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RESUMEN

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria

causada por el Trypanosoma cruzi (L.), el cual es transmitido por insectos hematdfagos

(Hemiptera: Reduviidae). Esta enfermedad presenta tres etapas: una aguda de corta duracion
que comprende fiebre, anemia, hepatoesplenomegalia y linfadenopatias; una etapa
indeterminada caracterizada por cursar un periodo clinico asintomatico y una crénica, donde
en los adultos es la principal causa de miocardiopatias, megaeséfago, megacolon y muerte.

Durante los meses de noviembre del 2002 a enero del 2004, se realizo el diagnostico
serolégico para la enfermedad de Chagas en la comunidad de Los Guerrero, municipio de
San Martin de Hidalgo, Jalisco, Esta comunidad retine las condiciones necesarias para el
desarrollo de la enfermedad. Se analizaron un total de 447 muestras en poblacion abierta
mediante las pruebas de hemaglutinacion indirecta (HAI), ensayo inmunoenzimdtico
(ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se consideraron como seropositivos aquellos
sueros que fueron reactivos en al menos dos de las tres pruebas aplicadas, segun pautas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se encontraron anticuerpos contra Trypanosoma
cruzi en 8 de 447 individuos. La seroprevalencia estimada para la comunidad estudiada fue
de 1.8%.

Entre las muestras reactivas se encuentra una nifia de 2 afios, y un adolescente de 14

afios de edad, lo que indica que en la actualidad, la transmision de Trypanosoma cruzi es

activa.
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INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o Enfermedad de Chagas es una parasitdsis producida

por un protozoario, €l Trypanosoma cruzi (L.), el cual es transmitido por las heces de

insectos hematofagos (Hemiptera: Reduviidae). Fue descrita por Carlos Ribeiro Justiniano
das Chagas en 1909, quien aislé el parasito de una persona y posteriormente de un gato, ¢
identifico a sus vectores, asi como a las patologias asociadas en la etapa cronica (Lopez et al.,
2000; Chester et al., 2003).

La Tripanosomiasis americana es una de las seis enfermedades tropicales mas
importantes del mundo, debido a su amplia distribucién geografica, elevada prevalencia y
gran impacto sobre la salud publica. El vector de la enfermedad de Chagas se encuentra
diseminado en el continente Americano desde México hasta el sur argentino (Figura 1).
Datos conservadores de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefialan que en una
poblacidon de 360 millones de personas que viven en los paises endémicos, al menos 90
millones se hallan expuestos al riesgo de contraer la enfermedad y 35 millones de personas se
encuentran infectadas (OPS, 1994; Dumonteil, 1999; Rosas et al., 2002; Cardenas et al.,
2003).

Esta enfermedad afecta principaimente las dreas rurales, en donde las condiciones
ecologicas, aunadas a las tradiciones culturales de los habitantes y las precarias condiciones
socioecondmicas, contribuyen a que el vector conviva en la vivienda con los humanos y
mamiferos reservorios domésticos (perros y gatos); propiciando con esto la continuidad de
esta enfermedad (Magallon et al., 1998).

La enfermedad presenta varias vias de infeccidn, entre las cuales se encuentran: la
vectorial, transfusional, trasplacentaria o congénita, accidentes de laboratorio, deshoyamiento
de animales infectados en campo; por via oral a partir de la ingesta de animales infectados o
bien a través de alimentos contaminados por deyecciones de vectores y en muy pocos casos
se ha comprobado la infeccion a través de la leche materna (Carcavallo et al., 1985, Tomo I;
[.ozano et al., 1991; OPS, 1994; Dumonteil, 1999; Rosa et al., 2001).

Durante mucho tiempo se ha especulado sobre la importancia de la enfermedad de
Chagas en nuestro pais. Acerca de ella existen diversas posiciones: desde la que la
consideran un padecimiento exdtico y le niegan cualquier importancia, hasta los que la

consideran como un problema de salud publica; incluso, hay quienes basados en encuestas



serocpidemiolégicas de los ultimos afios, calculan que estan infectados entre tres y cuatro
millones de mexicanos. La Oficina Panamericana de la Salud y la Organizacidén Mundial de
la Salud consideran que en México existe la enfermedad y hay riesgo de infeccion (Velasco
et al., 1992; Try;jillo et al., 1993; Pinto y Rodrigues, 1997, Cardenas et al., 2003).

En México se desconoce su magnitud y trascendencia, las cuales solo se han estimado
en localidades aisladas. En realidad se considera como drea endémica probable, todo el
territorio que se encuentre en una altitud entre los 0 y los 2, 200 msnm, es decir las dos
terceras partes del territorio nacional, ya que en poblaciones localizadas dentro de las
altitudes mencionadas se han encontrado triatominos infectados por 7. cruzi dentro de la
habitacion humana (Velasco et al, 1992; Montedn et al., 2002; Gutiérrez et al., 2003; Becerril
y Romero, 2004, Segura y Escobar, 2005).

Biologia del Parasito

Los parésitos de la familia Trypanosomatidae se caracterizan por tener un flagelo y
un cinetoplasto Gnico. El género Trypanosoma comprende paréasitos digenéticos que tienen
por lo menos en uno de sus estadios de desarrollo la forma tripomastigote. Este género se
divide en dos secciones: Salivaria y Estercoraria. La primera comprende un grupo de
Trypanosomas patdgenos, que se multiplican en el mamifero en el estadio tripomastigote,
completan el desarrollo en la parte anterior del vector, y son transmitidos por inoculacion; la
linica excepeion es el T. equiperdum, que se transmite directamente de mamifero a mamifero.
La segunda seccidn agrupa especies no patdgenas, con la excepcidn de T cruzi. Los parasitos
agrupados en esta seccion se multiplican en el mamifero como amastigotes o epimastigotes,
completan su desarrollo en la estacién posterior del huésped intermediario y son transmitidos
por contaminacion, a excepcién de I. rangeli, que completa su desarrollo en la porcion
anterior y es transmitido por inoculacién (Carcavallo et al., 1985, Tomo II; Lozano et al.,

1991).

El Trypanosoma cruzi es un organismo pleomoérfico que tiene dos fases en su ciclo

vital, una en los animales de sangre caliente incluyendo el hombre (huésped definitivo) y otra
en los insectos transmisores. L.os estadios se definen por su forma, la posicion del
cinetoplasto respecto al nicleo y la regién por donde emerge el flagelo; estos son:
tripomastigote, epimastigote, promastigote y amastigote (Chester et al., 2003; Becerril y
Romero, 2004) (Figura 2).



FIGURA 1.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA
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En el huésped definitivo, I cruzi es un tripomastigote fusiforme, de unos 20 — 25 pm
de largo; presenta un nicleo situado en el centro del cuerpo y un cinetoplasto en el extremo
posterior. La raiz del flagelo, el axonema, nace en el blefaroplasto y se extiende por el borde
de una delgada membrana ondulante que tiene pocos pliegues, y sale por el extremo anterior
del cuerpo como flagelo libre. En las preparaciones tefiidas, los tripomastigotes asumen la
forma caracteristica de “C” (Lopez et al., 2000; Chester et al., 2003) (Figura 2A, 3A).

La forma de epimastigote se encuentra en el tubo digestivo del triatomino, asi como
también en medios de cultivo; mide de 8 — 13 pum de largo, el cinetoplasto esta localizado en
cl extremo anterior, y el ntcleo se encuentra en posicion ventral; la membrana ondulante es
corta al igual que el flagelo (Chester et al., 2003) (Figura 2B, 3B).

La forma de promastigote es un estadio flagelado alargado, en el que el cinetoplasto
se localiza en la porcion anterior y lejano al nucleo del cual emerge el flagelo por la porcion
anterior del cuerpo sin formar la membrana ondulante. Esta forma es de duracion fugaz y
solo se ha visto in vitro (Chester et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003) (Figura 3C).

Las formas amastigotes son redondeadas (forma leishmanoide), miden de 2 — 2.5 um,
sin flagelo libre, pero al microscopio electronico se ve el flagelo dentro de una bolsa, ademas
presenta un gran nicleo y cinetoplasto. En las células de la neuroglia y en el miocardio, los
amastigotes se retinen en cavidades seudoquisticas dentro de las células invadidas y son
liberados, tras multiplicarse por fisién binaria y desarrollarse en masa destruyendo las

células, en forma de tripomastigotes (Chester et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003) (Figura 2C,
3D).

Biologia del Vector

Como en todos los insectos, el cuerpo del triatomino esta compuesto por tres regiones:
cabeza, térax y abdomen. Exteriormente se puede observar que la cabeza posee los drganos
sensoriales, en el térax estan insertados los érganos locomotores y en el abdomen, el aparato
reproductor y las aberturas respiratorias (Harwood y James, 1987).

La cabeza es alargada, fusiforme en la mayoria de las especies. Posee un par de ojos
compuestos, que son globosos y salientes, un par de antenas y los ocelos, 6rganos receptores
de sensaciones que no han sido bien determinados atin. En la cara ventral del térax se

insertan las patas que son delgadas y relativamente largas. Gran parte del dorso del abdomen



FIGURA 2.- ESTADIOS EVOLUTIVOS DE Trypanosoma cruzi

A)

Fig. 2A.- Forma tripomastigote de 1. cruzi,
en torrente sanguineo.

FUENTE: Ecplanet quotidiano tecnologico e
scientifico.

Fig. 2B.- Formas epimastigotes de
T. cruzi, en forma de rosetas dentro
de un medio de cultivo.

Fig. 2C.- Formas amastigotes
de 1. cruzi, dentro de una
cavidad pseudoquistica en
tejido muscular cardiaco.
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FIGURA 3.- COMPONENTES ESTRUCTURALES DE 1, cruzi
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esta cubierto por alas funcionales; donde queda descubierto el “conexivo”, que es el reborde
que rodea al abdomen y se destaca por mostrar manchas transversales claras, caracteristica
muy importante para identificar a los triatominos (Harwood y James, 1987; Lent y
Wigodzinsky, 1979).

Los triatominos son hemat6fagos estrictos con habitos nocturnos y cuando chupan
sangre inyectan una saliva anticoagulante de efectos anestésicos en la piel y que contribuye a
dilatar los vasos sanguineos, provocando una reaccion de hipersensibilidad local (Chagoma),
el cual es de tamafio variable y dura muchos dias en desaparecer. Cuando estos insectos pican
prefieren las partes descubiertas especialmente el rostro, labio o el angulo externo del ojo
(Signo de Romaiia) (Harwood y James, 1987; Lozano et al., 1991; Pinto y Rodrigues, 1997).

Son oviparos; la hembra pone hasta 200 huevos durante su vida que son de forma
eliptica y de color blanco cuando son recién puestos. Luego este color virara a color naranja
al adelantar el desarrollo del embridén, cuya evolucion se completa entre 20 y 50 dias, seglin
sea la temperatura y la especie. Sus nidos o criaderos son las grietas de las paredes de adobe.
ladrillo, carrizo, madera; los techos de paja, teja y los echaderos de los animales domésticos.
Las especies silvesires se refugian en cuevas, rocas o echaderos de animales que habitan
estos sitios, alimentandose de ellos (Harwood y James, 1987; Gutiérrez et al., 2003).

Al nacer, el insecto es parecido al adulto, pero carece de alas, y no se encuentra
infectado con I cruzi. Unas semanas después, la ninfa muda de exoesqueleto y aumenta de
tamafio pero sigue careciendo de alas. Estas mudas se repiten en numero de cinco: cada una
de ellas da origen a una ninfa cada vez mayor. Con la dltima muda aparecen las alas y el
insecto adquiere su aspecto definitivo. La resistencia de los triatominos al ayuno es notable,
ya que pueden durar hasta tres meses sin alimentarse (Harwood y James, 1987; Lozano et al.,
1991; Pinto y Rodrigues, 1997; Gutiérrez et al,, 2003) (Figura 4).

Los miembros de la familia Reduviidae reciben distintos nombres vulgares de acuerdo
con la regiéon de América o México que se trate; asi en Sudamérica se les conoce como
vinchucas, barbeiros, pitos, etcétera, y en México se les conoce como Pick, chinche de
Compostela, talaje, chinche hocicona, besucona, etcétera (Pinto y Rodrigues, 1997; Gutiérrez
et al., 2003).

Un total de 31 especies es sabido que se encuentran en México, de las cuales 18

especies son de cierta importancia epidemioldgica y han sido reportadas como infectadas



naturalmente con Trypanosomq cruzi, entre las mds importantes se encuentran Triatoma
longipennis, T. mazzottii, T. pallidipennis, T. phyllosoma, T. picturata, T. barberi, T.

brailovskyi y T. dimidiata (Lent y Wigodzinsky, 1979; OPS, 1994; Sosa et al., 2004).

Ciclo bioldgico parasitario

Los triatominos adquieren el parasito (en su estadio de tripomastigote) al alimentarse
de un animal infectado. Dentro del triatomino y a lo largo de su tracto digestivo, el parasito
sufre una serie de transformaciones que incluyen los estadios tripomastigote — epimastigote —
tripomastigote metaciclico; siendo este ultimo estadio el que es expulsado en las heces. La
infeccion del mamifero se inicia cuando un insecto infectado defeca mientras se alimenta de
este altimo, liberando tripomastigotes metaciclicos en sus heces y orinas. Los
tripomastigotes, incapaces de atravesar la piel intacta, entran en el organismo a través de
excoriaciones de la piel (sitio de la mordedura), 6 a través de las mucosas, invadiendo las
células hospederas. Dentro de las células, los tripomastigotes pierden su flagelo y se
transforman en amastigotes, los cuales se multiplican intracelularmente por fisién binaria.
Cuando los amastigotes casi llenan la célula, se transforman en tripomastigotes, que son
liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo después de romper la célula. Los
tripomastigotes tienen la habilidad de invadir otras células, donde se transforman de nuevo en
amastigotes, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccion. Cabe mencionar que
cualquier o6rgano del cuerpo puede ser invadido, pero particularmente las células de origen
mesenquimatoso, en especial las miocérdicas, reticuloendoteliales y neurogliales. El ciclo se
cierra cuando un triatomino no infectado se alimenta de un animal con tripomastigotes

circulantes (Carcavallo et al., 1985, Tomo 1I; Gutiérrez et al., 2003) (Figura 5).



FIGURA 4.- CICLO BIOLOGICO DE Triatoma pallidipennis Stal

Adulto

FUENTE: Instituto Nacicnal de Salud Publica.



FIGURA 5.- CICLO BIOLOGICO PARASITARIO DE 7. cruzi

FUENTE: World Health Organization.
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Fisiopatologia

Cualquiera que sea el mecanismo de transmision, el tripomastigote necesita parasitar
células para cumplir con su ciclo bioldgico en el huésped vertebrado y es asi como invade
una gran variedad de células y tejidos, como misculo liso y estriado, células nerviosas,
macrofagos, células epiteliales y fibroblastos. Después de penetrar se diferencia en
amastigote, el cual por fisién binaria produce entre 50 y 500 nuevos amastigotes que van a
diferenciarse nuevamente en tripomastigotes, los cuales al romperse las células parasitadas
llegan a la sangre o van a parasitar células vecinas. Este aumento exponencial en ¢l numero
de parasitos puede llevar a la invasion de corazon, sistema nervioso, musculo, sistema
reticuloendotelial, aparato digestivo y potencialmente cualquier otro drgano, situacion que
puede llevar a la muerte del huésped, como ocurre en la mayoria de los pacientes, la
respuesta inmune que se genera empieza a controlar la proliferacién parasitaria y de una
parasitemia fuertemente detectable en la etapa aguda se pasa a una parasitemia subpatente en
la etapa crdnica, la cual puede reactivarse en circunstancias de inmunosupresion por el uso de
drogas o por la adquisicién del SIDA (Cerisola et al., 1967; Andrade, 1988; Angulo et al.,
1997).

Sintomatologia

Los sintomas de la enfermedad de Chagas pueden variar en su gravedad segin sea la
zona geografica, lo que hace pensar que existen diferencias en la virulencia de las cepas
circulantes e incluso en la resistencia natural a la enfermedad que existiera en algunas
poblaciones (Becerril y Romero, 2004).

Por lo general, el periodo de incubacion toma de tres a cuatro dias y se pueden
encontrar parasitos en la circulacién sanguinea en un lapso de 14 a 28 dias después de la
infeccion. La etapa aguda puede durar hasta 60 dias y se caracteriza por: fiebre continua de
37.5 a 38.5°, sindrome oftalmo ganglionar (signo de Romaiia) o Chagoma de inoculacién en
la piel, ademas se observa edema, hepatoesplenomegalia, hipertrofia de ganglios linfaticos y
en las formas graves en los nifios presentan taquicardia, hipertension arterial y cambios
clectrocardiograficos que originan una miocarditis grave o meningoencefalitis aguda que
ocasiona la muerte. También pueden encontrarse alteraciones electrocardiograficas, en
especial arritmias y taquicardias, e incluso miocarditis, que pueden ser fatales (Herndndez et

al., 1988; Gutiérrez et al., 2003; Becerril y Romero, 2004).
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Después del periodo agudo se presenta una etapa de latencia que se caracteriza por el
establecimiento de una fuerte inmunidad contra el parésito, el cual de alguna manera
consigue evadir el ataque inmu‘ne, pero no consigue ya mantener el nivel de replicacion de la
etapa aguda. Las lesiones que provoca al destruir las células parasitadas son minimas. Asi,
con pocos parasitos y pocas lesiones, se puede establecer un estado de equilibrio parasito —
huésped por periodos més o menos prolongados. Sin embargo, quedan lesiones irreversibles
en el organismo parasitado, dependientes de los focos necréticos de la inflamacion de la
etapa aguda. Estas lesiones dependen, de la intensidad de la etapa aguda, de la virulencia de
la cepa, del parasito y del grado de modulacién que el sistema inmune fue capaz de
establecer. Esta etapa ha sido denominada “forma subclinica” o simplemente “infeccion
chagasica”. (Velasco et al., 1992; Andrade, 1988; Gutiérrez et al., 2003).

Durante la etapa cronica, los problemas cardiacos son los mads serios y se manifiestan
principalmente como dafio al tejido muscular estriado cardiaco y con trastomos de la
conduccion de la sefial eléctrica del corazén, lo que produce insuficiencia cardiaca y facilita
la produccion de tromboembolias. La afectacion gastrointestinal consiste en la dilatacion del
esofago (megaeséfago) y del colon (megacolon) y se debe muy probablemente al dafio local
del sistema neuronal autondmico. El primer sintoma de la afectaciéon del esdéfago por la
enfermedad de Chagas es la disfagia, que algunas veces va acompafiada de un dolor
retroesternal, posteriormente aparece la regurgitacion espontanea o provocada, la odinofagia,
Ja sensacion de replecion retroesternal, la pirosis, los eructos, la tos y la hipertrofia de las
parotidas. En el caso del megacolon, hay meteorismo, estrefiimiento —que puede durar
meses— y presencia de fecalomas. El megacolon se encuentra asociado al megaesofago en
casi un 50 por 100 de los enfermos. Mas de la mitad de los casos de forma digestiva de la
enfermedad de Chagas tratados en los hospitales presentan también la forma cardiaca
(Lozano et al., 1991; Chester et al., 2003).

Respuesta Inmunoldgica

En una etapa inicial de la infeccion, los anticuerpos contra I. cruzi son de la clase
IgM siendo reemplazados gradualmente por anticuerpos del tipo IgG a medida que progresa
la infeccion. La inmunidad mediada por anticuerpos se ha visto asociada principalmente a las
inmunoglobulinas tipo IgG, La lisis de los tripomastigotes se debe a la activacion del

complemento por la via alterna. La resistencia mediada por células da muerte a los
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tripomastigotes por medio de macréfagos activados, eosindfilos y neutréfilos, a través de los
mecanismos dependientes de anticuerpos. Sin embargo, se ha demostrado que los titulos
elevados de anticuerpos no se relacionan de manera directa con la gravedad de la enfermedad
(Lozano et al., 1991; Trujillo et al., 1993; Becerril y Romero, 2004).

Existen diversos factores que influyen en la respuesta inmunitaria, como lo son: la
virulencia de las diferentes cepas de 7. cruzi, cantidad del indculo, constitucidn genética del

huésped definitivo, entre otras (Lozano et al., 1991; Ramos et al., 1993).

Diagnostico durante la etapa cronica de la enfermedad de Chagas

Como en toda enfermedad infecciosa, el diagnéstico se basa en el tripode: clinica,
epidemiologia y laboratorio. En lo referente al laboratorio, los exdmenes a realizar
dependeran de la etapa clinica que curse el paciente, ya que segin la misma, las
caracteristicas biolégicas y patologicas del agente son diferentes (OPS, 1998; Palacios et al.,
2000; Rosa et al., 2001).

Durante 1a etapa cronica la cantidad de parasitos es muy baja e incluso ausente; por lo
tanto, la deteccién de anticuerpos circulantes ha sido el método mas utilizado para su
diagnostico. Existen muchas técnicas para determinar la presencia de anticuerpos en suero;
entre las que se encuentran: la fijacién de complemento (FC), reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), inmunodeteccion en soportes solidos (Western blot), hemaglutinacion
indirecta (HAI), ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Las técnicas serologicas mas recomendables son la HAI, ELISA e IFI (Cerisola, 1962; Pinto
y Rodrigues, 1997; Ruiz y Nadal, 1997; OPS, 1998; Monsalve et al., 2004).

El inmunodiagnostico de precision debe basarse como minimo en el resultado de dos
pruebas seroldgicas practicadas simultineamente para identificar a un paciente como
chagdasico; pautas recomendadas por la OMS. Para ello se debe considerar que tipo de
antigenos se utilizan para las mismas, que tipo de anticuerpos se demuestran, asi como el
equipamiento vy los recursos del laboratorio que efectian estos estudios (Fatala, 1985;
Monteon et al., 1995; Lopez et al., 2000; Rosa et al., 2001; Cannova et al., 2002; Sosa et al.,
2004).

Practicando simultdnecamente dos reacciones serolbgicas, se puede efectuar el
diagnéstico de infeccion chagésica con una precision superior al 95%. Si las dos reacciones

efectuadas coinciden en sus resultados (ambos positivos o ambos negativos) se puede
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certificar o descartar el diagndstico de la infeccién chagdsica. Pese aquellas muestras con
reacciones discordantes o sueros anticomplementarios se debe solicitar una nueva muestra y
si la discordancia se repite efectuar un xenodiagndstico al paciente (Fatala, 1985; Palacios et
al., 2000; Rosa et al., 2001; Monsalve et al., 2004).

El diagnéstico serolégico es, junto con datos epidemioldgicos y en su caso el cuadro
clinico, elemento central en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas cronica (Zicker et al,
1991; OPS, 1994; Jiménez et al., 1995; Biancardi et al., 2003).

La Organizacion Mundial de la Salud manifiesta los criterios de definicién de caso de
enfermedad de Chagas; que incluyen: 1) Residencia en zona endémica, 2) dos serologias

positivas por técnicas diferentes y 3) cuadro clinico compatible (Rosas et al., 2002).

Pruebas seroldgicas utilizadas en el presente estudio

Hemaglutinacion Indirecta (HAI)

Fundamento del método.— Los individuos que padecen enfermedad de Chagas cronica
poseen en el suero anticuerpos del tipo IgG especificos contra los antigenos citoplasmaticos
de T. cruzi. L.a HAI se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos de producir
aglutinacion especifica en presencia de globulos rojos sensibilizados con los
correspondientes antigenos.

Como en el suero, tanto de los individuos infectados como de los no infectados,
existen anticuerpos inespecificos; debe investigarse su presencia, especialmente para los
anticuerpos heter6filos que son capaces de aglutinar glébulos rojos de distintas especies.
Dicha investigacion se realiza enfrentando el suero con globulos rojos no sensibilizados. Los

anticuerpos interferentes se eliminan mediante tratamiento con 2-Mercaptoetanol.

Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA)

Fundamento del método.— El principio basico es la insolubilidad del antigeno por
absorcion pasiva a una fase solida (superficie de poliestireno). Una vez absorbido el antigeno
s puesto en contacto con una dilucién apropiada de suero. En una segunda etapa se adiciona
el conjugado que es una antiglobulina humana unida a una enzima. En la Gltima etapa se
agrega el sustrato enzimatico correspondiente lo que le da una coloracion caracteristica. La

intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de conjugado ligado al
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complemento antigeno-anticuerpo; y en consecuencia a la concentracién de anticuerpos

presentes en el suero.

Inmunofluorescencia Indirecta (1F])

Fundamento del método.— El fundamento esta basado en la capacidad de las proteinas
de unirse a ciertos colorantes fluorescentes sin alterar sus propiedades inmunolégicas,
pudiendo por lo tanto actuar normalmente al antigeno especifico. Permitiendo observar al
microscopio la unidn Ag-Ac, evidenciada por la fluorescencia que adquiere el

microorganismo antigénico al unirsele el anticuerpo fluorescente.

Tratamiento

En cuanto al tratamiento para la enfermedad de Chagas los medicamentos que se
utilizan son el nifurtimox y benznidazol, que actdan durante la etapa aguda, dando la mejoria
por la supresion de la parasitemia. Estos compuestos ejercen escaso efecto en la etapa crénica
en que si bien desaparece la parasitemia, la serologia continua positiva. El nifurtimox es
tripanocida contra las formas tripomastigotes y amastigote de I. cruzi. El mecanismo de
accion esta relacionado con la capacidad de formar anidn superdxido y otras especies
reactivas de oxigeno como peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo. Sin embargo esta
capacidad de las drogas de producir radicales libres no solo afecta al parésito sino también
puede afectar a las células del huésped (Ruiz y Nadal, 1997; Rosa et al., 2001).

Los principales problemas, con respecto a los farmacos disponibles actualmente, son
los largos periodos de tratamiento, los numerosos efectos secundarios y la eficacia parcial de

los mismos, por lo que se estan desarrollando distintos estudios en busca de mejores opciones

terapéuticas (Rosa et al., 2001).

El presente trabajo de investigacion, forma parte del proyecto “Enfermedad de
Chagas en el occidente de México; caracterizacion de poblaciones vectoriales silvestres y
domesticas, scguimiento clinico-terapéutico de pacientes infectados y caracterizacion
genética de cepas humanas de Trypanosoma cruzi”; y llevado a cabo en el laboratorio de
investigacion de enfermedad de Chagas del departamento de Salud Publica en el Centro

Universitario de Ciencias de la Salud, U. de G.
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BIBLIOTECA CUCBA

MARCO TEORICO

Antecedentes

Carlos Chagas fue el primero que identificé la infeccién por Trypanosoma cruzi en

muestras de sangres de animales domésticos, convenciéndose de que los gatos y perros
constituian importantes reservorios de la enfermedad humana que lleva su nombre (Chester
et al., 2003).

En la década de los 40°s, con el desarrollo de nuevos métodos inmunodiagndsticos se
revela que la enfermedad de Chagas se extendia en casi todo el continente americano
{(Monteén et al., 1995).

En 1940, Mazzotti descubri¢ la enfermedad de Chagas en México y detectd los dos
primeros casos humanos mexicanos por medio de observacién parasitoscopica, en Oaxaca
{Velasco et al., 1989; Trujillo et al., 2000).

En 1983, Tinajero y Flores reportan una paciente femenina de 26 afios de edad con
megaesdfago, originaria de Oaxaca y residente del Estado de México; conoce a los triatomas
pero no recuerda haber sufrido picadura alguna. El estudio de laboratorio fue positivo en las
pruebas Fijacion del complemento (FC) 1:32, Hemoaglutinacion 1:32, Inmunodifusion y
contrainmunoelectroforesis posttivas (Tinajero y Flores, 1983).

En 1984, Salazar Schettino y col. presentan el primer caso de megaesoéfago chagésico en
la republica mexicana (Oaxaca), diagnosticado a través de las pruebas seroldgicas resultando
positivos en la pruebas de FC 1:32, Hemoaglutinacion 1:32, Contrainmunoelectroforesis ¢
inmunodifusién positiva; el paciente afirmé no haber sufrido picadura alguna (Salazar et al,,
1984).

En 1989, Salazar Schettino y col. reportan a un paciente masculino de 32 afios de edad,
con problemas cardiacos, nacido y residente de la ciudad de México; el cual no reconoce a
los triatominos y el antecedente mas importante consistié en una transfusién sanguinea 14
afios atras; resulto con serologia positiva a T. cruzi en los exdmenes de FC 1:32, HAI 1:2.
Este es el primer caso donde se reporta la transmision de I. cruzi por hemotransfusion.
(Salazar et al., 1989).

En 2001, Becerra y col. presentan un caso de megaesofago, donde el paciente no presentd
antecedentes familiares de importancia para su padecimiento. En los estudios inmunologicos

practicados para T, ¢ruzi, resulto ELISA y HAI positivas (Becerra et al,, 2001).
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La primera informacién sobre la Enfermedad de Chagas en el estado de Jalisco se refiere

a los vectores cuando en 1936 Mazzotti colecto ejemplares de Triatoma dimidiata en el

municipio de Cihuatian (Trujillo et al., 2000).

En 1967, Cuartero y Ponce descubrieron dos casos de enfermedad de Chagas mediante
frotis sanguineo en la campafia para la erradicacién del paludismo en los municipios de
Chimaltitin y Santa Maria de los Angeles (Velasco et al., 1989).

En 1981-1983, Velasco y col. realizaron encuestas epidemioldgicas y
seroepidemiologicas en los municipios de Zacoalco de Torres, Atemajac de Brizuela y
Atoyac, Jal.; encontrando tasas de seropositividad del 18, 19 y 61% respectivamente. En los
primeros municipios el estudio se realizé en individuos mayores de 15 aflos con muestras
aleatorias. ¥ue en Atoyac donde se realizé un muestreo no aleatorio y el porcentaje de
positividad encontrado fue del 61% con 169 individuos positivos de un total de 276
estudiados. La determinacion de anticuerpos anti-I. cruzi se realizé en eluidos de sangre
absorbida en papel filiro y procesados con la técnica de hemaglutinacién indirecta (HAI).
Estos hechos indicaban la posibilidad de que existiera un gran nimero de enfermos no
detectados, por esta razén en 1987 el Laboratoric de la enfermedad de Chagas del
departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Guadalajara,
se dio a la tarea de investigar la real magnitud de! problema en los 124 municipios del estado
de Jalisco (Truyjillo et al., 1993).

La encuesta estatal de 1987, realizada en los 124 municipios, por Hernédndez y cols., del
laboratorio de la enfermedad de Chagas del departamento de Salud Publica de la facultad de
Medicina, de la Universidad de Guadalajara, mostré tasas inesperadamente altas en
localidades rurales con cifras maximas de hasta 77.4%, en Guachinango, Jal., y en
municipios de Jests Maria, 71.7%. La tasa general del estado fue de 177 por 1000 habitantes
en poblacién abierta (Lozano et al., 1991; Trujillo et al., 2000).

En 1997, Lozano y col. reportan dos casos de enfermedad de Chagas cronica
pertenecientes al municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco. E! primer caso es un paciente
masculino de 31 afios de edad con megaeséfago y con serologia para T. cruzi positiva en HAI
1:16 y ELISA 1:100. El segundo caso es una paciente femenina de 11 afios, con megaesofago

y serologia para 7, cruzi positivaa HAI 1:34 y ELISA 1:100 (Lozano et al., 1997).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por T. cruzi; donde se reconocen
tres etapas, una aguda de corta duracioén y otra cronica mds larga, separadas por un periodo
clinico asintomatico o etapa indeterminada.

Un problema importante radica en el diagnéstico; ya que este depende de la etapa en
la que se encuentre la enfermedad. En la etapa aguda el diagnéstico se realiza mediante la
demostracién del parasito en sangre. Durante la etapa cronica de la enfermedad, el
diagnostico se efectia mediante la deteccion de anticuerpos, a través de diferentes pruebas
inmunodiagndsticas. Entre las pruebas més utilizadas en la actualidad por su fécil manejo y
bajo costo, ademds de estar recomendadas por la OMS se encuentran la hemaglutinacion

indirecta (HAI), el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y la inmunofluorescencia indirecta
(IFD).

JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, muchos han sido los métodos
parasitoldgicos y de inmunodiagndstico propuestos, donde algunos han demostrado a través
del tiempo y de numerosos estudios su sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.

Un factor de relevancia a tener en cuenta para la aplicacion de las pruebas
serologicas, es la falta de antecedentes clinicos en la mayoria de los infectados chagdsicos, ya
que no mas del 5% de ellos presenta un cuadro clinico correspondiente a la infeccidn aguda,
por ello, se hace necesario recurrir al uso de estas prucbas que aportan un elemento util a la
clinica. Estas pruebas son capaces de demostrar la existencia de anticuerpos especificos y
pueden utilizarse para determinar el niimero de infectados en las poblaciones. Estas deben ser

ejecutadas en la actualidad, empleando técnicas normalizadas, para poder obtener resultados

validos y comparables.
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HIPOTESIS
Mediante la aplicacién de las pruebas serolégicas: hemaglutinacién indirecta (HAI),
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (I1), se pueden detectar

anticuerpos anti-I, cruzi en humanos, en la localidad de Los Guerrero, municipio de San

Martin de Hidalgo, Jalisco.

OBJETIVOS
General

» Conocer mediante el diagnéstico serologico la infeccién chagdsica humana en la
localidad de Los Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco, a través de
la deteccion de anticuerpos anti-7. cruzi.

Particulares

» Detectar mediante la prueba serolégica de hemaglutinacion indirecta (HAI),
anticuerpos anti-T. cruzi en los habitantes de la localidad de Los Guerrero, municipio
de San Martin de Hidalgo, Jalisco.

»  Detectar mediante la técnica inmunoenzimatica de ELISA, anticuerpos anti-7. cruzi
en los habitantes de la localidad de Los Guerrero, municipio de San Martin de
Hidalgo, Jalisco.

* Detectar mediante la reaccion de inmunofluorescencia indirecta (1FI), anticuerpos
anti-1. cruzi en los habitantes de la localidad de Los Guerrero, municipio de San
Martin de Hidalgo, Jalisco.

» Estimar la seroprevalencia para la enfermedad de Chagas en la localidad de Los

Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco.
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MATERIAL Y METODOS
Descripcidn del area de estudio

El municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco se encuentra localizado en la region
central del Estado. Su situacion geografica lo ubica entre las coordenadas 103°50°50” a
104°02°15” de longitud oeste y de los 20° 19” 00” a 20° 34 45” de latitud norte, a una altura
de 1,250 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con los municipios de Teuchitldn y
Tala, al sur con el municipio de Tecolotlan, al este con el municipio de Cocula y al oeste con
el municipio de Ameca. El municipio de San Martin de Hidalgo tiene una extension de
324.57 kilometros cuadrados, lo que representa el 5.51 % de la regién Valles, el 0.4% del
estado de Jalisco y el 0.017% del pais (Gobierno del estado de Jalisco, 2000} (Figura 6).

Predomina, en la mayor parte del municipio, un clima semiseco con invierno y
primavera secos, semicdlidos, sin estacion invernal definida salvo en la zona de la sierra
donde los inviernos son mas frios y prolongados con temporadas marcadas por fuertes
heladas. La temperatura media anual es de 20.9 ° C con una maxima de 28.7° C y una minima

de 13.2° C. La precipitacioén pluvial es de 829 a 964mm por afio (Gobierno del estado de
Jalisco, 2000).

La localidad de Los Guerrero se encuentra a 5 km de la cabecera municipal,
conectdndose a ¢sta por medio de una brecha. Segliin datos de la casa de salud (2002), la
poblacién total es de 700 personas, donde 327 son hombres y 373 son mujeres. Cuenta con
los servicios de colecta de basura, drenaje y agua potable. Existen alrededor de 200
viviendas, que conforman esta localidad. Los materiales predominantes en las viviendas de
esta localidad son: ladrillo, cemento, madera, teja. Entre los animales, se encuentran: aves de
corral, borregos, caballos, cerdos, chivos, gatos, perros, vacas, etcétera. La fauna nociva en
esta localidad incluye: alacranes, arafias, chinches, cucarachas, moscas, mosquitos, ratones,

piojos, pulgas, etc. Los principales cultivos dentro de la localidad son: Cafia de azucar, Frijol,
Maiz, Frutos (S8S], 2002) (Anexo 1).

Universo de Estudio

El universo de estudio lo represento la poblaciéon humana de la localidad de los

Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco.
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FIGURA 6.- UBICACION GEOGRAFICA DEL MUNICIPIO ESTUDIADO DENTRO
DEL ESTAD

SAN MARTIN DE HIDALGO




Criterios de inclusién

* Habitantes de la localidad de Los Guerrero

* Todas aquellas personas que firmen la hoja de consentimiento informado para realizar

el posterior estudio.

Criterios de exclusion

* Personas que no son habitantes de la localidad de Los Guerrero
» Todas aquellas personas que no firmen la hoja de consentimiento informado para el

posterior estudio.

Disefio de investigacion

El presente trabajo de investigacion es un estudio de tipo observacional, descriptivo y
transversal en la localidad de los Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco.
E! municipio de san Martin de Hidalgo fue seleccionado por presentar una de las
seroprevalencias mas altas para el estado basandose en los resultados obtenidos sobre el
estudio epidemioldgico de la enfermedad de Chagas en el estado de Jalisco, que cubri6 los
124 municipios de la entidad, donde se estudiaron la cabecera municipal y algunas
localidades aledaiias. Ademas, de su cercania y facil acceso a Guadalajara, evitando con esto
que las muestras séricas sufrieran alteraciones en su traslado y procesamiento en el
laboratorio.

Este trabajo forma parte del proyecto: “Enfermedad de Chagas en el occidente de
México; caracterizacion de poblaciones vectoriales silvestres y domesticas, seguimiento

clinico-terapéutico de pacientes infectados y caracterizacion genética de cepas humanas de

Trypanosoma cruzi”.

Tamafio de la muestra

Para la seleccion de la muestra (n) se utilizo el programa Ept info 6.04, obteniendo
n= 419, con un 95% de confianza de N= 700 individuos que conforman la localidad de Los

Guerrero.

Dicho programa para la seleccion del tamafio de muestra maneja la siguiente formula:

NZ’ p(l- p)
N= i
d* (N -1)+ 2 p(l - p)
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Donde:

N: Poblacidn total.

Z: Nivel de confianza.

d: Precision esperada en la poblacion.
p: Proporcién esperada en la poblacion.

n efectiva: efecto designado

Se aplico el estudio serolégico para la enfermedad de Chagas a todas aquellas
personas habitantes de Los Guerrero que accedieran de forma voluntaria, obteniendo
finalmente una muestra de 447 personas, superando con ello la muestra estimada de 419
personas para la localidad de Los Guerrero.

La muestra obtenida fue analizada serologicamente por las pruebas de
hemaglutinacién indirecta, ensayo inmunoenzimatico e inmunofluorescencia indirecta,
tomando como seropositivos todas aquellas muestras que resulten positivas en al menos dos

de las tres pruebas.

Metodologia

Se visito la localidad de Los Guerrero con el propésito de obtener la mayor cantidad
de muestras sanguineas posibles, donde posteriormente de haber firmado una hoja de
consentimiento informado (Anexo 2), se tomaron algunos datos, como lo son: nombre
completo, edad, sexo y domicilio; para inmediatamente después obtener la muestra
sanguinea, la cual fue colocada en un tubo de ensayo con el codigo asignado del paciente.

La obtencién sanguinea se realizd por puncién intravenosa a través de jeringas
estériles, desechandose inmediatamente después de su uso; obteniendo 5Sml de sangre por
cada paciente, la cual se coloco en un tubo de ensayo sin anticoagulante de 7ml con el cédigo
asignado al tomar sus datos. Los tubos con la sangre correspondiente de los pacientes se
coloco en hieleras junto con geles para transporte de muestras; y posteriormente fueron
trasladados al laboratorio sobre la enfermedad de Chagas, CUCS, U. de G. Cabe mencionar

que las muestras se dejaron coagular para su posterior separacién sérica, y evitar su

hemolizacion dando con ello falsos resultados.
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En el laboratorio se separd el suero de los globulos rojos, colocandose los tubos con
muestras en una centrifuga a 2000 rpm por 5°. Finalizado el proceso anterior, se tomo el
suero de cada muestra por medio de pipetas Pasteur limpias; donde el suero fue colocado en
dos tubos Eppendorf de 1.5 ml rotulados con el codigo correspondiente del paciente; donde
en uno de los tubos se le afiadio glicerol y suero (V/V), mientras que en el otro se colocd sélo
suero. Los tubos Eppendorf se colocaron en contenedores y se introdujeron en el congelador
a una temperatura de —20° C, hasta su uso.

Cabe sefialar que congelamientos y descongelamientos sucesivos de las muestras,
cfectuados para su uso o accidentalmente, desnaturalizan sus proteinas y forman codgulos y
agregados insolubles. La mezcla de suero con un volumen igual de glicerol, es una técnica
muy conveniente para mantener inalteradas las titulaciones séricas durante aflos de
almacenamiento a -20° C, o durante meses de almacenamiento a temperatura ambiente.
(Camargo et al., 1986; Lorenzo et al., 1991).

La primera prueba ensayada sobre los sueros obtenidos de los habitantes de la
localidad de Los Guerrero, fue la hemaglutinacién indirecta (HAI); posteriormente el ensayo
inmunoenzimético (ELISA) y finalmente la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI);
donde para esta ultima prueba se procedid a aislar parésitos de triatominos capturados dentro
de la localidad estudiada. Los parasitos fueron aislados dentro de una campana de flujo
laminar (Labconco Mod. 36209-04) y cultivados en medio LIT {Anexo 3) dentro de frascos
de cuitivo (cellstar 50ml). Los pardsitos fueron recolectados de este medio de cultivo al
encontrarse en fase exponencial, donde se utilizaron para montar las placas de IFI.

Finalmente los resultados obtenidos del presente estudio, fueron vertidos dentro de
una base de datos en Excel, para posteriores consultas dentro del avance del proyecto al que
pertenece el presente y futuros estudios.

Obtenidos los resultados del diagndstico serolégico para la enfermedad de Chagas
aplicado en los sueros de los habitantes de la localidad estudiada; se estimé la

. . # s
seroprevalencia mediante la formula casos x100

poblacion estudiada
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Los reactivos utilizados en este estudio, asi como el equipo utilizado en ello fue
propotcionado por el laboratorio de estudio sobre la enfermedad de Chagas, Departamento de
Salud Publica, CUCS, U. de G.; mediante el convenio establecido entre la Universidad de

Guadalajara y el Institut de Recherches pour le Développement (IRD), Francia,

Pruchas seroldgicas

CHAGATEST HAI (Kit Wiener Lab)
Prucba de hemaglutinacién indirecta para la deteccion

de anticuerpos contra ¢l Trypanosoma crugi

Material
Policubeta de 96 pocillos con fondo en “U” Antigeno HAI
Micropipeta 25 pl Buffer HAI
Puntas amarillas Solucion proteica
Reconstituyente HAI Contro! (positivo y negativo)
Procedimiento

Seleccionar una policubeta con pocillo sin usar de fondo en U.
Titulacidn sin 2-ME
1. Colocar 25 ul de Diluyente de Sueros HAI en todos los pocillos a usar de la

policubeta.

2. Tomar una alicuota de cada suero a ensayar con una micropipeta de 25 pl (una
puntilla por cada muestra). Colocar la micropipeta con la muestra en el primer pocillo
y rotarlo por lo menos 10 veces para asegurar una correcta dilucion de la muestra.

3. Realizar diluciones seriadas a partir del primer pocillo (dilucién 1:2), pasando la

micropipeta al pocillo siguiente (dilucién 1:4) y asi sucesivamente hasta la dilucion

que se desea investigar (por ejemplo: 1:8, 1:16, 1:32), rotando en cada paso la

micropipeta por lo menos 10 veces para asegurar una correcta dilucion de la muestra.

Colocar en los pocillos 25 pl de Antigeno HALI a partir de la dilucion 1:16.

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta.

Dejar en reposo, a resguardo de vibractones, durante 90 minutos.

S-SRV S

Leer a partir de los 90 minutos.



Interpretacién de los resultados
No reactivo: Presencia de un sedimento en forma de boton o pequefio anillo de bordes

regulares.

Reactivo: Formacion de una pelicula o manto que cubre el 50% o mas del fondo de

los pocillos.

Valores de referencia

Dentro de las técnicas inmunoldgicas, la HAI es considerada un método confiable
para la determinacién de anticuerpos especificos. No obstante sus resultados, al igual que los
de cualquier método seroldgico, s6lo constituyen un dato auxiliar para el diagndstico. Es por
esta razon que los informes deben ser considerados en términos de probabilidad. En este
caso, mayor o menor probabilidad de parasitésis por I. cruzi.

Segin recomendaciones por la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el
valor prondstico de esta determinaciéon aumenta ain mds cuando se emplean en forma
conjunta dos técnicas, por ejemplo, HAl y ELISA.

Se consideran presumiblemente parasitados aquellos individuos cuyos sueros son

reactivos en diluciones mayores o iguales a 1:16.
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FIGURA 7.- PRUEBA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HAI)

Policubeta de 96 pocillos con fondo en U, donde se procesa la prueba HAIL Se
muestran las diluciones de los sueros.

00 @0 (o))

Positivo Irrégenes Todas las immdgenes
Cubre todo intemmedias. Hasta negativas
el fondo 50% de extensidn en
superfice del fondo

del poallo. Postivo

Diagrama donde se muestran los criterios de la prueba HAI para
considerar los resultados en cada suero problema
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CHAGATEST ELISA (Kit Wiener Lab)
Ensayo Inmunoenzimitico (ELISA) para la deteccién

de anticuerpos contra el Trypanosoma cruzgi

Material

Policubeta sensibilizada con tiras removibles con pocillos de fondo plano

Estufa de incubacion a 37° C Revelador A

Micropipeta 200 pl Revelador B

Micropipeta 20 pl Stopper

Puntas amarillas Buffer de lavado

Diluyente de muestras Control (positivo y negativo)

Conjugado Espectrofotdmetro
Procedimiento

Nota: Una vez iniciado el andlisis debe completarse sin interrupcion.

1. Llevar a temperatura ambiente los reactivos y las muestras antes de iniciar Ia
prueba.

2. Procesar simultineamente dos controles positivos (CP) tres negativos (CN) y las
muestras (M). Al depositar la muestra y/o controles sobre el Diluyente de Muestras,
debe asegurarse de colocar los mismos en el seno del liquido y no sobre las paredes
o el fondo del pocillo. Enjuagar la pipeta con el diluyente dispensado en el pocillo
para asegurar la correcta homogeneizacion.

3. Enlos pocillos a utilizar de la policubeta colocar:

Diluyente de muestras 200 pl
Control Positivo - 10 pl -
Control Negativo - — 10 pl
Muestra 10 ul - -

Nota: En alicuotas con glicerol se coloca doble cantidad de muestra recordando que se

encuentra V/V.
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10.

11.

12.

13.

14.

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta durante 10
segundos una vez cargadas las muestras en la tira.

Para evitar la evaporacion, cubrir la placa con una cinta autoadhesiva e incubar en la
estufa 30 minutos a 37° C. Luego decantar cuidadosamente el liquido de cada
pocillo recibiéndolo en un recipiente para desechos bioldgicos que contenga 5% de
hipoclorito sddico.

A continuacién, lavar cinco veces con buffer de lavado empleando
aproximadamente 300 pl/vez/pocillo después de cada lavado, el liquido se
descartara también en el recipiente con hipoclorito. Al finalizar el Gltimo lavado,
eliminar por completo el liquido residual, invirtiendo la policubeta y golbeéndola
varias veces sobre papel absorbente, ejerciendo una leve presion con la mano sobre
los laterales mayores del soporte, para evitar la caida de las tiras de los pocillos.
Luego agregar en cada pocillo una gota de conjugado.

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta durante 10
segundos.

Para evitar la evaporacién, cubrir la placa con una cinta autoadhesiva e incubar
durante 30 minutos en estufa a 37° C.

Transcurrido el tiempo decantar el liquido de los pocillos, recibiéndolo en el
recipientie con hipoclorito y lavar segin se indico en el paso seis. Al finalizar el
ultimo lavado, eliminar por completo el liquido residual, invirtiendo la policubeta y
golpedndola varias veces sobre el papel absorbente, ejerciendo una leve presion con
la mano sobre los laterales mayores del soporte, para evitar la caida de las tiras de
los pocillos.

Luego agregar en cada pocillo una gota del revelador A, para inmediatamente
después colocar una gota en cada pocillo del revelador B.

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta durante 10

segundos.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y luego agregar una gota en cada

pocillo de Stopper.

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta durante 10

segundos.
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15. Leer en espectrofotémetro a 450 nm (en este caso se utilizd el espectrofotometro
BIO-RAD Mod. 500) o evaluar el resultado a simple vista por comparacion con los

controles Positivos y Negativos.

Interpretacién de los resultados

Con instrumental optico:

La presencia o ausencia de anficuerpos anti-I. cruzi se determina relacionando la

absorbancia de la muestra respecto al valor de Cut-off.
Cut-off = CN + 0.200 D.O.
donde CN: promedio de las lecturas del Control Negativo
Zona de indeterminacion: Cut-off +/—20%

Muestras No reactivas: se consideran a aquellas con absorbancias menores que el
limite inferior de la zona de indeterminacion.

Muestras Reactivas: se consideran a aquellas con absorbancias mayores que el
limite superior de la zona de indeterminacion.

Muestras indeterminadas: Se consideran a aquellas con absorbancias que caen

dentro de la zona de indeterminacion. Estas muestras deben ser ensayadas nuevamente.

Interpretacion visual

Si se opta por este tipo de interpretacién debe considerarse No Reactiva toda
muestra que no presente una coloracion mayor que la de los Controles Negativos. Por el
contrario, una muestra netamente amarilla se considera Reactiva. Colores tenues mayores

que el del Control Negativo, requieren la interpretacion instrumental.
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FIGURA 8.- ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Presentacion del Kit de Elisa utilizado en el presente estudio.
FUENTE: Wiener Lab group.
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Microplaca con fondo plano para la prueba de ELISA. Obsérvese los pocillos de color amarillo
indicando muestras y controles positivos.
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IF1)
Para la deteccién de anticuerpos contra el Trypanosoma cruzi

El protocolo fue elaborado por las investigadoras del Institut Recherches pour le
Développement (IRD), Francia; y llevado a cabo dentro del laboratorio sobre el estudio de
la enfermedad de Chagas, CUCS, U. de G.

Material

Portaobjetos marcados con 12 divisiones de forma circular de aproximadamente 8mm de

didmetro.

Microscopio para fluorescencia Puntas amarillas
Ventilador Azul de Evans

Camara humeda PBS

Tubos de ensayo S ml Conjugado

Gradilla Agitador

Micropipeta 50 pl Cubreobjetos
Micropipeta 200 pl Glicerina + agua (V/V)

Preparacion antigeno
1. Tomar pardasitos (cepa GUE-536) en fase exponencial de medio de cultivo LIT.
Centrifugar a 2500 rpm.
Decantar sobrenadante en un recipiente con cloro.
Resuspender en 2 mi de buffer PBS pH 7.4
Repetir los pasos (2,3 y 4) tres veces.

R

Resuspender parasitos en 2 ml de PBS pH 7.4.

Preparacion de placas para IFI

1. Previamente colocar las placas en una solucién etanol-acetona (V/V) y secar las

placas con una gasa.

[

Colocar 20 u! de la solucion con parésitos (Paso 6, de la preparacién de antigeno)
en cada pocillo de la placa para IFI.

3. Reabsorber la gota hasta dejar una fina capa de la solucion en cada pocillo.
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4.  Verificar bajo microscopio si existen de 15-20 parasitos por campo.
Nota: Si no se observa esta cantidad bajo el microscopio, se agrega mas PBS a la

solucion y se verifica posteriormente hasta llegar a la cantidad antes mencionada.

5. Dejar secar las placas.

6. Colocar las placas a -20°C hasta su uso.

Procedimiento

1. Sacar las placas del congelador y descongelarlas bajo ventilador.

2. Diluir los sueros 1:20, 1:40, 1:80, 1:160.

3. Colocar 15 pl de cada suero, asi como los controles de la siguiente manera:

20
40
80

O O 1:160
O O 1:20 +
O O 1:40 +

000
00O

1:20 -
1:40 -

Colocar las placas en una camara humeda por 30°.

Lavar las placas con buffer PBS pH 7.4; tres veces durante 10" cada lavado.

Secar las placas bajo ventilador.

N e

Afiadir 15 pl de conjugado y azul de Evans, a cada pocillo.
Nota: Previamente fue estandarizado el conjugado y el azul de Evans; tomandose
aquella concentracion en la que ambos reactivos proporcionaran una buena fluorescencia y
un gasto menor de estos. La concentracion utilizada fue: conjugado 1/10, AE 1/2500.

8. Colocar las placas dentro de la cdmara humedad, en la oscuridad por 30".

9. Repetir paso 5.

10. Colocar guanidina + agua (V/V) sobre la placa y colocar posteriormente un

cubreobjetos.
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1. Leer bajo microscopio con luz UV (en este estudio se utilizo un Microscopio
Olympus Mod. BX40, asi como una lampara de luz fluorescente Olympus Mod.

BX-FLA)

Interpretacion
La interpretacion de los resultados se realiza primeramente con la lectura de los
controles donde:
Control negativo: Debe presentar una coloracion rojiza y no debe mostrar
fluorescencia.
Control positivo: Debe presentar los pardsitos tefiidos de un color verdoso fluorescente.

La fluorescencia es particularmente intensa en la membrana y flagelo del parasito.

Las lecturas positivas deben ser observables hasta la dilucidn reactiva del suero

positivo que se utiliza.

FIGURA 9.- PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Positivo ( +)

Negativo ( —)
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RESULTADOS

Del estudio realizado en la localidad de Los Guerrero, Municipio de San Martin de
Hidalgo, Jalisco, en el periodo comprendido entre septiembre del 2002 a enero del 2004, se

obtuvo lo siguiente:

Debido a la demanda de la poblacion originada por la promocion del proyecto tanto
en la cabecera municipal como también en la localidad estudiada; el tamafio de muestra se
incrementd un 4% al calculado, obteniendo al final del estudio una muestra de 447 (64%)
personas; mientras que la muestra esimada era de 419 con un 95% de confianza de un total

de 700 individuos que conforman el pueblo (FIGURA 10).

FIGURA 10.- POBLACION ESTUDIADA EN LA LOCALIDAD DE LOS GUERRERO,
MUNICIPIO DE SAN MARTIN DE HIDALGO, JALISCO

253 (36%)

Pobnoest

Pob est= Poblacion estudiada. Pob no est= Poblacion no estudiada.
Fuente: Base de datos serologia Los Guerrero, Lab. Chagas, CUCS, U, de G.
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En cuanto a la distribucion de la poblacion por género se obtuvieron 273/447 (61%)
individuos del sexo femenino y 174/447 (39%) del sexo masculino, predominando el

género femenino (FIGURA 11).

FIGURA 11.- DISTRIBUCION DE LA POBLACION ESTUDIADA DE ACUERDO AL
GENERO EN LA LOCALIDAD DE LOS GUERRERO, MUNICPIO DE
SAN MARTIN DE HIDALGO, JALISCO

MASC= Masculino. FEM= Femenino.
Fuente: Base de datos serologia Los Guerrero, Lab. Chagas, CUCS, U. de G.

Con respecto a la edad, los habitantes incluidos en la muestra oscilaron entre 1 y 85
afios de edad. Esta fue dividida en grupos etareos de 5 afios, obteniendo 17 grupos. La
distribucion de los grupos de acuerdo a la cantidad de personas, permitié observar que el
grupo de 10 — 14 aflos con 61 individuos (13.6%), equivale a la mayor concentracion
mueslireada de personas analizadas en este estudio, seguido por el grupo de 5 - 9 afios con
60 personas (13.4%), 15 - 19 afios 44 (9.8%), 1 — 4 afios 37 (8.3%), 20 - 24 afios 35
(7.8%), 25 — 29 afios 31 (6.9%), 35 — 39 afios 30 (6.7%), 40 - 44 afios 27 (6.0%); los
grupos de 55 — 59 y 60 — 64 aflos presentaron 19 personas (4.3%); el grupo de 45 — 49 aiios
17 (3.8%), 50 — 54 afios 11 (2.5%), 70 — 74 afios 10 (2.2%), 75 — 79 afios 5 (1.1%) y
finalmente el grupo de 80 y + afios con 3 personas (0.7%) (FIGURA 12).
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FIGURA 12.- DISTRIBUCION DE LA POBLACION ESTUDIADA POR GRUPOS ETAREOS EN LA LOCALIDAD DE LOS
GUERRERO, MUNICPIO DE SAN MARTIN DE HIDALGO, JALISCO
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En cuanto a la distribucion de la muestra con respecto al genero y edad, se obtuvo
que en el sexo femenino la mayor concentracion se encuentra en el grupo de 5 — 9 afios con
38 individuos; los grupos que le siguen con una concentracion que va entre los 20 y 29
individuos son los grupos de 10 — 14, 15 - 19, 25 — 29 y 35 — 39 afios de edad. L.os grupos
de 14,20~ 29,30-34, 40 — 44, 45 — 49, 55 - 59, 60 — 64 y 65 — 69 presentaron entre 10
y 19 individuos. Los grupos con una concentracion de individuos menor de 6 individuos
fucron los de 70 — 74 y 75 - 79. El inico grupo etareo que no presentd individuos del sexo
femenino fue ¢l de 80 y + afios de edad. En el sexo masculino se encontrd que los grupos
del—-4,5-9,15-19,20-24y 10 -- 14 afios presentan las concentraciones de individuos
mayores, esto es, van entre los 15 — 32 individuos, siento este ultimo grupo el que presenta
la mayor concentracion del sexo masculino con 32 individuos. Los grupos restantes

presentan una concentracion que oscila entre 1 y 9 individuos (FIGURA 13),

FIGURA 13.- PIRAMIDE POBLACIONAL DE LAS PERSONAS ESTUDIADAS EN

LA LOCALIDAD DE LOS GUERERO, MUNICIPIO DE SAN MARTIN
DE HIDALGO, JALISCO

80y +
75a79
70a74
65269
60 a 64
55ah89
50 a 54
45249
40 a 44
35a 39
30a34
25229
20224
15a19
10a14
5a9
1a4

EIFEMENINO
EBEMASCULINO

40 30 20 10 0 5 10 156 20 25 30 35
Fuente: Base de datos serologia Los Guerrero, Lab, Chagas, CUCS, U. de G.
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Se encontraron anticuerpos anti- I, ¢ruzi en los habitantes de la localidad de Los
Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco, mediante la aplicacién de las
prucbas serolégicas de hemaglutinacion indirecta (HAI), ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Del total de 447 muestras séricas obtenidas
de la poblacion estudiada que conforman el presente estudio, se encontraron cuatro
muestras reactivas solo a la prueba de HAIL, y ocho muestras positivas a las 3 pruebas: seis
seropositivos del sexo femenino y dos del sexo masculino. Las edades de los seropositivos
del sexo femenino oscilan entre los 2 y los 68 afios de edad; mientras que en el sexo

masculino se presento en un individuo de 14 y ofro de 80 afios de edad.

[.a seroprevalencia de infeccidn encontrada en la localidad estudiada fue de 1.8%
(8/447 individuos), entendiendo como prevalencia el niimero de sueros en los que se

encontraron anticuerpos contra Trypanosoma cruzi entre la poblacién estudiada. En cuanto

a la prevalencia por género se encontré que el sexo femenino presentd una prevalencia de

2.2% y el masculino 1.1%. Se realizo el analisis de chi-cuadrada, y nos muestra que esta

diferencia no es significativa.

La poblacion estudiada de la localidad de Los Guerrero, se presenta en la siguiente
tabla, donde se muestran los individuos estudiados distribuidos por grupos etareos, género,

seronegativos y seropositivos; asi como también la prevalencia encontrada en esta localidad
(TABLA 1).
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TABLA 1.- RESULTADOS SEROLOGICOS Y PREVALENCIA DE LA POBLACION DE LOS GUERRERQO, MUNICIPIO DE
SAN MARTIN DE HIDALGO, JALISCO

SERONEGATIVOS SEROPOSITIVOS
Réphﬁ)o INDIVIDUOS FEM MASC FEM MASC FEM MASC PREVALENCIA
No. %Y No. % No. Yo No. % No. Yo No. % No. %

1-4 37 8.3 19 514 18 48.6 18 947 18 160 i 5.3 0 0 27
3-9 60 i3.4 38 633 22 367 38 100 22 100 0 0 0 0 0
10-14 61 13.6 28 459 33 54.1 28 100 32 970 0 0 1 3.0 1.6
15-19 44 9.8 29 659 15 34.1 29 100 15 100 0 0 0 0 0
20-24 35 7.8 19 543 16 457 19 100 16 100 0 0 0 0 0
25-29 31 6.9 24 774 7 226 24 100 7 100 0 0 0 0 0
30-34 22 49 14  63.6 8 364 13 929 8 100 1 7.1 0 0 4.5
35-39 30 6.7 21 70.0 9 300 21 100 9 100 0 0 0 0 0
40-44 27 6.0 I8 66.7 9 333 17 944 9 100 1 5.6 0 0 37
45-49 17 338 12 706 5 29.4 11 917 5 100 1 8.3 0 0 5.9
50-54 11 2.5 7 63.6 4 364 7 100 4 100 0 0 0 0 0
55-159 19 4.3 13 684 6 316 i3 100 6 100 0 0 0 0 0
60 - 64 19 4.3 11 579 8 421 10 909 8 100 1 9.1 0 0 33
6569 I6 3.6 11 688 5 31.2 10 90.9 5 100 1 9.1 0 0 6.3
70-74 10 22 5 50.0 3 50.0 5 100 5 100 0 0 0 0 0
75-79 5 1.1 4 80.0 i 20.0 4 100 1 100 0 0 0 0 0
80 v+ 3 0.7 0 0 3 100.0 0 0 2 66.7 0 0 1 33.3 333

TOTAL 447 100 273 611 174 389 267 978 172 98.9 6 2.2 2 I.1 1.8

No= Namero de individuos. %= Porcentaje. FEM= Femenino. MASC= Masculino. PREV= Prevalencia.

Fuente: Base de datos serologia Los Guerrero, Lab. Chagas, CUCS, U. de G,
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Iin Ja prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI), el corte fue establecido segun
las pautas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), esto es, se consideraron como
positivas aquellas muestras séricas que reaccionen a una dilucidn igual o mayor de 1:30 ¢
1:40. En el presente estudio se opto por tomar la dilucion 1:40 por considerarlo practico en
los célculos al estandarizar la prueba. En las pruebas comerciales el corte fue establecido
segiin la técnica encontrada de manera anexa dentro de cada kit. Donde la hemaglutinacion
indirecta (HAI) presenta un corte de 1:16 y ELISA se obtiene mediante el Cut—off= CN +
0.200 DO. CN es el promedio de las lecturas del control negativo. En cuanto a la prueba de
HALI los titulos oscilaron entre 1:16 y 1:1024; mientras que en la prueba de IF1 los titulos

oscilaron entre 1:40 y 1:640, y en ELISA todos estos individuos resultaron positivos.

Los titulos encontrados en los sueros positivos dentro de la prueba HAI, fueron tres
con una dilucion 1:16, tres a la dilucién 1:128, uno con la dilucion 1:512 y finalmente un
suero con la dilucién de 1:1024. Para la 1F] se encontré un suero positivo con una dilucion

de 1:40, cuatro a la dilucion 1:80, dos en la dilucién 1:160 y uno en la dilucién 1:640.
(TABLA 2).

TABLA 2.- RELACION DE INDIVIDUOS SEROPOSITIVOS A Trvpanosoma cruzi EN

LA POBLACION ESTUDIADA
EDAD SEXO HAI ELISA IFI
2 F 1:128 POS 1:160
14 M 1:512 POS 1:80
44 F 1:16 POS 1:80
49 F 1:16 POS 1:80
61 F 1:128 POS 1:160
62 F 1.16 POS 1:40
68 F 1:1,024 POS 1: 640
80 M 1:128 POS 1:80

CORTES DE PRUEBA: HAI: dilucién 1:16, IFI: dilucion 1:40.
ELISA: Cut-off= CN + 0.200 DO. donde CN: promedio de lecturas del control negativo.
Fuente: Base de datos serologia Los Guerrero, Lab. Chagas, CUCS, U. de G.
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DISCUSION

Para la definicién de caso de Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que, el paciente debe presentar: tiempo
de residencia en zona endémica, cuadro clinico compatible y dos serologias positivas por
técnicas diferentes (Rosas et al,, 2002). Entre las técnicas utilizadas, se encuentran, la
hemaglutinacion indirecta (HAI), ensayo inmunoenzimatico (ELISA), inmunofluorescencia
indirecta (IFI), fijacién del complemento (FC) e inmunodeteccion en soportes solidos
(Western blot). Las pruebas de HAI, ELISA e IFI son las mds utilizadas, debido a su bajo
costo y a los buenos resultados que arrojan en términos tanto de especificidad como de
sensibilidad. Por otro lado, la prueba de PCR, donde se amplifica el DNA del parasito
(diagnéstico parasitoldgico) proporciona una buena especificidad y alta sensibilidad, pero
con variacion segln las zonas de estudio. Esta prueba desgraciadamente no se realiza en
todos los laboratorios, ya que implica un gasto econdmico mayor en cuanto a equipo y
reactivo, ademads, es considerada solo como téenica de apoyo para el diagndstico serologico

de esta enfermedad.

En el presente estudio se aplicaron las pruebas de HAIL, ELISA e IFI a los sueros de
los habitantes de la localidad de Los Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo,

Jalisco. Se detectaron anticuerpos anti—Trypanosoma cruzi en ocho residentes de esta

localidad donde, conforme al proyecto de investigacion al que pertenece el presente
estudio, se encontrd que la infestacion por triatominos tanto de forma intradomiciliar como
peridomiciliar, las caracteristicas de las viviendas y la alta infeccion de los insectos por el

parasito son propicios para que la transmision de esta enfermedad se lleve a cabo.

Ademas de los ocho individuos seropositivos, se encontraron cuatro individuos
reactivos solo a la prueba de HAI con una dilucién no mayor a 1:16, por lo que tomando en
cuenta los criterios de la OMS, fueron clasificados como seronegativos. Sin embargo, la
parte médica del grupo de investigacion, decidié monitorearlos seis meses mas tarde. Al
aplicar las pruebas a estas muestras el resultado fue negativo en todos los casos, siendo con

ello finalmente seronegativos. Cabe sefialar que la prueba de HAI no dio falsos negativos
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pero si falsos positivos, los cuales fueron descartados al aplicar las otras pruebas incluidas

en el presente estudio.

Las pruebas comerciales de HAI y ELISA utilizadas en este estudio son de origen
argentino, lo que puede suponer diferente capacidad reactiva con los anticuerpos
producidos en los pacientes infectados con cepas mexicanas (Cardenas et al., 2003). La
prueba de IFI fue ejecutada con un antigeno procedente de una cepa de 1. cruzi aislada de
un triatomino capturado dentro de la localidad de Los Guerrero. Al aplicar esta prueba con
un antigeno local aislado de una cepa autéctona y obtener el 100% de concordancia con la
prueba de ELISA, se descarto la posible capacidad reactiva diferente de los antigenos

argentinos frente a los pacientes mexicanos.

La prevalencia encontrada en la localidad de Los Guerrero fue de 1.8%. Este valor
es menor al estimado en el estado de Jalisco (17.7%, Hernandez et al., 1988) y ligeramente
mayor al encontrado por la Encuesta Nacional de Seroepidemiologia (ENSE) (1.6%,
Velasco et al., 1992). Cabe mencicnar que las encuestas seroepidemolégicas realizadas en
poblacién abierta en México sobre la Tripanosomiasis americana han sido heterogéneas, es
decir, han sido diferentes en cuanto al tipo de muestreo, grupos etareos, tomas de muestra,
pruebas seroldgicas, antigenos utilizados y criterios de seropositividad. Sin embargo, segun
el dato de alta seroprevalencia en Jalisco, podemos sospechar que en nuestro estado existen
zonas rurales con una mayor seroprevalencia que la encontrada en la localidad de Los
Guerrero. Tomando en cuenta que la localidad de Los Guerrero, se localiza muy cerca de la
cabecera municipal, los servicios de salud y situacion econémica de este, son
“satisfactorios” en comparacion con otras localidades mas aisladas, donde la transmision de
esta enfermedad podria ser mayor debido tal vez a las condiciones ecologicas y precarias

condiciones socioeconomicas de los habitantes, logrando con ello una fuerte colonizacion

intradomiciliar del vector.

El sexo femenino presenté una prevalencia de 2.2%, mientras el sexo masculino
}.1%, siendo esta diferencia no significativa. Cabe sefialar que el nimero de mujeres

estudiadas fue mayor al nimero de hombres, debido probablemente al ro! desempefiado por
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cada uno dentro de la localidad estudiada. El aumento del muestreo de ambos sexos podria

tal ves destacar diferencias en seroprevalencia.

Por otro lado, se visitaron 100 viviendas en Los Guerrero, como parte de! proyecto
al que pertenece este estudio, en busca de triatominos y aplicando una encuesta a los
habitantes, donde una de las preguntas fue saber si han sido picados por el insecto vector.
Encontrando que el 20% de los encuestados afirmo haber sido picado por triatominos, y de

estos, el 93% afirmo haber sufrido la picadura dentro de su recamara.

Al encontrar entre los seropositivos una nifia de 2 afios y un adolescente de 14 afios
de edad, nos indica una transmision activa de T. cruzi por via vectorial en la actualidad.
[isto es, como se menciono en el parrafo anterior, al visitar las viviendas de estos pacientes,
se encontraron triatominos y se refirié por parte de su familia que habian sido picados por
estos insectos en alguna ocasion. S¢ descarta la via de transmisién transfusional y
congénita, por no presentar antecedentes de transfusion y resultar las madres de ambos

pacientes seronegativas (Pinto y Rodrigues, 1997).
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CONCLUSION

El examen serologico para la determinacién de la Tripanosomiasis americana o
Enfermedad de Chagas, proporciona una informacién muy importante. Asi se pone de
manifiesto el contacto del parasito con el huésped, lo que constituye el principal apoyo para

el diagnostico de esta enfermedad.

En la localidad de Los Guerrero, municipio de San Martin de Hidalgo, Jalisco, se

encontrod:

Mediante la prueba seroldgica de hemaglutinacién indirecta (HAI), doce pacientes

con anticuerpos anti—Trypanosoma cruzi. De los cuales cuatro resultaron falsos positivos.

Al aplicar el ensayo inmunoenzimatico de ELISA, se encontraron en ocho pacientes

anticuerpos contra T. cruzi, siendo estos mismos pacientes positivos en la prueba de HAIL

A través de la aplicacion de la reaccidén de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se

encontraron anticuerpos anti—1. cruzi en ocho pacientes, siendo estos mismos, positivos a
las pruebas de HAI y ELISA.

La seroprevalencia encontrada en la localidad de Los Guerrero fue de 1.8% (8/447).
Entre estos individuos se encuentra una nifia de dos afios de edad y un adolescente de 14

afios de edad, lo que permite pensar que la transmision del I._cruzi es activa por via

vectorial en la actualidad.

La deteccion de casos en poblacién mexicana abierta se puede apoyar en pruebas
comerciales desarrolladas con antigenos procedentes de cepas no autoctonas, donde el

manejo del diagndstico tiene que realizarse por lo menos en dos prucbas seroldgicas.

El diagnostico seroldgico en la etapa crénica de la enfermedad de Chagas se basa en

la aplicacion de por lo menos dos pruebas serologicas. En una zona de baja endemia, el
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diagnéstico de esta fase se puede realizar aplicando en primera parte una prueba de
tamizaje y después dos pruebas confirmatorias. En el presente estudio se observd que la
prueba de HAI, puede ser utilizada como prueba de tamizaje, ya que no presento falsos
negativos, pero si falsos positivos que fueron descartados al aplicar las pruebas de ELISA e
IF1 y obtener resultados negativos en estas ultimas. Las pruebas de ELISA e IFI presentan
un gasto mayor en comparacién con la prueba de HAIL por lo que su utilizacién seria solo
de manera confirmatoria. Con la ejecucion del diagndstico seroldgico de la enfermedad de
Chagas de esta manera se ahorra tiempo y dinero. Ademas se pueden incluir mas
localidades y encontrar con ello mayor casos de infeccion chagasica humana, estableciendo
asi una panoramica actual de esta enfermedad en nuestro estado y por consiguiente

establecer la pauta para conocer las dimensiones reales en nuestro pais.
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ANEXO 1.- LOCALIDAD LOS GUERRERO, MUNICIPIO DE SAN MARTIN DE
HIDALGO, JALISCO

LOCALIDAD

LOS GUERRERO
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ANEXO2.- HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

; Codigo
2y Universidad de Guadalajara
{ CUCS, Enfermedades Fecha
transmitidas Por vectores
Localidad
Nombre
Edad Domicilio

Con ¢l proposito de determinar la presencia de infeccién por el Trypanosoma cruzi a través del piquete
de la Chinche hocicona, he sido informado(a) acerca de la necesidad de donar una muestra sanguinea,
que se utilizara para la bUsqueda de anticuerpos anti-I. cruzi por el grupo de investigacion de la
enfermedad de Chagas.

Firma o huella digital del paciente o tutor

Sierra Mojada No. 950 Edif. M Planta baja
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ANEXO 3.- MEDIO DE CULTIVO MONOFASICO (LIT)

Componentes:

NaCt » KCI
Na2HPO4 » Hemina
Triptosa * Trietanolamina
Extracto de levadura * Agua destilada
Extracto de Higado

Preparacién: (2 litros)

1.

Pesar los componentes del medio de cultivo.

Nacl (10.0 gr.) * Extracto levadura (6.0 gr.)
Na2HPO4 (15.0 gr.) * Extracto higado (6.0 gr.)
Triptosa (10.0 gr.) = KCI(0.8 gr.)

Una vez pesado los componentes, mezclar en la mitad del volumen final.

Pesar Hemina (40 gr. para dos litros) y disolver en Trietanolamina al 50% (5 ml de

Trietanolamina y 5 ml de H,0).

Lievar al vortex por lo menos 1 hora para una correcta homogeneizacion.

5. Afiadir a la mezela la Hemina,

10.

11

Afiadir suero fetal bovino (SFV) segin la concentracion deseada (En este caso al
10%)

Completar la mezcla hasta el volumen final.

Filtrar toda la mezcla a través de varios filtros no estériles (8p, 1.2, 0.65u, 0.45p,
0.22u).

Afladir el antibidtico (Gentamicina 80 mgr x litro).

Filtrar la mezcla a través de un filtro estéril (0.45 p, 0.22 p) dentro de la campana de

flujo laminar.

Repartir en botellas y dejar incubar 48 horas testigos de cada botella para descartar

contaminacion,
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GLOSARIO

Anemia:

Blefaroplasto:

Cinetoplasto:

Digendético:
Disfagia:
Edema:

Especificidad:

Fibroblasto:

Fision binaria:

Grupo etireo:

Hepatocsplenomegalia:

Linfadenopatia:

Meningoencefalitis;

Mesenguimas

Miocardiopatia:
Miocarditis:

Ninfas:
Neuroglia;
Odinofagia:

Pirosis:

Pleomorfico:
Prevalencia:

Sensibilidad:

Sistema
reticuloendotelial:

Reduccién, por debajo de lo normal, del niimero de eritrocitos, del contenido
de hemoglobina y del hematocrito,

Cuerpo basal del cual surgen los cilios o flagelos.

Cuetpo accesorio que se encuentra en muchos protozoarios, principalmente en
los mastigdforos. Contiene DNA y se replica en forma independiente.

Relativo o caracterizado por una alternancia de generaciones.
Dificultad o imposibilidad de ingerir
Liguido excesivo en el tejido debajo de a piel.

Proporcién de personas realmente sanas que son clasificadas como tales con la
prueba de deteccion.

Célula que produce fibras en el tejido conjuntivo.

Tipo de reproduccién asexual en la cual una célula progenitora se divide en
dos c¢élulas hijas iguales.

Grupo de individuos nacidos “simultineamente”; donde esta simultaneidad se
define en funcién de la longitud maxima de vida de la especie y del grado de
similitud bioldgica de los organismos.

Crecimiento del higado y bazo.
Enfermedad de los ganglios linféticos.
Inflamacion del encéfalo y las meninges.

Tejido conjuntivo embrionario animal generalmente situado debajo de las
capas epiteliales.

Enfermedad del miocardio; cardiomiopatia.
Inflamacion del miocardio.

Primeros estadios, en los cuales el insecto es pequefio, sexualmente inmaduro,
no puede volar y generalmente muy diferentes del adulto.

Estructura de sostén del tejido nervioso que, en el sistema nervioso central,
esta formada por astrositos, oligodendrocitos y microglia.

Dolor de garganta producido al tragar, como consecuencia de una inflamacién
de la mucosa esofagica o de los misculos esofagicos.

Ardor de estomago.

Adquisicién de diversas formas por un solo organismo o dentro de una
especie.

Numero total de casos en una poblacién determinada, sin diferenciar entre
casos antiguos y nuevos, en un periodo determinado.

Proporcién de personas realmente enfermas del conjunto de la poblacién
sometida a la deteccién sistemdtica que son clasificadas como enfermas
mediante la prueba en cuestion.

Sistema de células macrdfagas que se encuentran esparcidas por el cuerpo y
que tienen la capacidad de englobar las particulas extrafias.
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