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CAPITULO I

OBJETIVOS

Demostrar la presencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en

donadores de sangre, y de esta manera, conocer el riesgo que exis-
te de transmitir la enfermedad de Chagas por via transfusional, pa-
ra finalmente ver la posibilidad de que se aplifuen medidas de con-
trol en bancos de sangre, que eviten la distribucidon y utilizacién

de sangre parasitada.
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CAPITULO -II
INTRODUCCION

1, ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1.1 GENERALIDADES.

Las tripanosomiasis son zoonosis producidas por protozoos de la cla
se Zoomastigophora. Los agentes etioldgicos de estas protozoosis --—
son microorganismos de la familia Tripanosomatidae, caracterizados
por tener un solo flagelo, aunque en uno de sus estadios carece del
mismo.

Existen diversos géneros de tripanosomidtidos; unos son pardsitos de
vertebrados, transmitidos por artrépodos; otros son pardsitos de ve
getales, también transmitidos por artrdpodos; y otros son pardsitos
de artrépodos exclusivamente,

En el hombre hay dos géneros causantes de parasitosis: Leishmania y

Trypanosoma. Los géneros de la familia Tripanosomatidae se diferen-

cian por el tipo de huéspedes que infectan y su variacién morfoldgi

ca.
El género Trypanosoma tiene cuatro especies pardsitas del hombre:

Trypanosoma gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi y

Trypanosoma rangeli. Las dos primeras son transmitidas por moscas -

del género Glossina (tsetsé), que solo se encuentra en Africa.

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es causada por



Trypanosoma cruzi. Fué descubierta en 1909 por Carlos Chagas en la -

provincia de Minas Gerais, Brasil., Este investigador encargado de la
profilaxis del paludismo en el ferrocarril en construccidn de aque--
lla regidn, encontrd abundantes tripanosomas en el tubo digestivo de
algunos redividos que infestaban las casas techadas de pajas tipicas
de aquella zona, sospechando que deberian provenir de algin animal -
infectado (27).

Haciendo picar estos reddvidos, llamados "barbeiros", a monos "uasti
ti" logrd transmitirles la infeccidn, al igual que a algunos anima--
les de laboratorio (27).

Después de una investigacidn minuciosa encontrd que en las casas in-
festadas por los redilvidos, existia una enfermedad conocida con el -
nombre vulgar de "opilacao", "cargaury" o "derrengadera", que atacaba
principalmente a los ninos, y que se caracterizaba por fiebre, adeno-
megalia, anemia y alteraciones del sistema nervioso, y era producida
poe estos tripanosomas a los cuales di6 el nombre de Trypanosoma cru-
zi en honor a su maestro Oswaldo Cruz, Director del Instituto de -~-—-
Manghillos, cercano a Rio de Janeiro.

Desde entonces se ha encontrado al pardsito infectando varias espe-—-
cies de mamiferos en casi todos los paises del continente americano,
desde el sur de Argentina y Chile hasta Canadd, en algunos de los cua
les se presenta en forma enzodtica, y jugando un papel importante co-
mo reservorios. Los transmisores artrdpodos o triatdminos se encuen-—-
tran también distribuidos en todo el continente; y pertenecen a los -

siguientes géneros: Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus, Dipetalogas---

ter, Paratriatoma, Microtriatoma, Eratyrus, Belminus, Albersoprosenia




Boldodera, Parabelminus, Cavernicola, Psammolestes y Nesotriatoma.

En las zonas endémicas o en los territorios enzodticos se han encon-
trado infectados en forma natural, muchos otros triatdminos capaces

de transmitir Trypanosoma cruzi. En México, como se verd posterior—-

mente, sus principales transmisores son Triatoma barberi, Rhodnius -

prolixus y Triatoma phillosoma.

Se estima que en el continente americano existen unos 65 millones de
personas expuestas a contraer la infeccidn y 24 millones de personas
padecen la enfermedad (19). En méxico se han reportado 350 casos agu
dos, 100 casos cronicos y varias centenas de miles con serologia po-
sitiva para Chagas.

La magnitud con que se reporta el padecimiento estd relacionada a mdl
tiples factores, como niimero de encuestas epidemiolégicas, prevalen~--
cia del problema en zonas suburbanas o ruralesvdonde no hay atencidn
médica, desconocimiento del problema aunado a que el cuadro clinico -
no es caracteristico, dando lugar a confusién con otras enfermedades,
ademds de que en contadas instituciones se practican los procedimien-—
tos de laboratorio para el diagnéstico especifico.

En paises donde se han hecho estudios adecuados, como Brasil, Argenti
na, Venezuela y Chile, se ha observado que la gravedad de el cuadro -
clinico y la irreversibilidad de las lesiones cardiacas y de otros or
ganos causados por este padecimiento, causan invalidez y muerte con -

relativa frecuencia (27)(28)(29)(30)(32).



1.2 AGENTE ETTOLOGICO, MORFOLOGIA, CICLO-BIOLOGICO, TRANSMISOR Y

RESERVORIOS.

El agente etioldgico de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma -

cruzi.

CLASIFICACION:
Reino: Aniﬁalia
Phylum: Protozoa
Subphylum: Sarcomastigophora
Superclase: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Género: Trypanosoma
Especie: cruzi

MORFOLOGIA.

Trypanosoma cruzi es una especie pequefia de tripanosomas que habitual

mente adquiere forma de "C", "U" o "S" y mide alrededor de 20 micras
de largo por aproximadamente 4 micras de ancho. A diferencila de otros

tripanosomas, Trypanosoma cruzi nunca se divide en la sangre de los -

huéspedes mamiferos.

Puede presentar cuatro estadios evolutivos: amastigote en tejidos, ——
tripomastigote en deyecciones de triatéminos y en sangre periférica -
de reservorios y del hombre, promastigote frecuente en medio de culti

vo y epimastigote en aparato digestivo de triatémino.



Amastigote.

Tenidos con Giemsﬁ:o cualquier otro colorante de Romanowski se pre-
sentan como eétrﬁcturas esféricaé que miden?dé 2 Q 4 micras, con ci
toplasma azul, nlicleo muy aparente de color rojo, y el cinetoplasto
junto a €1, semejando un bastoncillo de color rojo obscuro o viole~
ta. Esta forma se encuentra en tejidos como sont: miocardio, ganglio,
misculo liso e higado. En misculo, especialmente corazdn, se agrupan
en racimos formados por divisiones susecivas de un especimen y su --
progenitor; a estos racimos se les conoce como pseudoquistes o nidos

de amastigotes.

Tripomastigote.

En deyecciones de triatdminos y en sangre, se observan como estructu
ras fusiformes de 18 a 21 micras, en movimiento constante (frotis en
fresco) que les da el flagelo con el que se desplazan por entre los

eritrocitos o las deyecciones de triatOominos. Tefiidos con Giemsa se

observan como estructuras alargadas en forma de."C", "g" o "S" que -
miden de 18 a 21 micras de largo por 2 a 4 micras de ancho; presen--
tan un nicleo en la parte media, muy aparente, de color rojo obscuro,

un cinetoplasto voluminoso color rojo obscuro en la porcidn posterior

del cuerpo del pardsito, de donde sale el flagelo que dentro del cuer

po del pardsito, forma la menbrana ondulante para salir por la por---
cién anterior; en el citoplasma de color azul, se observan granulos -

de volutina color violeta (Fig. 1).



FIGURA No. 1

MORFOLOGIA DE TRYPANOSOMA CRUZI|
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Promastigote.

En el liquido del medio de cultivo se observan como estructuras en ~-
forma de huso que miden de 16 a 18 micras de largo con movimiento por
medio de su flagelo. Con frecuencia se encuentran agrupados en forma

de roseta unidos por su porcion posterior. Tefiidos con Giemsa puede -
decirse que se trata de una estructura en forma de huso que mide de -
18 a 21 micras de largo, citoplasma azul, nilicleo muy aparente de co--
lor rojo obscuro; el cinetoplasto del mismo color que el niicleo es an
terior a €1, de donde sale el flagelo por el extremo anterior del pa-

rasito.

Epimastigote.

Tefildos con Giemsa, son estructuras en forma de huso que miden de 16
a 18 micras de largo y cuyo cinetoplasto se encuentra sobre el niicleo
locglizado en la parte media del pardsito. Ambos se tifien de color ro
jo obscuroc o violeta, el citoplasma es de color azul, el flagelo que
sale del cinetopiasto forma una pequefia membrana ondulante antes de -

salir por la parte anterior del pardsito (29).

CICLO BIOLOGICO.

La vida de Trypanosoma cruzi comprende dos ciclos de desarrollo, uno

en el hombre o huéspedes mamiferos reservorios y otro en el interior
del transmisor (Fig. 2).
El ciclo puede iniciarse cuando un triatdmino "limpio" pica a un mami

fero infectado, que contiene en su sangre tripomastigotes circulantes;



FIGURA No. 2

CICLO BIOLOGICO DE TRYPANOSOMA CRUZI

TRIPOMASTIGOTE EN SANGRE DE MAMIFEROS ( HOMBRE Y RESERVORIOS )
.= TRIPOMASTIGOTE EN ESTOMAGO DE TRANSMISOR.

.~ EPIMASTIGOTE EN INTESTINO DE TRANSMISOR

.~ TRIPOMASTIGOTE METACICLICO EN HECES DEL TRANSMISOR ., FORMA INFECTANTE PARA EL MAMIFERO.

!
2
3
4.~ TRIPOMASTIGOTE METACICLICO EN LA PARTE POSTERIOR DEL INTESTINO DEL TRANSMISOR
5
6.~ AMASTIGOTES EN TEJIDOS DE MAMIFEROS ( HOMBRE Y RESERVORIOS )
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estos pasan al estdmago e intestino del triatdmino donde sufren divi-
s10n binaria longitudinal y se transforman en epimastigotes, los cuales
se siguen dividiendo y en ocho a diez dias hay presencia de tripomasti-
gotes metaciclicos en el drea rectal del transmisor, forma infectante -
para un nuevo huesped mamifero.

Para que la transmisién se realice al humano, es importante que los tri
atéminos sean de hdbitos domésticos y antropofilicos; asimismo, que e-
fectlen su deyeccidén durante el acto de la picadura. Cuando un triatd-
mino infectado pica a una persona, por lo comin alrededor de la boca y
ojos, llega a permanecer sobre &l un tiempo largo, que le permite inge-~
rir varias veces su peso corporal en sangre y defecar en varias ocasio-
nes sobre la piel o mucosas de la persona depositando, junto con sus -
heces; los tripomastigotes metaciclicos infectantes, estos atraviesan -
las mucosas y la piel escoriada o indemne y pasan al torrente sanguineo
penetrando en las células de diversos tejidos, especialmente las macro-
fagicas, en donde se transforman en amastigotes, se reproducen por divi
sion binaria hasta formar los nidos de amastigotes, los cuales rompen -
la célula y salen a la circulacidén transformandose rapidamente en tripo
mastigotes sanguineos, disemindndose por via hematdgena a todo el orga-
nismo; penetran nuevamente a cé&lulas donde se vuelven a transformar en
amastigotes, se multiplican, rompen las c&lulas y repiten este mecanis-
mo constantemente.

Trypanosoma cruzl no se reproduce en la sangre, pero parece que tiene -~

que transformarse en tripomastigote y circular por la periferia para e-
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fectuér ciertas fases metabolicas, la‘éangre capiiar cutaﬁea es de tem
peratura mas baja que la visceral y el tripanosoma al parecer necesita
este paso por temperaturas bajas para ;ontinuar su reproduccion, el ci-
clo bioldgico se completa cuando un triatémino no infectadovpic# y chu—

pa sangre con tripomastigotes sanguineos de un mamifero infectado (28)

(29) (32).

TRANSMISORES.

Se han encontrado triatdminos infectados con Trypanosoma cruzi en todos

los estados de México (24) (25).
Actualmente se conocen en México 7 géneros de la subfamilia Triatominae:

Triatoma con 24 especies; Dipetalogaster con la especie maximus; Rhod--

nius con la especle prolixus; Eratyrus con la especie cuspidatus; Pans~

trongylus con la especie rufotuberculatus; Belminus con la especie cos-

tarricensis; y Paratriatoma con la especie hirsuta (42).

Es de hacer notar que un buen niimero de especies, sobre todo phylloso--

ma, barberi, dimidiata y R. prolixus, se han encontrado y colectado den

tro de habitaciones humanas, infectas con Trypanosoma cruzi, y con habi-

tos marcadamente intradomiciliarios; asimlismo también se han colectado -
estos insectos en el peridomicilio humano y, en condiciones selvaticas,
en nidos de animales salvajes (24) (42).

Se han realizado estudios tendientes a demostrar la capacidad transmiso-
ra de algunas especles mexicanas, en los cuales se demuestra que Triato-

ma phyllosoma pallidepennis y Triatoma barberi son capaces de efectuar
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la transmisién  de Trypanosoma cruzi muy favorablemente, ain en condi

cionés'experiméntales (24) (28).

RESERVORIOS.

Muy pocos estudios se han realizado sobre los reservorios de Trypano-
soma cruzi en nuestro pais. Hasta 1980 se habia colectado 6 verte--
brados mamiferos a los que se les efectuaron estudios para demostrar

su infeccidn con Trypanosoma cruzi. El primer reservorio. encontrado

fué el Didelphis marsupialis (tlacuache) en 1947, Posteriormente se

reportaron como reservorios naturales Dasypus novemcinctus maximus

(armadillo), Canis familiaris (perro), Rattus norvegicus (rata), Mus

musculus (ratén) y Scirus vulgaris. Recientemente se han encontrado

vacas infectadas en la ciudad de Cuernavaca, Morelos (24)(25) (45).

1.3. MECANISMOS DE TRANSMISION,

Las diversas maneras con las que el hombre puede infectarse con Try

panosoma cruzi se detallan a continuacién.

l. Por deyecciones de triatominos.

Es la forma mas importante, y constituye el mecanismo natural de la
infeccidn. Ocurre como se dijo anteriormente, cuando un triatdmino
defeca sobre el huesped al estarlo picando o no, depositando junto
con la materia fecal los tripomastigotes metaciclicos, los cuales =--

pueden penetrar a través de la mucosa y la piel indemne o escoriada.



2. Por transfusion sanguinea.

La posibilidad de transmisidn por la transtsi6ﬁ de sangre fue men-
cionada por primera vez por Mazza en 1936, en Argentina. Tiempo des
pués, Bertin en Chile (1940), Dias en Brasil (1945) y Talice en Uru
guay (1947), vuelven a llamar la atencidén sobre este mismo problema,
sugiriendo Dias que la enfermedad de Chagas deberia figurar entre -
las infecciones que deben ser descartadas en los donadores de san--
gre.

La elevada prevalencia de esta parasitosis en paises latinoamerica-

nos y la presencia cIclica o permanente de Trypanosoma cruzi en la =

sangre de las personas infectadas, hacen que la transfusion constitu
ya el segundo mecanismo mids importante de transmisidn, considerando

que Trypanossoma cruzi posee gran sobrevida y capacidad infectiva en

las condiciones en que habitualmente es conservada la sangre para --

transfusiones (2)(28) (39).

3. A través de la placenta.

Durante la segunda mitad de las gestacidn, los tripomastigotes san-
gulneos de la madre pueden pasar la barrera placentaria e infectar

al producto (23)(28)(30)(32)(33).

4. Por leche materna.

Hay un caso descrito por Mazza (44).

5. Manipulacidn de animales infectados.

Mecanismo que sucede sobre todo en cazadores que desollan animales

-13~
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y manipulan sus carnes infectadas.

6. Infecciones en el laboratorio.

Accldentes que ocurren al manipular sangre infectada, animales de

experimentacidn para mantener las cepas de Trypanosoma cruzi, cul-

tivos, manejo de los triatdminos, etc., en los laboratorios donde -

se trabaja en investigaciones sobre enfermedad de Chagas (28).

7. Otros.

Ingestion de carne semicruda o sangre de animales domésticos o sil-

vestres, infectados con Trypanosoma cruzi.

Existe la transmisién de triatoma a triatoma por canibalismo, o en-
tre reservorios carnivoros por via digestiva.

En forma experimental se ha demostrado la transmisién por via oral,
poniendo en ratones de experimentacidén directamente los flagelados

en la mucosa oral, o con la intervencidon de moscas (Musca doméstica),

mecanismos de poca importancia en la transmision al humano (2)(28)-

(29) (30) (32) (39).



1.4 PATOGENIA.

Al momento de;penetraf'al huésped vertebrado, Trypanosoma cruzi pro

duce una reaccidn inflamatoria local aguda. A patir de la disemina-

cidén linfatica, los organismos son transportados a los ganglios re-

gionales en donde penetran activamente a histiocitos y otras célu-=-

las y se transforman en amastigotes, forma en la que el pardsito se

multiplica dentro de las células de casi todos los &érganos y teji--—

dos. Las preferidas, son las células del sistema mononuclear fagoci

tico, cardiacas, esqueléticas y de misculo liso. Después de la mul-

tiplicacidn local, los pardsitos adoptan la forma de tripomastigotes
para invadir la corriente sanguinea y diseminarse por todo el orga—-
nismo. Cuando penetran los tripomastigotes por via conjuntival, pue-~
de aparecer un edema bipalpebral unilateral, poco doloroso, de aspec
to violaceo, con inflamacion de la glandula lacrimal y pardlisis de

los milsculos de la drbita, conocido como Signo de Romafia. El edema -
unilateral de los parpados es el mids conocido de los signos y casi ~
es patognomdnico de la enfermedad de Chagas. Si la inoculacidon ha si
do por otra via, aparece un nédulo subcutdneo acompanado de microade
nitis regional conocido como Chagoma de Inoculacion. Desafortunada--
mente para el médico, estos signos se presentan ocasionalmente.

El chagoma consiste en una intensa reaccidn inflamatoria con inva--

sidn de histiocitos, células adiposas del tejido subcutdneo y célu-

las del miisculo adyacente por la proliferacién de los amastigotes.

Al final se forma un granuloma, pero nunca antes de la diseminaci6n



linfatica de los pardsitos hacia los ganglios régibnales.b

Al diseminarse la infeccién mids alld de lbs'géhglios iinféticos re-
gionales, los tripomastigotes aparecen en la sangre circulante e in
fectan a otros organos y tejidos conforme son transportados por to-
do el cuerpo.

Los hallazgos de tripanosomas, la mayoria de las veces muy escasos,
alin durante la fase aguda de la enfermedad, hablan en favor de que -
existen anticuerpos tripanoliticos de elevada efectividad.

También se ha destacado el hecho de que existen procesos inmunobiold
gicos, quizad también alérgicos, que desempefian un papel importante -
en la patogenia de la enfermedad. Adicionalmente, se supone que las
endotoxinas liberadas durante la destruccién de los tripanosomas -
constituyen genuinas neurotoxinas,

Los hallazgos anatomopatoldgicos se corresponden, en la fase aguda-
de la enfermedad, con los de una infeccidén general. Inflamacién del
bazo, higado y ganglios linfaticos, dilatacidén cardiaca con altera-
ciones degenerativas del miocardio, edema cerebral con hemorragias
petequiales de este 6rgano y de las meninges, asi como derrames in-~
flamatorios en las cavidades serosas, son hallazgos casi regulares
en las autopsias.

En los estadios crdnicos se encuentra una miocarditis inflamatoria
difusa, la llamada '"cardiopatia de Chagas'" que estd considerada por
Kéberle como lesidén neurotdxica, es decir consecutiva a la destruc-

cién de elementos nerviosos del corazdon durante la fase aguda de la



enfermedad.

Hasta ahora no se ha aclarado de modo éaﬁiSfactorio el problema de

la inmunidad. La enfermedad deja tras de s una inmunidad relativa

que, sin embargo, sdlo protege frente a reinfecciones con cepas ho-
mdlogas; la inmunidad cruzada frente a varias cepas, s6lo se ha ob-

servado en animales de experimentacion (28) (30) (32) (40).

17~



1.5 DIAGNOSTICO.

El diagnostico de la enfermedad de Chagas se funda principalmente en

el hallazgodé Trypanosoma cruzi en la sangre o en los tejidos por me
dio de métodos parasitoldgicos; en las reacciones inmunoldgicas para

demostrar los anticuerpos contra Trypanosoma cruzi y en las manifes-

taciones clinicas, electrocardiograficas y radioldgicas del paciente.
Para efectuar el diagndstico es importante tomar en cuenta dos aspec
tos fundamentales: el epidemioldgico y el clinico.

En el aspecto epidemioldgico hay que tener presente la procedencia -
del paciente y su residencia, ya que los signos y sintomas de puerta
de entrada muchas veces no existen o pasan desapercibidos y las mani
festaciones clinicas de la etapa crénica, en ocasiones tardan hasta
20 afios en manifestarse después que la persona estuvo en contacto --
con el pardsito.

El conocimiento de los triatdéminos y antecedentes de picadura, son -
también importantes. Toda persona que resida o provenga de zonas en
démicas y que presente compromiso cardiaco, cardiomiopatias, miocar-
ditis, etc., son sopechosas de estar infectadas; asi como también el

megaes6fago y el megacolon (28)(29).

1.5.1, METODOS PARASITOLOGICOS.

Estos se efectlan para la demostracidon del parasito en sangre median
te exdmenes directos. Se buscardn tripomastigotes en sangre circulan

te, particularmente durante los periodos febriles de la fase crénica.

-18-



Exdmen directo de sangre periférica. \

Este método sé uSa én:iﬁfeccioﬁés agudas‘PdrﬂTfypanbsoma cruzi, para
la bisqueda de tripomaétigotes sanguineoé. Tiene.sus limitaciones ya
que no se detectan infecciones crdonicas indeterminadas.

frevia asepsia de un dedo con una torunda con alcohol al 70%, se pun
ciona el pulpejo del dedo y se coloca una gota de sangre sobre un --
portaobjetos, se cubre con una laminilla y se lleva al microscopio -
para observacidén con el objetivo de 40X, para observar el movimiento

de los tripomastigotes entre los eritrocitos (29).

Frotis de sangre periférica.

Se coloca en el extremo de un portaobjetos, perfectamente desengrasa
do, una gota de sangre proveniente de puncién capilar o venosa. Con
la ayuda de otro portaobjetos, se arrastra la gota a lo largo del pri
mer portaobjetos con un movimiento firme. Se utiliza para tefiir, co-
lorante de Giemsa, Wright o Leishman y se observan las caracteristi-

cas morfoldgicas y tintoreales del pardsito (29).

Gota gruesa.

Es una técnica de concentracidn para la bilisqueda de parasitos sangui
neos. Se fundamenta en el hecho de que al perder toda la hemoglobina
los eritrocitos, &stos al estar acumulados no impidan la observacion
de los pardsitos.

En un portaobjetos desengrasado, se coloca una gota de sangre, con -

la punta de una lanceta o el dngulo de otro portaobjetos se desfibri

-19~



na y se,eXtiendé ﬁh poco haciendo un cuadrado de unos 5 mm de lado.

Se deja secar al abrigo del polvo. Ya seca, se guarda y hasta el dia
siguiente se introduce en un recipiente con agua para deshemoglobini
zar. Este procedimientb estd completo hasta que la gota quede comple
tamente transldcida. Se saca del agua, se deja escurrir y secar, y =~
se procede a su tincidn y observacion como si fuera un frotis sangui

neo (29).

Inoculacién a animales de laboratorio.

Generalmente se recurre a esta técnica cuando se presentan casos sos
pechosos de enfermedad de Chagas en los que no se ha podido compro-~
bar la existencia del pardsito por otros métodos. El ratdén blanco --

(Mus musculus) es muy susceptible a la infeccidn por Trypanosoma cru-

zi, por lo que inoculando sangre del paciente sospechoso por via in-
traperitoneal en el ratdén, los tripomastigotes se desarrollardn en -
€ste y se podran detectar unos 10 dias después de la inoculacidn en

la sangre de los ratones (29).

Hemocultivo.

Es un método sencillo y de alta sensibilidad, empleadndose con buenos

resultadossobre todo en la etapa final de la fase aguda, cuando empie
zan a escasear los tripomastigotes en la sangre del paciente.

Los medios de cultivo que ofrecen mayor eficacia son el medio de N.N.

N. (Novy, Nicolle y Mac Neal), medios con solucidén de Locke y sangre
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humana, o el de Nakamura.

Xenodiagnostico.

Se utiliza el transmisor u otro husped diferente del hombre para —-
que el pardsito se reproduzca y se localice en aquél.
Este método ha demostrado tener una elevada eficacia para detectar -

infecciones por Trypanosoma cruzi, en las cuales es necesaria la de-

mostracién del pardsito. En este caso se usa el transmisor,triétémi;
no, el cual se pone en contacto con el paciente sospechoso para que

al succionar sangre los pardsitos se multipliquen activamente en el

tubo digestivo del triatdmino y sea mds fdcil su demostracién, a la

manera de un método de concentracidn.

Para realizar este método, se emplean de preferencia 40 ninfas de ~-
los Ultimos estadios, criadas en el laboratorio, libres de infeccidn

por Trypanosoma cruzi, las cuales se colocan en una cajita de carton

cubierta con tul de nylon o gasa y se ponen sobre el antebrazo del -
paciente permitiendo que los triatominos se alimenten a saciedad, lo
cual hacen aproximadamente en una hora. Se corrobora que.los triatd-
minos se alimentaron con la sangre del paciente al observar la gran
distencidn abdominal de éstos. Una vez que los insectos comileron, se
quita la caja y se hace una asepsia de la zona donde estuvieron, con
alcohol al 70%.

Se rotula un frasco de boca ancha con el nombre del paciente, se co-

locan ahi los artrdpodos y se guardan en un lugar al abrigo del frio
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y de la luz. Sekhécé lacobservacién dé.lés deyeéciones de estos frig
tominos a‘lbéfis;kéqjy 3O dias despuéé.’C6n las manos enguantadas y
con los dedbsviﬁdiég y’pulgar, se hace‘una ligera expresién del abdo
men del triatdémino, para tratar de que defequen. Si hay resistencia
a la salida de la deyeccién, con un poco de solucidn salina y con el
angulo de un portaobjetos, se hace un raspado de la zona mds distal
del insecto; se vuelve a comprimir y se colocan las deyecciones so-
bre un portaobjetos con una gota de solucidn salina, se cubre y se -
observa la preparacidon al microscopio con el objetivo de 40X,

De haber tenido éripomastigotes el paciente en su sangre periférica,
habrdn pasado al intestino de los triatéminos donde se habran multi-
plicado profusamente, los que se observardn en las deyecciones. Este
método se debe aplicar tanto en la etapa aguda como en la crénica de
la enfermedad y se recomienda tomar 3 xenodiagnésticos en dias segui

dos, para obtener una mayor efectividad del método (28)(29).

Cortes histoldgicos.

Esto se hace en estudios post-mortem, donde se buscardn nidos de --
amastigotes en midsculo cardiaco; aunque en personas fallecidas por

enfermedad de Chagas, es dificil encontrar Eéstos.

1.5,2 METODOS INMUNOLOGICOS.

La respuesta inmune que sigue a una infeccidn por Trypanogoma cruzi,
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es de gran ayuda’ para propositos de“ iéénésti¢ :dEJié,eﬁféfmédad‘de

“l parasito, al introducirse en-

provoca,ua-formacion de anticuerpos que pue AserOIGgicg

mente con un alto grado de sensibilidad y esp

serongicas mds utilizadas son: hemaglutinaciéﬁ indirecta, inmunofluo
rescencia indirecta, aglutinacidn directa, fijacion de complemento y

dltimamente se ha estado realizando la técnica inmunoadsorbente liga-
do a enzimas (ELISA). Se ha recomendado la utilizacidon de hemaglutina

cion indirecta e inmunofluorescencia indirecta para obtener una sensi

bilidad y especificidad maxima. La prueba de aglutinacidn en latex, se

encontrd menos sensible y especifica por lo que su uso es muy restrin-

gido.

La prueba de aglutinacion directa es una prueba muy sensible con sue-~

ros de pacientes con infeccidn aguda; tiene una buena especificidad eun

lo que refiere a la reaccidén cruzada con leishmaniasis. Este método -
emplea epimastigotes obtenidos en cultivo, tripsinizados y fijados en
formalina.

La técnica de ELISA que utiliza fosfatasa alcalina como enzima y p-ni
trofenilfosfato como substrato, ha sido introducida recientemente pa-

ra medir anticuerpos contra Trypanosoma cruzi.

La técnica de fijacion de complemento ha caido en desuso debido a su

menor sensibilidad y especificidad en comparacién con las otras técni

cas (7).
A continuacién se mencionan algunos métodos utilizados con mayor fre-

cuencilia en los laboratorios clinicos.



HEMAGLUTINACIONrINDIRECTA: " B

Esta técnicé coﬁéiété"éhgléléglutinaCién de‘eritrocitOS'huﬁanos o de
animales cubiertoslgoﬁiéntigenos solubles. Los eritrocitos actian co
mo acarreadores pasivos de antigenos. La exposicidn de los eritroci-
tos al dcido tdnico, tripsina u otros reactivos similares, provoca -
una mayor adsorcién del antigeno por parte de los eritrocitos y en -

consecuencia se aumenta su poder de aglutinacidn (7)(26)(34).

Principio del método.

Los eritrocitos sensibilizados con antigenos solubles provenientes -

de Trypanosoma cruzi son aglutinados por los anticuerpos especificos

contenidos en los sueros de personas infectadas por este parasito.
Los anticuerpos que provocan la aglutinacion de los eritrocitos sen-
sibilizados responden a la estimulacidén de antigenos citoplasméticos

de Trypanosoma cruzi.(Fig. 3).

En los sueros de muchas personas no parasitadas por Trypanosoma cru-
2zl se encuentran globulinas capaces de aglutinar particulas antigéni
cas de diferente origen, inclusive los eritrocitos sensibilizados --

con antigenos de Trypanosoma cruzi. Estas globulinas entre las que -

se encuentran los anticuerpos heterdfilos (presentes a titulos bajos
en gran propotrcidén de la poblacidn), tienen la capacidad de reaccio-
nar directamente con los eritrocitos ain sin sensibilizar. Estos an~
ticuerpos en especial, pueden ser eliminados tratando previamente --

los sueros con 2-mercaptoetanol (7)(9).
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FIGURA No. 3

HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA CHAGAS
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INMUNOFLUORESCEN‘CI“A'-‘;INDI?ﬁI;;é'TA*.? : 7
s 100 a6 a5 sy L sl -
fluoreségﬁéésfgépjugados éoa ;ﬁ;iéu rpo "egpgéificég: ﬂizg;ﬁééigi;i£é
condce£ la uniéﬁant{geno—antiéﬁeppqamgaiaﬁéé'ei eﬁpleo Aé‘uﬁ micros-
copio de luz ultravioleta (2). Esté método fue posteriormente modifi-
cado adquiriendo gran difusién, la llamada técnica de inmunofluores--
cencia indirecta, que se utiliza rutinariamente en muchos laborato---
rios de serologia para el diagndstico de la toxoplasmosis, sifilis, -
esquistosomiasis y enfermedad de Chagas, entre otras,

Camargo (4), después de obtener una excelente concordancia con otras
técnicas, y una buena especificidad frente a infecciones por otros mi
croorganismos, inicié el empleo de esta técnica como una prueba de ru
tina en el diagnostico seroldgico de la enfermedad de Chagas.

Sus resultados fueron corroborados por otros investigadores, demostran
do ademds que es una técnica mds sensible que la_reaccién de fijacién
de complemento, y menos que la técnica de hemaglutinacidén indirecta,

en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas.

Principio del método.

m+@ﬁ%+mﬁé

ANTIGENO ANTICUERPC INMUNO COMPLEJO  ANTIGAMA-~ COMPLEJO
GLOBULINA Ag - Ac
FLUORESCENTE ~ FLUORESCENTE

Figura No. 4



La inmunofluorescencia indirecta se basa en la reaccién.antigeno

ticuefka;iééfégéndo ,Ifihmunocéﬁplejd;’hnESQéfqiantiéissgiiha’
espeéifiégjcaﬁjdéédorédp flﬁéfe;;éiﬁa‘(Fig.'4). E;Eéﬁgééﬁiég;élimina
la necesidad de purifiéaf.y‘conjugar de manera individual cada mues~
tra de suero. El colorénte fluorescente mis utilizado en esta técni-
ca, es el isotiocianato de fluoresceina, que es una forma de fluores
ceina que se fija con facilidad a las proteinas mediante enlaces co-
valentes a un pH alcalino. Su absorcion mixima es a 490-495 nm y --
emite su color verde caracteristico a 517 nm.
Las proteinas que no son anticuerpos, presentes en el medio de la --
reacci6n, son eliminadas mediante lavados, y la preparacidon resultan
te es observada con un microscopio para fluorescencia.
Para el diagndstico de la enfermedad de Chagas se utiliza como anti-~
geno, epimastigotes obtenidos en cultivo y fijados a cubreobjetos, -
los cuales se ponen en contacto con el anticuerpo presente en el sue
ro; a este inmunocomplejo se le adiciona la antiglobulina humana mar
cada con el isotiocianato de fluoresceina. Generalmente se hace una
contracoloracidén utilizando azul de Evans a una dilucién Optima de -
[ 3

1:10 000 con el objeto de acentuar la diferencia entre reacciones ne

gativas y positivas (4)(5)(6)(26)(37).

ANALISIS INMUNOADSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA).

Recientemente se ha prestado mucha atencién sobre las técnicas que -

utilizan marcadores enzimdticos conjugados a antigenos o anticuerpos
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FIGURA No. 5

ELISA

ANTIGENO FIJADO A UNA
SUPERFICIE ACARREADORA

ANTIGLOBULINA MARCADA
ENZIMATICAMENTE UNDA
AL COMPLEJO ANTIGENO-
ANTICUERPO.

ANTICUERPO CONTENIDO EN EL SUERO
ENLAZADO AL ANTIGENO

SUBSTRATO HIDROLIZADO POR LA
ENZIMA UNIDA AL COMPLEJO.
VARIACION DE COLORACION CUYA
DENSIDAD OPTICA ES DIRECTAMENTE
PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE
ANTICUERPO CONTENIDO EN EL SUERO.
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en ldgar.de'isétppos radioactivos o colorantesbflﬁérescentes. Algu--
naé:maraéé}Fgmgrciéles han desaproll&dd?tégnibas sencillas, sensi--~
blééiyjééﬁééifiéag para éer1utilizadé§ é§mg1éruebas de rutina en el

laﬁéfétdfio de bancos de;sangre o'para'éstudios serologicos de la en

fermedad de Chagas.

Principio del método.

Un antigeno o un anticuerpo es fijado a una superficie acarreadora -
(placas o perlas). La superficie acarreadora sensibilizada captura -
al antigeno o al anticuerpo correspondiente contenido en la muestra
problema. Se agrega una antiglobulina conjugada con una enzima que -
se une al complejo antigeno-anticuerpo. El complejo es detectado --
por la enzima marcadora, que en presencia de su substrato agregado,
cambia el color de éste. La densidad Optica de la coloracidon final -
es directamente proporcional a la cantidad desconocida del antigeno
o del anticuerpo presente en la muestra (Fig. 5). El resultado puede

leerse por titulacidn o por espectrofotometria (7)(37).

FIJACION DE COMPLEMENTO.

La técnica de fijacién de complemento ha tenido amplia aplicacidén --
tanto en investiéacién como en la prdctica del laboratorio clinico y
fue una de las primeras pruebas utilizadas para el diagnéstico y es-
tudios serolégicos de la enfermedad de Chagas, la cual Gltimamente -
ha sido desplazada por pruebas de mayor sensibilidad y especificidad,

como son las mencionadas anteriormente.
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Princiﬁid dei método..

La fijacién de complemento ocurre durante'la'intgraccién del antige-
no y el anticuerpo. La hemdlisis inmunolégica que se lleva a cabo en
la reaccidon es debida a la accién conjugada de dos factores: un anti
cuerpo especifico de los eritrocitos y el complemento. Se utilizan -
eritrocitos de carnero y el anticuerpo correspondiente es denominado
hemolisina o sensibilizante; en la bréctica se trata de sﬁefo de ca-
ballo o de conejo anti-eritrocitos de carnero.

El complemento estd presente en todos los sueros recién extraidos, -
es muy complejo, frdgil y sensible, en especial a la accidén de }é -;
temperatura que le hace perder su actividad.

Los complejos antigeno-anticuerpo distintos de los eritrocitos y la

hemolisina correspondiente, poseen en la mayoria de los casos la pro

piedad de fijar el complemento. Las moléculas de anticuerpo sufren -
una modificacidn de su estructura al contacto del antigeno y esfé mo
dificacidn de su estructura les hace aptos para fijar el complemento.
Si el complemento estd presente en el momento de la formacién del in
munocomplejo, la cantidad de complemento fijado es mayor que cuando
gse afiade el complemento una vez que ya se han formado. En la précﬁi—
ca se utiliza como complemento no el aportado por el suero examinado
sino suero de cobayo, pues esta especie es la que tiene el suero mis
rico en complemento.

El complemento presente en el suero examinado se inactiva previamen-

te por el calentamiento del mismo durante 30 minutos a 56°C.
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La fijacién:ag;_cbmplemento\sobré los complejos antigeno-anticuerpo
sé apfééia pof lé desaparicidn del poder hemolitico de la mezcla.

La rea;ciéﬁ se lleva a cabo en dos etapas:

En la primera etapa se ponen en contacto el suero problema, el com-
plemento y el antigeno; si el suero contiene un anticuerpo, &éste se
combina con el antigeno y el inmunocomplejo fija el complemento.

En la segunda etapa, se introducen los eritrocitos.y el suero hemoll
tico; si ha sido fijado el complemento introducido en la primera eta
pa por el complejo antigeno-anticuerpo, los eritrocitos no son lisa-
dos y la reaccidén es positiva. Si no hubo combinacidén antigeno-anti-
cuerpo, el complemento permanece libre, los eritrocitos son lisados

y la reaccidn es negativa (26)(37)(38).
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2. ENFERMEDAD DE CHAGAS EN DONADORES DE SANGRE.

2.1 ANTECEDENTES.

En 1936, Mazza y colaboradores (2) llamaron la atencidén por primera
vez sobre la posibilidad de que la enfermedad de Chagas fuese trans-
mitida por transfusidn sanguinea. Posteriormente Dias en Brasil(2),
recomendd que se excluyeran a los donadores de sangre portadores de
esta parasitosis y, en los afios subsiguientes, aparecieron numerosas
publicaciones sobre este tema. Se comunicaron las primeras cifras de
prevalencia de la infeccidn tripanosdmica en los bancos de sangre, y
se reconocieron los primeros casos de infeccidn transmitida por trans
fusién (1).

La elevada prevalencia de esta parasitosis en los paises latinoameri

"~ canos y la presencia ciclica o permanente del Trypanosoma cruzi en la

sangre de las personas infectadas, aunada a la gran migracidén de per-
sonas de las zonas endémicas a los centros industriales, hacen que la
transfusién de sangre constituya el segundo mecanismo mds importante
de transmision y, por consiguiente, de transcendencla en salud pdbli-
ca. Este peligro se hace mas evidente si se tiene en‘consideracién -

que Trypanososma cruzi posee gran sobrevida y capacidad infectiva en

las condiciones en que habitualmente se conserva la sangre y sus deri
vados (2).

Nuzzenweig encontrd que sangre infectada con Trypanosoma cruzi era in

fectiva en ratones después de su conservacién a 6°C por 21 dias. El -

plasma obtenido por centrifugacion aproximadamente a 3000 rpm por 15
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minutos, era también inféctivg;ﬁmbs’pgderque:e; par5sito es capaz -

de mantenerse en los'cémponéh
mente (17)(21)
Desde el momento en‘d@ei niin

aparecen las primeras lesione

ces varios decenioéffEﬁfgseolgp39 ;¢l indivi&ud en aparente buena sa
lud es portador de la iﬁféééi6ﬁ?coﬁstituyéndose en uno de los reser=-
vorios del parasito en la naturaleza.

La primera fase de la enfermedad, denominada periodo agudo, a veces
se diagnostica clinicamente por el sindrome constituido en el sitio
de entrada del pardsito en el organismo. Sin embargo estos signos de
puerta de entrada son poco frecuentes, ya que se estima que el 95%
de los enfermos cronicos han contraido la infeccidn sin que se haya
diagnosticado previamente en ellos un cuadro clinico de enfermedad -
aguda.

En la primera fase, el laboratorio hace el diagnéstico por el facil

hallazgo de Trypanosoma cruzi en la sangre periférica. Al transcu--

rrir unas pocas semanas, comienzan a aparecer los anticuerpos espe-
cificos y este estado inmunobiolégico determina una disminucidn de
la parasitemia que s6lo puede ser detectada por xenodiagnéstico. --
Por este método se puede demostrar la persistencia de pardsitos cir
culantes muchos afios después de contraida la infeccidn y, lo que es
mds importante aln, después de haberse alejado el sujeto infectado

del contacto con el vector habitual (1)(2).
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CUADRO NO. 1 |
INFECCION CHAGASICA EN LATINOAMERICA -
Prevalencia de read@ipﬁéé;éerbiégicas pbsitivés'en dbnédorés de sangre,

seglin diversos autores : '

AUTOR e “NO,TOTAL DE PORCENTAJE
R MUESTRAS DE POSITI-
VIDAD

Pellegrino, 1949 (B) i 177 1.7
Faria y Col, 1950 (B) 500 1.0
Pellegrino y Col., (B) 565 2.5
Freitas y Col., 1952 (B) 1622 2.2
Passalacua y Col., 1953 EBg 536 4.1
Biancalana y Col., 1953 (B 4737 - 14.3
Almeida y Col., 1954 (B) 782 5.4
Nussenzweig y Col., 1955 (B) 171 1.8
Pinto y Col., 1957 (G) 1054 7.8
Silva y Lima, 1958 (B) ‘ 237 3.6
Brofman, 1958 (B) - 7.0
Queiroz y Pascual, 1958 (B) 1330 6.9
Mellone y Col., 1959 (B) 16624 1.5
Jafene y Jacono, 1959 (B) 640 15.0
Pellegrino, 1959 (B) 10669 6.8 -
Freitas y Col., (B) 10086 11.9 .~
De Ledn, 1959 (G) 551 11,4
Freitas y Col., (B) 6405 . 10.8 -
Maekelt, 1959 (V) 441 12.0..
Berrios, 1960 (CR) ' 983 6.6,
Mora y Col., 1960 (V) 1659 S 8.2
Rodriguez, 1961 (E) 1122 100
Howard y Col., 1962 (Ch) 305 7.5
Salazar y Col., 1962 (V) - 5.0
Cerisola y Col., 1963 (A) 10971 5.4
Mora, 1964 (V) 17061 S 7400
Cerisola y Col., 1965 (A) 26992 5.5
Alexandre, 1965 (B) 1474 11..0.
Coura y Col., 1966 (B) 4595 1.3
Rebosolan, 1966 (A) 1582 22,1
Cerisola y Lazzari, 1967 (A) 27547 5.42:
Cerisola, 1968 (A) 53395 -6.0"
Pruneda y Col., 1968 (A) 1200 2.0
Salgado y Col., 1968 (B) 820 7.1
Schenone y Col., 1968 (Ch) 505 3.0
Undiano y Col., 1968 (A) 200 2435
Mellone y Pagenotto, 1968 (B) 62575 .45
Huggins, 1970 (B) 136 4,41
Osimani, 1972 (U) 329 5:50 ¢
Goldsmith y Col., 1978 (M) 298 44
Lorca y Col., 1979 (Ch) 344 6.5
Baruffa, 1979 (B) 3501 3.9
Guhl y Col., 1979 (C) 1021 2.76
Meza y Col., 1982 (Ch) 1000 2.0
Sagua y Col., 1982 (Ch) 214 12.1
Rojas y Col., 1983 (Ch) L1144 6.5
Lorca y Col., 1983 (Ch) 1133 6.0
Rayona y Col., 1984 (M) 200 16.0

(A)=Argentina; (B)=Brasil; (C)= Colombla; (CR)=Costa Rica; (Ch)=Chile;
(1) =Feundor; (G)=Guatemala; (M)=México; (U)=Urugay; (V)=Venezuela



La modalidadﬁéleutiva%ihabituélméﬁteigﬁbpiin;éé:déé}a;éﬁfg%@édad de
Chagasféhvéh &;fiodo cr6niéo obliga‘;'ﬁfiiiééf ﬁéfoa§é de'i;B;rété-_
rio para su reconocimiento. H e

Se ha observado en general, que individuos que poseen anticuerpos, -
son al mismo tiempo portadores de una infeccidon chagdsica activa, en
la cual es posible demostrar la presencia del pardsito. De hecho, di
versos estudios han demostrado que en la infeccién chagdsica crodnica,
existen pardsitos circulantes, al menos en la mitad de los casos. Es
to implica que la enfermedad de Chagas es una de las mds peligrosas
en cuanto a la posibilidad de ser transmitida por transfusidn sangui
nea; y esto es tanto mds probable si se considera que la cantidad ha
bitualmente transfundida es de 250 a 500 ml como minimo.

Esta idea es reforzada al observar las cifras de prevalencia de la -
infeccidn entre donadores de bancos de sangre situados en zonas endé
micas y no endémicas, publicadas en diversos paises latinoamericanos

(Cuadro No. 1) (2)(11)(12) (13)(14)(15)(16)(17)(18)(19).

2.2 ENFERMEDAD DE CHAGAS EN DONADORES DE SANGRE EN LA REPUBLICA ME-

XI1CANA.

En nuestro pais sdlo se han realizado dos estudios con el propdsito -
de encontrar portadores de enfermedad de Chagas entre donadores de —-
sangre.

El primero realizado en 1978 (1l1), se efectud a 298 donadores de dos

bancos de sangre en el estado de Oaxaca, encontrandose que el 4.47% de
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éstos fueron positivos a una o mids de las tres pruebas seroldgicas -

en busca de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi empleadas en el —---

diagnéstico. Estos resultados eran de esperarse por ser Oaxaca una -
zona endémica; sin embargo, la escasa positividad se debid a que pa-
ra definir cada caso, se utilizd un titulo mayor o igual a 1:128, --
cuando un titulo de 1:16 es suficiente (41).

El segundo fué un estudio piloto realizado en Puebla, Pue. a 200 do-
nadores del Hospital Universitario de dicha ciudad en 1984 (19). El
16.5% de estos donadores fueron seropositivos para Chagas, de log -~
cuales algunos tenian alteraciones electrocardiograficas sugestivas
de miocarditis chagisica, y en dos de estos dltimos estudiados por -
xenodiagndstico, se logrd aislar el pardsito. Estos resultados son -
de gran transcendencia ya que no se habia diagnosticado la tripanoso
miasis americana en este estado, aunque se sabia que existen en €l,
3 especies del vector (19)(24).

Esto nos hace pensar en la posibilidad de que en México se extienda
la infeccidn ahagdsica por medio de la transfusién sanguinea, el cual
crece al no tener un control epidemiolégico sobre los donadores, que
son personas de bajos recursos econdomicos provenientes, en gran par-
te, de zonas endémicas y que emigran a las grandes ciudades en busca

de mejores condiciones de vida.

2.3 ENFERMEDAD DE CHAGAS TRANSMITIDA POR TRANSFUSION SANGUINEA.

Hasta la fecha son considerables los casos citados en la bibllogra--
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fa de 1autfgﬁsmiéi6h d¢Iié”énfermedéd*déiCﬁagas'por7tfan§fusi6n san
guineé, sién66 én Bfésii, en.1952 Ped?éifaldé Freitas y colaborado--
res, los que diagnosticaron los tres primeros casos adquiridos por -
este mecanismo.

Algunos casos reportados son resultado de una biisqueda exhaustiva de
los hemotransfundidos con sangre de donadores con serologia positiva
para Chagas, y otros casos fueron diagnosticados por el hallazgo ca-

sual de Trypanosoma cruzi en su sangre (1)(2)(10).

Lo que dificulta el diagndstico clinico de la enfermedad, es que la
via de entrada del pardsito en el organismo es diferente a la habi--
tual, ya que es inoculado directamente en el torrente circulatorio -~
causando otro tipo de sintomatologia, Esta inoculacidn determina la
aparicion de un sindrome febril, adenopatias generalizadas, hepato y
esplenomegalia y a veces manifestaciones cutdneas después de varios
dias o semanas de haber sido efectuada la transfusidn de sangre y es
por ello que en estos casos, raramente se piensa en la posibilidad -
de enfermedad de Chagas (1)(10).

Estudios de enfermos hemofilicos politransfundidos han mostrado un -
alto porcentaje de infectados por esta via, descartando previamente,
todas las posibilidades de que hayan sido infectados por la via cutd
nea (1)(23).

Sin embargo, la demostracidén de que enfermos chagisicos hayan adqui-
rido la infeccidn por via transfusional, no permite obtener conclu--

siones respecto de la frecuencia con que puede ocurrir este evento,
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ya que‘no siémpre una transfusidén de sangre con serologia positiva -
para Chagas, provoca necesariamente una infeccidn post-transfueinnal
en el receptor, ya que s6lo un 12 a 14% de las transfusiones realiég
das con :sangre de donadores chagadsicos, dan lugar a la transmision -
de la infeccién al receptor; sin embargo, contradictoriamente a esto,
se ha demostrado un elevado porcentaje de positividad al xenodiagnods
tico en enfermos chagadsicos cronicos, por lo que se esperarfa una ma
yor frecuencia de transmisién transfusional (2)(39).
Independientemente del alto o bajo porcentaje de individuos que han
adquirido la enfermedad de Chagas por via transfusional, lo cierto -
es que esta posibilidad existe y seguird en aumento si no se tiene -
un control sobre los donadores de sangre con serologia positiva para
Chagas, por lo que algunos investigadores se atreven a afirmar que -
este padecimiento dejara de ser una enfermedad limitada a zonas endé
micas, para convertirse en enfermedad urbana, sin necesidad de que -

intervenga el vector natural de la transmisidn (23)(39).

2.4 PROFILAXIS DE LA TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POR

TRANSFUSION SANGUINEA.

Esta profilaxis puede realizarse de dos maneras.

1, Por el estudio de los donadores de sangre medlante las diferentes
técnicas Iinmunodiagndsticas para la tripanosomiasis, descartando a -
aquellos que presenten positividad seroldgica, y/o la sangre obteni-

da de ellos.
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2, Por incorporacidn a la sangre potencialmente infectante, de subs-

tancias antisépticas que destruyan a Trypanosoma cruzi (1)(2)(5)(13)
(18)(21).

La primera opcidn es dificil de lleyar a cabo debiso a que seria ne-
ceéarié desperdiciar un medio terapéutico de alto costo en el caso -
de desechar la sangre proveniente de donadores con serologia positi-
va (12).

Respecto al uso de substancias tripanocidas en las unidades de san--
gre infectadas, se han hecho numerosos esnsayos al respecto. De las
sustancias ensayadas, el violeta de genciana es el mads recomendable,
pues en una concentracidon de 1:4000 esteriliza totalmente la sangre
infectada en un plazo de 24 horas (3).

El violeta de genciana no es un colorante bien definido quimicamente,
sino que esta compuesto por la mezcla de tres derivados de la para--
rrosanilina: tetrametil, pentametil y hexametil-pararrosanilina. El
derivado mids metilado, el hexametil-pararrosanilina, conocido como -
cristal violeta, es el que mostrd mayor actividad tripanocida y es -
por ello que se considera conveniente la utilizacién del cristal vig
leta en lugar del violeta de genciana, lo que brindaria mayor seguri
dad como esterilizante .,

Vilaseca y colaboradores (3) ratificaron la accidn esterilizante del
cristal violeta y estudiaron la viabilidad de los eritrocitos en la
sangre a la que se le afiadié colorante, mediante cromo radioactivo.

Los resultados obtenldos mostraron que la sangre tratada con cristal
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ron la‘utilizacién de una solﬁcién énticoagulante que incluyé él —
cristal violeta como agregado a la misma.

Una de las mayores objeciones para el empleo rutinario del cristal ~
violeta en los bancos de sangre, es el desconocimiento de su dosis -
toxica maxima, aunque se conoce el empleo de esta sustancia en dosis

hasta de 5 a 7 mg/kg/dia, sin que provoque reacciones indeseables.



CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron 150 muestras de suero de donadores de sangre regis-
trados en el Centro Nacional de la Transfusidén Sanguinea. Del total
de muestras se formaron dos grupos, el primero de 100 muestras perte
necientes a donadores remunerados, y el segundo de 50 muestras, per-
tenecientes a donadores altruistas.

Los sueros fueron conservados en tubos de ensaye rotulados con el ni
mero de registro que se asigné a cada donador, a una temperatura de
-20°C, hasta el momento de la determinacién.

La técnica utilizada fue la de microhemaglutinacién indirecta, con -

equipo de reactivos ESTABILGEN HEMOCHAGAS de POLYCHACO, S.A. y se tg

mé como resultado positivo a todo aquel suero cuyo titulo de anti---

cuerpos contra Trypanosoma cruzi fue igual o mayor a 1:16 (41).

El cuadro No. 2 muestra la distribucidén de los 100 donadores remune-
rados y los 50 donadores altruistas por su lugar de procedencia.

Los cuadros No. 3 y 4 muestran la distribucidn de los donadores por

edad y sexo respectivamente.

1. OBTENCION DE MUESTRAS.

1.1 MATERIAL.

Tubos de vidrio al vacio (Vacutainer).
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CUADRO No. 2

PROCEDENCIA DE LOS DONADORES ESTUDIADOS

DONADORES REMUNERADOS

DONADORES ALTRUISTAS

PROCEDENCIA No. % PROCEDENCIA No. %
Distrito Federal 49 49 |Distrito Federal 31 62
Edo. de México 12 12 | Oaxaca 4 8
Puebla 7 7 | Michoacan 3 6
Veracruz 5 5 | Puebla 3 6
Michoacdn 4 4 | Edo. de México 2 4
Guanajuato 3 3 | Guanajuato 2 4
Oaxaca 3 3 {Veracruz 2 4
Chiapas 2 2 [Guerrero 1 2
Guerrero 2 2 |Hidalgo 1 2
Hidalgo 2 2 (Jalisco L 2
San Luis Potosi 2 2
Aguascalientes 1 1
Jalisco 1 1
Morelos 1 1
Nuevo Ledn 1 1
Sonora 1 1
Tabasco 1 1
Tamaulipas 1 1
Tlaxcala 1 1
Zacatecas 1 1

TOTAL 100 100% TOTAL 50 100 7
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CUADRO No. 3

T v rees mee a4t v b

bISTRIBUCION POR SEXO DE LOS DONADORES ESTUDIADOS

PTEEN

DONADORES REMUNERADOS DONADORES ALTRUISTAS

Masculino Femenino Masculino Femenino
S — e
No. % | No. % No, % No. yA

84 84 16 16 40 80 10 20

Total de muestras:100 | Total de muestras; 50
heesnctor s sn o o eame e

CUADRO No. 4

DISTRIBUCION POR EDADES DE LOS DONADORES ESTUDIADOS

DONADORES REMUNERADOS | DONADORES ALTRUISTAS
EDAD (Afios) No. 7% No. %
Hasta 20 3 3 3 6
21 a 30 45 45 23 46
31 a 40 36 36 22 44
41 a 50 15 15 2 4
Mayores de 50 1 1 - -
TOTAL 100 1007% 50 1007
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1.2

Agujas para Vacutainer.
Ligadura.

Torundas con alcohol.
Aplicadores.

Pipetas Pasteur con bulbo.
Tubos de ensayo de 12 X 75.
Gradilla,

Centrifuga.

Congelador a -20°C.

PROCEDIMIENTO,

Se tomaron 10 ml de sangre por venopuncién en tubos Vacutainer,
debidamente rotulados.

Se dejd en reposo la muestra de sangre hasta la formacidén del co-
agulo.

Se removié el codgulo con un aplicador suavemente para evitar he

molisis.

. Se centrifugo a 3000 rpm durante 10 minutos.

Se transfirid el suero, utilizando pipetas Pasteur, a tubos de -

ensayo de 12 X 75,

. Se congeld el suero a una temperatura de -20°C para su conserva-

ciodn.



2. TECNICA DE MICROHEMAGLUTiNACION INDIRECTA.
2,1 MATERIAL,

Tubos de ensayo de 12 X 75,

Gradillas.

Pipetas de 1 ml.

Microgoteros descartables de 25 microlitros,

Microdilutores de 25 microlitros.

Microgotero de 25 microlitros no descartable.

Placas de microtitulacién.

Matraz Erlenmeyer de 50 ml.

Vasos de precipitados de 100 ml.

Papel filtro.

Bafio de agua a 56°C.

Estufa a 37°C.

Foco de luz y espejo para lectura de placas.,
2.2 REACTIVOS.

Antigeno de hemaglutinacidén indirecta para Chagas proveniente -~
del equipo de reactivos de marca comercial Estabilgen (Polycha-
co). Se presenta como eritrocitos recubiertos con el antigeno -
(eritrocitos sensibilizados).

Diluyente para hemaglutinacidn indirecta estabilizado para Chagas
de la misma marca comercial. Consiste en un buffer de fosfatos --
con pH de 7.2 a 7.3,

2-Mercaptoetanol.
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2.3

2.4

46—

~ Eritrocitos de}cgfneroféstabilizadés,:no senéibilizadOS;v

Suero control negativo iﬁactivadb*aﬁ56°q;’wl ""
Suero control positivo.
Solucidén salina isoténica.

Agua destilada.

PREPARACION DE REACTIVOS.

. E1 antigeno (eritrocitos sensibilizados) se agitd energicamente -

antes de usarse, hasta obtener una suspensién homogénea.

Por cada 10 ml de solucidn diluyente se le agregaron 0.50 ml de -
suero control negativo inactivado a 56°C.

Se prepard una solucidn de 2-Mercaptoetanol 1:100 en solucidn sa-
lina isotodnica.

Se agitaron enérgicamente los eritrocitos de carnero estabilizados,

no sensibilizados, hasta obtener una suspensidn homogénea.

PROCEDIMIENTO.

. Se tratd cada suero con la solucidon de 2~Mercaptoetanol de la si-

guiente manera:

a. Se colocd con un microgotero descartable de 25 microlitros, pa
ra cada muestra, una gota de suero problema en el pozo de la -
columna 1 de la primera fila (fila A), se continud depositando
los sueros en las siguientes filas hasta la H, continuando con
los pozos de la columna 7 de la fila A hasta la H, para cada -

placa, hasta completar las 150 muestras de suero mds un suero



-47=

conﬁrol-ﬁositivé y un suerékﬁont;bl ﬁegativo, ocupando un total
de 10 ﬁiaéas (Fig. No, 6).

b, Sé égregG a cada suero, con un microgotero descartable de 25 mi
crolitros, una gota de la solucién de 2-Mercaptoetanol 1:100,

c. Se selld cada placa con cinta adhesiva y se agitd cada una sua-
vemente, para homogeneizar la muestra,

d. Se incubaron las placas durante 40 minutos a 37°C,

e. Se retird la cinta adhesiva de cada placa.

-Se colocd con un microgotero de 25 microlitros, una gota de dilu-

yente a partir del segundo pozo (columna 2 y 8), hasta el sexto -
pozo (columna 6 y 12) de todas las filas, que correspondié al ti-
tulo de 1:64 (Fig. No. 6).

Se colocd un microdilutor de 25 microlitros en cada pozo de la co
lumna 1, con el objeto de hacer las diluciones de las muestras.
Se giraron los microdilutores entre ambas manos de 10 a 12 veces.
Esta operacidn asegurd una perfecta homogeneizacidn de las mues—
tras. Se transfirieron los microdilutores a la siguiente columna
y se repitidé la misma operacldon hasta llegar a la dilucidn 1l:64
(columna 6), y de esta Gltima columna se retiraron los microdilu-
tores, se secaron en papel filtro, se sumergieron sucesivamente -
en tres vasos de precipitados con agua destilada y se secaron en
papel filtro para utilizarlos nuevamente. Se repitid la misma o~
peracidn con la mitad restante de los pozos (columna 7 a la 12),

obteniéndose diluciones de 1:2, 1l:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 para



cada muestra de sﬁero'(?ig}'No. 7).

Se depositd con un microgotero de 25 microlitros una gota de --
suspension de eritrocitos de carnero no sensibilizados en los -
pozos de las columnas 1, 2, 7 y 8 de todas las filas de las pla
cas utilizadas.

Se depositd con un microgotero de 25 microlitros una gota de --
suspension de antigeno (el cual viene adherido a eritrocitos) -

en los pozos restantes de todas las placas.

. Se agitaron la placas, golpeando con los dedos sobre sus pare-

des laterales, un minimo de 30 segundos.

. Se dejaron las placas en reposo, a temperatura ambiente, a res-

guardo de vibraciones y selladas, durante dos horas.

. Se efectud la lectura en el espejo para lectura de placas, ilu-

minando cada una de éstas desde arriba e interponiendo un papel

translicido entre la fuente de luz y las placas.
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'FIGURA No. 7
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y COMENTARIOS

1. RESULTADOS.

De las 150 muestras de suero estudiadas para determinar anticuerpos

contra Trypanosoma cruzi, una muestra mostrd un titulo positivo de

1:64 (dltima titulacidén realizada en nuestro estudio), lo que nos da
un porcentaje de 0.75% de seropositividad para Chagas entre los dona
dores de sangre.

La muestra seropositiva correspondié a un donador remunerado, de --
sexo masculino, de 28 anos de edad, proveniente de Tabasco, estado -
de conocida endemia chagdsica. Sus condiciones de vivienda antes de
trasladarse a la cuidad, eran precarias, conoce los triatéminos y a-
firm6é haber sido picado por ellos en varias ocasiones. Como se dijo
anteriormente, este donador pertenece al grupo de los donadores remu
nerados y cae dentro del 517 que tiene su lugar de nacimiento fuera
del Distrito Federal.

El porcentaje obtenido es relativamente significativo, ya que se es-
tan tomando en cuenta ambos grupos de donadores, remunerados y altru
istas, y para nuestro propdsito son de mayor importancia los donado-
res remunerados, ya qué donan su sangre constantemente (por lo menos

cada 45 dfas) (43), a su vez, los donadores altruistas lo hacen oca-
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sionalmente o una sola vez en su vida.
Si se toma en cuenta el porcentaje de seropositividad de cada grupo,
entonces tenemos un 1% de seropositividad en el grupo de donadores -

remunerados.

2. COMENTARIOS.

Como se ha mencionado anteriormente, la transfusidn de sangre es el
segundo mecanismo de transmisidén de la enfermedad de Chagas, lo que
no tendria gran trascendencia, éi las personas portadoras de dicha -
parasitosis, mantuvieran su residencia definitiva en las zonas de en
demia, delimitando asi el padecimiento, facilitando ademads su profi-
laxis y control.

El peligro de que esto no ocurre asi, se basa en que cada d{a hay -
una mayor migracidn de personas (generalmente campesinos) hacia los
centros urbanos en busca de mejores condiciones de vida, provenientes
en gran parte de zonas endémicas, lo que la estd convirtiendo en una
parasitosis urbana. Si a lo anterior agregamos que muchas de estas -
personas, para ayudarse a subsistir en las ciudades, venden su sangre
y lo hacen por lo menos cada 45 dias si se trata de sangre total o ca
da 15 dfas si es plasma (43), la posibilidad de transmisidn por via -
transfusional es mucho mayor.

El 0.75% de seropositividad obtenido en nuestro estudio, cifra muy ba

ja comparada con la registrada en el Banco de Sangre del Hospital Uni
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versitario de Puebla (195, probablemente es debido al uso del 2-Mer
captoetanol, utilizado para evitar resultados falsos positivos cau-
sados por la presencia de anticuerpos heterdéfilos, pero que con fre
cuencia produce un decremento importante en la reactividad especifi
ca, disminuyendo el titulo de la reaccidn, adn asi sugiere un ries-
go que no debe menospreciarse, por la frecuencia con que este tipo
de individuos venden su sangre.

Por otro lado, se muestra acorde con algunas de las cifras observa-
das en Sudamérica (Cuadro No. l); por ejemplo en Brasil, las cifras

de donadores infectados con Trypanosoma cruzi son variables de acuer

do a las diferentes regiones y al tamano de las ciudades, asI en la
gran ciudad de Sao Paulo, oscilan de 1.0% a 4.0%; y el Chile, se han
encontrado cifras de seropositividad desde 2.0% en algunos bancos de
sangre de Santiago (12)(15)(16)(18).

Eﬁ este estudio podemos observar que el 517 de los donadores remune—
rados de la ciudad de México estudiados, son procedentes de diferen-
tes estados de la Repiiblica Mexicana, y de ellos, los procedentes de
zonas de mayor endemia como Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Guerrero y Ja-

lisco, constituyen el 20%.

Estamos concientes de que este estudio inicial carece de validez cien

tifica por varias razones:
l. La muestra es pequena.
2. Probable disminucioén de la reactividad de la prueba producida la -

adicidn del 2-Mercaptoetanol.
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3. No se utilizd otra técnica que hubiera servido de comparaciénv—
con los resultados obtenidos con la técnica que aplicamos.

No obstante y tomando en consideracion el antecedente de estudios

similares en nuestro pais, y pese a la bajisima frecuencia de se~

ropositividad encontrada en este estudio, consideramos Gtil 1llamar

la atencidn una vez mis sobre el riesgo potencial de utilizar san-

gre para transfusiones, provenientes de donadores infectados.

Por tal razén, es deseable continuar esta investigacidn en mayor -

escala y corrigiendo las fallas que tuvimos en este primer estudio.
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