (18-30 anos); m=maduros (31-45).

* OPS y CDC (Estimacién cuantitativa de la enfermedad de Chagas en las Américas) (20,21).

a= analfabetas; b= educacion primaria/secundaria; c= carrera técnica/preparatori
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Cuadro 2. Encuestas socioecondmicas que reflejan las condiciones de vivienda de

los migrantes latinoamericanos que propician la presencia de triatominos en sus

hogares.
Presencia referida de

Variable Total (%) triatominos (%) 12 Significancia
Material del piso:
Cemento 95 (79,2) 60 (50) 0,72 0,276
Tierra 25 (20,8) 16 (13,3)
Material de la pared:
Adobe 28 (23,3) 8 (23,3) 24,12 0
Block 21 (17,5) 6 (13,3)
Enjarre 60 (50) 8 (23,3)
Madera 11 (9,2) (5,8)
Material del techo:
Palma 15 (12,5) 10 (8,33) 3,84 0,147
Lamina 51 (42,5) 38 (31,7)
Concreto 54 (45) 31 (25,8)
Material de patio:
Tierra 87 (72,5) 1 (50,8) 8,14 0,018
Cemento 33 (27,5) 8 (15,0)
Servicios bdsicos:
Agua potable 68 (56,7) 38 (31,7) 2,71 0,0729
Agua de pipa 52 (43,3) 38 (31,7)
Sanitario 64 (53,3) 33 (27,5) 9,48 0,022
Letrina 56 (46,7) 43 (35,8)
Presencia de animales:
Mascota:
No tiene 31 (25,6) 17 (14,2) 8,29 0,004
Perro 89 (74,4) 66 (55)
Corral:
No tiene 51 (42,5) 7 (22,5) 6,74 0,031
Gallinas 59 (49,2) 5(37,5)
Cerdos 10 (8,3) (5,8)
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Article history:

Chagas disease is caused by an infection with the protozoan hemoflagellate Trypanosoma cruzi, and it is
a major endemic health problem in Latin America. The congenital route is one of the main non-vectorial
pathways of transmission, which can arise either in the chronic or acute phase of maternal infection.
Serological screening of T. cruzi infection was performed in 520 pregnant women and newborns at the
Hospital General Regional de Leén, Guanajuato, Mexico, between 2014 and 2015. Anti-T. cruzi antibodies
were detected in 20 mothers (4%) by ELISA and HIA with four PCR-positive newborn cases. Risk factors
were identified according to an epidemiological survey, and the most significant (P<0.050) factors asso-
ciated with T. cruzi infection were the building materials of dwellings, the presence of pets and dwellings
located in rural areas. This study constitutes the first systematic study on congenital Chagas disease and
the epidemiological risk factors in Guanajuato. Our results represent the probability of an incidence of
770 cases per 100,000 births during a period of 12 months, with a vertical transmission rate by 0.8%,
which highlights the necessity to establish reliable serological and PCR tests in pregnant women to pre-
vent vertical transmission. However, it is also important to follow-up the newborns from seropositive
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mothers for one year, which is necessary, as many children yielded negative results.

© 2016 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Chagas disease (CHD) is caused by an infection with the proto-
zoan hemoflagellate Trypanosoma cruzi, and it is a major endemic
health problem in Latin American. It is also known as American try-
panosomiasis. This disease is widespread and endemic from South
America northward to the southern United States of America and
is usually transmitted to humans by blood-feeding triatomines
known as “kissing bugs” or “bug-nosed.” However, it can also be
spread via non-vectorial routes, such as blood transfusion, congen-
ital transmission, organ transplantation, food contamination with
bug feces or laboratory accidents (Rassi et al., 2010). Currently in
Latin America, approximately 1,125,000 women of child-bearing
age are infected with T. cruzi, and this infection kills approximately
10,000 people annually (WHO, 2015). Congenital transmission can
occur during the acute or chronic phase of CHD of an infected
mother (Carlier and Truyens, 2015). The prevalence of T. cruzi infec-
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tion in pregnant women is variable among different countries,
geographic areas or inclusive, at urban cities, ranging from 1 to
70.5% (Oliveira et al., 2010). In particular, in countries from the
South Cone of Latin America, the reported rate of congenital trans-
mission varies from 1 to 12% (Carlier and Torrico, 2003). Newborns
infected with T. cruzi can progress to a severe condition and may
potentially become lethal (Torrico et al., 2004), although in non-
endemic areas, the main transmission pathway is congenital, which
is more important than organ transplantation or blood transfusion
(WHO, 2015). Vector control programs and serologic screening of
blood donors could be the best alternative for the prevention of
congenital cases (Carlier and Torrico, 2003; PAHO, 2014). Studies
among pregnant women and their newborns previously done in
Celaya, Guanajuato, reported uncertain “seroprevalences”, among
0.4-0.9% in mothers and cord blood, as tested by ELISA and Stat-
Pak (Gamboa-Ledn et al., 2011) techniques. However, there is a
scarcity of reports concerning the congenital route of T. cruzi and the
risk factors involved in Mexico and non-endemic countries (Carlier
and Truyens, 2010). The aims of the present study were to analyze
the presence of anti-T. cruzi antibodies in pregnant women and
to assess the rate of infection in newborns of Guanajuato, Mexico
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Fig. 1. Study area. Map of Mexico, Guanajuato state marked in dark gray. The patients’ municipality of origin is marked in light gray. Positive cases of pregnant women are
marked with an asterisk. Congenital transmission cases are marked with a dot. HRGL marks the hospital’s municipality location.

by parasitological and molecular techniques, without comparing
them, since this type of studies have been reported by others (Mora
et al., 2005; Velazquez et al., 2014).

2. Materials and methods
2.1. Sample size and study design

This study was done in Guanajuato state, located in north-
central Mexico and which represents a 1.6% of the Mexican
territory. Samples were collected over a yearly period, from
February 2014 to March 2015 at the Obstetrics and Gynecology
Department of Hospital General Regional de Le6n (HGRL), which
provided medical care to the population of Guanajuato state (Fig. 1).
This study was performed with a sample size of 520 pregnant
women, which was calculated from a population of 777,217 women
of child-bearing age reported in Guanajuato state according to the
2012 census (INEGI, 2012). Our final sample exceeded the calcu-
lated sample size of 384 according to the prevalence reported in
a Mexican community (0.8%) (Sosa-Estani et al., 2008), with the
equation:

_ Z%pq

=&

Where: Z=Absolute precision; p=prevalence reported; q=(1-p);
E =Standard error. The absolute precision was 1.96, confidence level
of 97.5% and E=1.36 (Walpole et al., 2011).

A questionnaire was given to the enrolled participants to
determine the epidemiological profile of the dwellings related to
vectorial transmission and other individual risk factors associated
with potential non-vectorial transmission, such as their age, blood
transfusion (or blood products), gestational age, birthplace and
time of residence, and number of deliveries. The questionnaire
ascertained information on their place of birth, age, sex, and region
and location of home village. Another set of questions (independent
variables) was designed according to the methodology suggested
by the Official Mexican Standards for surveillance, prevention, and
control of vector-transmitted diseases (NOM, 2012) to evaluate
the household characteristics and pet ownership (dogs and cats).
Knowledge of triatomine bugs inside or around dwellings was eval-

n

uated showing a set of color photos of eggs, each triatomine nymph
stadia and adults (male and female) of representative species of the
region.

2.2. Inclusion criteria

Pregnant women were invited to be included in the congenital
CHD protocol, at arrival t to HRGL, of which 520 accepted to partic-
ipate, whereas 285 refused to be included on this study. Inclusion
criteria for pregnant women included (i) the mother’s acceptance
to participate in this research; (ii) being a resident of the study
area; and (iii) a gestational age among 6th-9th month, accord-
ing to Capurro method and the last menstrual period (Capurro
etal., 1978; Berg, 1991). Informed consent forms were signed after
detailed interviews, and a sample of maternal blood was collected
in addition to a sample of the umbilical cord blood at the time of
delivery and they allowed a follow-up of their newborn children.
Women under 18 years old were included only with the consent
of their parents. Exclusion criteria were (i) no acceptance or return
to the study protocol, and (ii) inconclusive (when only one of two
serological tests used is positive, or when they do not express the
positive or negative standards of the methods) or negative (when
both serological test used express the negative control).

2.3. Serologic test for pregnant women

Blood samples were taken in vacutainers (B & D) from the
peripheral vein of women at the time of delivery. The serum was
separated by centrifugation (1200g for 10 min), and the samples
were stored at —20°C until further analyses by serological tests
(Galaviz-Silva et al., 2009). Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA; Chagatest ELISA recombinant v. 4.0; Wiener Laboratory,
Rosario, Argentina) was performed according to the manufacturer’s
protocol. The absorbance was measured spectrophotometrically
at 450/620 nm (Multiscan MS; Thermo Labsystem, Waltham, MA).
Each test was performed in duplicate. Positive sera from chronic
chagasic patients from Brazil and Mexico, provided by the Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, D.F., Mexico, and nega-
tive sera from healthy individuals were used as the controls for
each test. The cut-off (CO) value was calculated according to the
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Table 1

Birthplace of mothers sampled at Hospital General Regional de Le6n, the prevalence of T. cruzi infection and transmission rate of Chagas disease to newborns.

Birthplace of mothers Samples by locality n (%)

Seropositive mothers (%) Positive cord PCR (%)

— Foreign mothers’

Chiapas 2(0.4%)
Mexico City 5(1%)
Hidalgo 2(0.4%)
Jalisco 4(0.8%)
Michoacan 3(0.6%)
Puebla 1(0.2%)

— Mothers born in Guanajuato
Apaseo el Alto 1(0.2%)
Dolores Hidalgo 8 (1.5%)
Irapuato 12 (2.3%)
Ledn 195 (37.5%)
Pénjamo 4(0.8%)
San Diego 51 (9.8%)
San Felipe 57 (10.9%)
San Luis de la Paz 44 (8.4%)
Santa Catarina 33(6.3%)
Silao 82 (15.8%)
Victoria 9(1.7%)
Xicha 5(1%)
Yuriria 2(0.4%)

Total: 520 (100%)

1(0.2%) -
2(0.4%) 1(0.2%)
1(0.2%) -
2 (0.4%) R
1(0.2%) -
1(0,2%) -
3(0.6%) 1(0.2%)
5(1%) 1(0.2%)
2(0.4%) -
1(0.2%) -
1(0.2%) 1(0.2%)
20 (4.0%) 4(0.8%)

n=samples by locality; - = Negative test.

" Foreign mothers: Defined as women that were born in another state, but are currently living in Guanajuato.

manufacturer’s instructions using the equation CO=NC+0.3 OD,
where NC=the average absorbance of the negative controls and
OD =optical density. The indirect hemagglutination assay (IHA;
SERODIA-Chagas; Fujirebio, Tokyo, Japan) was performed accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Reactive samples at dilution
>1:32 were considered a positive test. All samples were ana-
lyzed in duplicate, including the control positive and negative sera
described above. A positive sample is defined as a sample clearly
positive by two different serological techniques, without inconclu-
sive results (WHO, 2002; CDC, 2014).

2.4. Identification of Trypanosoma cruzi infection by
parasitological and PCR tests in newborns

For microhaematocrit test, six heparinized capillary tubes were
filled with 70 .l of cord blood each one at delivery; tubes were cen-
trifuged at 3000g for 1 min and after centrifugation, each tube was
cut with a diamond point marker between the buffy coat and the
erythrocyte pellet. The buffy coat was placed in a slide and covered
with a coverslip, and the complete coverslip area was analyzed at
40x and 100x under the microscope (Velazquez et al., 2014).

The PCR was performed with a blood sample of 0.5 ml from the
umbilical cord, which was immediately mixed with EDTA 0.2 M, pH
8 and stored at 4 °C until processing. Total DNA was extracted from
300 ! of whole blood sample with DNAzol (Invitrogen, San Diego,
California) and incubated for 24 h. Next, 300 w1 of chloroform was
added and incubated for 15 min at 25 °C. After incubation, samples
were centrifuged at 12,000 rpm for 10 min, and the aqueous phase
was poured into a fresh tube. The DNA was concentrated via ethanol
precipitation, and the pellet was washed once with 70% ethanol,
resuspended in 50 .l TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) and stored
at4°Cuntil further use. A PCR test targeted to the minicircle region
of KDNA was performed using primers S35 and S36 to amplify a
repetitive sequence of 330 base pair (Virreira et al., 2003). The PCR
reactions were performed using 2 pl of extracted DNA as a tem-
plate (10-15ng), 1 U of Tag DNA polymerase (QIAGEN, MA), 0.2 mM
of each dNTP, 1.5 mM MgCl,, 5 ul of 10x reaction buffer provided
by the manufacturer, and RNasa-free deionized water to obtain
a total volume of 50 p.l. An initial DNA denaturalization step was
performed at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of DNA denat-

uralization at 94°C for 30s, alignment at 57 °C for 10s and chain
elongation at 72 °C for 30 s, ending with a final elongation period at
72 °C for 5min (Ramsey et al., 2012). The reactions were performed
in a DNA multigene thermocycler (Labnet, MA, USA). The nega-
tive control contained DNA extracted from healthy newborns from
T. cruzi-seronegative mothers, and the positive control contained
epimastigotes T. cruzi DNA from a culture in LIT medium. To moni-
tor the quality of the extraction and the presence of PCR inhibitors,
each sample was also tested for the amplification of the housekeep-
ing gene with (B-glob-forward (5-CCTTTGTTCCCTAAGTCCAA-3’)
and 3-glob-reverse (5'-CCTCACCTTCTTTCATGGAG-3") amplifying a
productof200 bp (Virreiraetal.,2003). The PCR products were elec-
trophoresed in 2% agarose gels in TAE buffer (40 mM Tris, 40 mM
acetate, 1 mM EDTA), stained with 0.5 pug/ml ethidium bromide and
imaged under UV light (Sambrook and Russell, 2001).

2.5. Statistical analyses

The association between positive samples and risk factors was
calculated by constructing contingency tables; in addition, the x2
(Chi-squared) with a significance level of 95% was calculated. The
odd ratios (OR) were calculated using SPSS version 17 (Chicago, IL).

3. Results

The overall seroprevalence of T. cruzi infection among the 520
mothers was 4% with 20 positives detected by both techniques
without inconclusive results. Nearly all of the women (503, 96.7%)
were autochthonous of Guanajuato state, from 13 different munic-
ipalities, and 16 women demonstrated anti-T. cruzi antibodies. The
rest of the sampled population (17/3.3%) was from another state of
the country, but their current residence place was Guanajuato state,
four of whom were seropositive. Most of the seropositive cases of
mothers who attended the HGRL came from San Felipe (5/57) and
San Diego (3/51), followed by Dolores Hidalgo and San Luis de la Paz
(Table 1). Although most pregnant women lived in Leon and Silao
(195 and 82, respectively), only one positive mother was reported
from Leon. In this study, four positive umbilical cords were found
in three autochthonous mothers from Guanajuato (San Felipe, San
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Fig. 2. PCR from the umbilical cords of newborns from T. cruzi-seropositive moth-
ers. M=DNA Marker (100-bp); P1 and P2 =Positive controls; N =Negative control;
1-4=PCR samples of newborns’ umbilical cords.

Diego and Xichi); and the last positive umbilical cord was obtained
from a mother born in Mexico City (Table 1).

With regard to the main risk factor associated with CHD
transmission in positive mothers, the presence of pets (OR=1.9;
P=0.017) was found as the highest significant risk factor, followed
by the residence place located at rural areas (OR=1.1; P=0.040),
walls constructed of brick and adobe (OR=2.1; P=0.044), and
ceiling constructed of concrete (OR=2.2; P=0.049) but all them
unplastered. The type of floor construction material was not sig-
nificant (OR=1.0; P=0.141, Table 2). Moreover, 16.9% of pregnant
women (88/520) from the rural area of Guanajuato were able to
identify the vectors of CHD, and 11 of the women (12.5%, 11/88)
reported having been bitten by triatomines.

Approximately 6.3% of dwellings (31-33/520) showed
neglected public services (potable water or drainage and sewer-
age), and although this factor may not have any direct effect on
T. cruzi infection, three seropositive pregnant women were found
without any of these services (Table 2).

The youngest women aged 14-24 years showed the highest risk
factor associated with congenital transmission (OR=2.4; P=0.000),
particularly if they were between their first or second delivery
(OR=1.7; P=0.003). Four women were seropositive (16%, 4/25)
with only a newborn positive for T. cruzi by PCR from the group
of twenty five mothers (25/520) who reported their participa-
tion as a blood donor; but no significance was found as a risk
factor for vertical transmission (P=0.880). Two women (11.76%)
were seropositive for anti-T. cruzi antibodies from the group of
17 mothers who had participated as blood receptors, however, no
PCR-positive results were found in samples from umbilical cords
(Table 3).

The PCR results from the umbilical cord blood of T. cruzi-
seropositive mothers showed four positive cases (20%, Fig. 2).
Amplification of the housekeeping gene was obtained in all of the

analyzed samples; however, microhaematocrit tests were nega-
tives.

4. Discussion

This s the first systematic study of seroprevalence of anti-T. cruzi
antibodies in pregnant women and congenital transmission of CHD
performed in Guanajuato state. This study demonstrated a total
seroprevalence of T. cruzi antibodies of 4% in pregnant women with
an index of 20% positive umbilical cords by PCR from 20 seropos-
itive mothers. In addition, the main risk factors involved in the
CHD transmission, included building materials of houses, dwellings
located in rural places and the presence of pets. The scarcity of
information on the prevalence of T. cruzi infection in pregnant
women and newborns indicated that this disease is underestimated
because a routine analysis was not performed in the obstetrics or
gynecology hospitals to diagnose infected mothers or newborns.
Thus, most children who are congenitally infected will remain
without treatment (Mufioz et al., 2007). The control and prevention
of CHD transmission, particularly via the congenital route, is one
of the main goals of the World Health Organization (WHO, 2013),
which indicates that opportune diagnostics of mother and baby are
important issues to prevent this pathology and avoid the spread of
disease.

According to our epidemiological surveys, 88 mothers reported
the presence of intra domiciliary triatomines (16.9%), but only
three seropositives were confirmed to have been bitten by bugs.
Although this finding was not significant, we thought that it could
have an effect on the prevalence of infection associated with the
rural setting of domiciles, where triatomines have domestic and
peridomestic habitats (Ramsey et al., 2000). Furthermore, a higher
seroprevalence of anti-T. cruzi antibodies was found in pregnant
women from rural areas of Guanajuato state (15 mothers), where
the inhabitants are easily infected by the presence of infected vec-
tors (Cucunuba et al., 2014). Other significant risk factors identified
in this study included the building materials of dwellings, such
as unplastered walls and ceiling, because these surfaces are easily
used as appropriate hiding by triatomines (Bustamante et al., 2009;
Sandoval-Ruiz et al., 2014). In Guanajuato state, the presence of the
triatomines species has been reported and is considered among the
most epidemiologically important areas due to the higher vecto-
rial capacity. Such species include Triatoma barberi, T. dimidiata,
T. longipennis and T. pallidipennis (Lopez-Cardenas et al., 2005;
Ramsey etal.,2015). The presence of pets associated with the trans-
mission of T. cruzi was significant, and domestic dogs and cats have
been previously identified as major sources of parasites for domes-

Table 2
Risk factors associated with building materials of dwellings, public services, and pets.

Variable Total Positives OR 95% CI X2 P-value
Ceiling construction material

Concrete vs. roofing/lamine 420/100 14/6 2.2 2-84 7.2 0.049
Wall construction material

Plastering vs. brick and adobe 147/373 9/11 21 0.8-5.1 5.1 0.044
Flooring construction material

Cement floor vs. Tile floor 426/94 18/2 1 0.9-1 2 0.141
Basic services

Potable water supply  Yes/No 487/33 19/1 0.8 0.1-0.9 0.1 0.633

Drainage and sewerage vs. Latrine 489/31 17/3 0.5 0.1-0.6 0.6 0.338
Pets

Yes/No 377/143 15/5 1.9 0.3-2.5 5 0.017
Livestock

Yes/No 46/474 3/17 0.5 0.2-19 10.2 0.710
Domiciliary triatomines

Yes/No 88/432 3/17 0.9 0.1-1.1 6.4 0.815
Place of residence

Rural or urban 455/65 15/5 1.1 0.9-1.8 6.8 0.040
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Table 3

Risk factors directly associated with pregnant women and their seropositivity of Chagas disease in Guanajuato state, Mexico.
Variable Total Positives OR Cl P
Women's Age: 14-24 vs. 25-48 327/193 16/4 24 0.8-7.40 0.000
N° of deliveries: 1-2 vs. 3-6 467/53 17/3 1.7 0.5-5.8 0.003
Blood donor: Yes vs. No 25/495 4/16 0.2 0.1-0.7 0.880
Recipient of Blood transfusion: Yes or No 17/503 2/18 0.3 0.2-0.8 0.713
Bitten by kissing-bugs: Yes or No 11/509 3/17 0.6 0.5-1.1 0.691

tic transmission in Mexico, Texas and Argentina (Kjos et al., 2013;
Enriquez et al., 2014; Odagiu and Mayer, 2015).

Only two T. cruzi-infected mothers (3.8%, 2/520) received blood
transfusions at least once in their lifetime, while four T. cruzi-
infected mothers participated as blood donors (0.8%, 4/520). The
overall prevalence reported by blood banks in Latin America was
1.3%, with 0.6% specifically for Mexico (PAHO, 2006). The estimated
participation as blood donors in this study reached a rate of 4.8%
(25/520). Although this result could suggest the low probability of
acquiring the infection by this route, it highlights the necessity to
install a universal screening for blood donors, particularly for preg-
nant women, and within this scenario, our health authorities could
improve their efforts to reduce the prevalence of CHD in the coun-
try. This is recommended by the Initiative of Central America and
Mexico (PAHO, 2014), particularly in non-endemic states, where
it remains poorly recognized and most physicians consider it to
be an “exotic” disease. Thus, they cannot provide a diagnosis and
treatment to prevent and remediate this pathology (Bonney, 2014).

This study demonstrated a direct association among the sero-
prevalence of T. cruzi antibodies and younger-age mothers with low
number of deliveries; both factors were highly significant, which
may be because parasitemia declines with age, as the frequency of
transmission would be greater among young mothers (Bittencourt,
1992). This highlights the importance of performing an earlier
detection of CHD as previously described (PAHO, 2014). Congen-
ital transmission of T. cruzi cannot be prevented during pregnancy;
however, diagnosis and early treatment in newborns is a bet-
ter recommended strategy (Mufioz et al., 2007). Pregnant women
between 22 and 26 years of age from Colombia and Paraguay
showed similar seroprevalence of CHD (2-4%) compared to our
results (4%). Nevertheless, the congenital transmission reported
was higher (20-30%) (Russomando et al., 2005; Manrique-Abril
et al., 2013; Cucunuba et al., 2014). The rate of congenital trans-
mission reported for other endemic and non-endemic regions of
South America ranges from 1% to 12% (Carlier and Torrico, 2003;
Torrico et al., 2004). Although, it appears that in Mexico, this epi-
demiologic threat is characterized by the highest rates reported
to Oaxaca, Jalisco and Mexico states where the prevalence among
mothers was 4.4, 4.12, and 12.02%, respectively, and transmissions
to their newborns were between 11.9 and 20% (Jiménez-Cardoso
et al.,, 2012). Mothers and children from Mayan communities in
Yucatan ranged between 4.4% and 0.7% (Gamboa-Le6n et al., 2014),
which supports the importance of CHD in pregnant women and
newborns. Taking these rates as a whole, it is obvious that T. cruzi
transmission is active in several regions of Mexico.

Although there are no guaranteed mechanisms to avoid con-
genital transmission in endemic countries, a control over the major
routes of transmission is suggested, such as the vectorial and trans-
fusional, in addition to the recommended anti-parasitic treatment
(nifurtimox and benznidazol) to reduce the prevalence in infected
women. In addition, a warranty over a control strategy based on
laboratory diagnosis of infected neonates is suggested to prevent
mortality and side effects by congenital CHD and to decrease pre-
and post-neonatal morbidity (Carlier and Torrico, 2003).

Several studies have indicated that over 50% of congenitally
infected infants developed clinical manifestations with a fatality

rate of up to 14% (Carlier and Torrico, 2003). Although the totality
of congenital cases reported here does not have strong clinical evi-
dence, some 60-90% of congenital cases can present non-specific or
heterogeneous symptoms (Freilij and Altcheh, 1995; Altcheh et al.,
2005; Brutus et al., 2008), or oligosymptomatic cases, i.e., babies
who present with severe cases of meningoencephalitis, myocardi-
tis or respiratory distress syndrome (RDS) (White et al., 2000;
Torrico et al., 2004). In addition, other congenital infections may be
commonly identified with the acronym TORCH (Toxoplasma gondii,
rubella virus, cytomegalovirus, and herpes simplex virus), and in
untreated cases, the infection could progress to chronicity (Carlier
etal., 2012).

Currently there is an official consensus to consider parasitolog-
ical test close to birth as the gold standard test for the diagnosis of
congenital Chagas disease, and although PCR technique is under
evaluation and has not been validated for the diagnosis of con-
genital infection (Carlier et al., 2011) it might improve the early
detection (Velazquez et al., 2014; Rendell et al., 2015). Over more,
the PCR could be considered also as an early diagnostic method
besides the microhaematocrit and hemoculture, and with this
group of tests might establish evidence for congenital T. cruzi infec-
tion before the mother and child leave the maternity ward (Mora
etal., 2005). Although is considered that parasitological techniques
offer a rapid and definitive diagnosis allowing a faster initiation
of treatment, recent reports had shown several disadvantages for
them (1) it requires skilled personnel and assured quality control,
which may not be available in primary health care facilities (Carlier
etal.,2011)(2) parasitological methods are highly specific, but lack
sensitivity if parasitemias are too low (<40) for direct detection (3)
microhaematocrit likely misses around of 50% of infected children
and hemoculture may easily increase this proportion (Mora et al.,
2005; Velazquez et al., 2014).

We obtained negative results for microhaematocrit test, per-
haps due to the low parasitic loads obtained in the four positive
cases. Since the current standardized technique is based in micro-
haematocrit it had demonstrated lower level of detection at low
parasite load (Feilij et al., 1983), and over more, few blood par-
asites in some children are below of the limit of sensibility or
specificity (40 parasites/ml) (Velazquez et al., 2014), which should
be considered in diagnostic procedures since it has been reported
a congenital transmission in chronic phase occurs in pregnant
women with parasitemias among 10-20 parasites/ml (Rendell
et al., 2015). Also, the uneven distribution of few parasites in small
samples can show negative results in parasitological diagnostic
(Mora et al., 2005). A new consideration might be taken account for
PCR, because this technique demonstrate much higher sensitivity
for early diagnosis (Mora et al., 2005; Bern et al., 2011; Velazquez
etal.,2014).Thus in this study, using PCR technique, we determined
four positive samples for T. cruzi infection from newborns, currently
they are follow up in HGRL for medical care and clinical observation,
which will continue until their second year of life using serologic
techniques that can be assure the absence of antibodies, (Jackson
et al., 2010), because has been proved the effectiveness of treat-
ment of CHD in infected children during the first year of life yielded
therapeutic success in nearly 100% of cases (Moya et al., 2005),
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the treatment for T. cruzi-infected pregnancy in women remains
controversial (Sosa-Estani et al., 2009).

5. Conclusion

This study determined for the first time the seroprevalence of
T. cruzi in pregnant women in Guanajuato as well as the rate of
congenital transmission by PCR, as it has been underestimated as
a public health problem in Mexico. The calculated index of con-
genital transmission was 20% (4/20), from 20 seropositive mothers
and four PCR-positive umbilical cords. These findings were similar
to those reported from Oaxaca, an endemic state, although Gua-
najuato state is not considered endemic. In addition, the calculated
incidence in this study of the congenital transmission of Chagas dis-
ease was 770 cases per 100,000 births during a period of 12 months.
This finding highlights the importance of performing serological
tests in all populations of pregnant women to prevent the trans-
mission from one generation to another (vertical transmission).
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