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L-INTRODUCCION

i.1, GENERALIDADES.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, tiene un gran impacto sobre ta salud
piiblica debido a su amplia distribucion geografica y elevada prevalencia, ubicindola entre las
seis enfermedades tropicales mas importantes del mundo Por su localizacion se considera
exclusiva del continente Americano, que comprende desde el sur de los Estados Unidos de
América, donde se han registrado casos autéctonos hasta la provincia de Rio Negro, en el Sur
de Argentina. Al igual que otras parasitosis se considera una enfermedad de la pobreza por las

‘e - I rs 2
condiciones socioecondmicas de la poblacién que la padece” .

En 1909 la tripanosomiasis americana fite descubierta por Carlos Chagas, investigador
brasilefio del Instituto de Manguinhos (en la actualidad Instituto Oswaldo Cruz) en Lassance,

Minas Gerais, sitio donde fue comisionado para dirigir la profilaxis del paludismo® %,

La enfermedad de Chagas-Mazza {conocida también como la enfermedad de Chagas-Mazza-
Romaita, tripanosomiasis americana o tripanosomiasis cruzi), es una protozoosis cuyo agente

etioldgico es el Trypanosoma cruzi, parasito hemoflagelado, que afecta preferentemente a

células del miocardio, musculo liso y el sistema nervioso central (SNC), donde produce dafio

cronico e irreversible.



1.2, AGENTE ETIOLOGICO

a). Clasificacion taxondmica del parasito.

El Trypanosoma eruzi esta clasificado taxondmicamente de Ta siguiente manera:

Phyium
Subphylum
Clase
Superclase
Orden
Suborden
Familia
Géanero
Seccién

Especie

b).  Fases del parasito:

Trypanosoma cruzi presenta en su ciclo biolégico tres fases o formas diferentes; amastigote,

epimastigote y tripomastigote.

AMASTIGOTE: Son formas redondas u ovoides que miden aproximadamente de 2 a 7
micras de diametro y posee un nicleo excéntrico v cinetoplasto en forma de bastdn que da
origen al rizoplasto, sin flagelo libre. Se reproducen por fision binaria asexual en el citoplasma

de la célula hudsped; diseminindose at romperse la célula penetra a otras originando nidos de

amastigotes.

Protozoa
Sarcomastigophora
Zoomastigophora
Mastigophora
Kinetoplastida
Tripanosomatina
Tripanosomatidae
Trypanosoma
Stercoralia

cruzi



EPIMASTIGOTE: Este estadio morfoldgico es fusiforme, mide aproximadamente de 15 a 20
micras de longitud y presenta un micleo central grande con cinetoplasto anteronuclear, pero
todavia no se establece en un sitio final; el flagelo forma una pequefia membrana ondulante y
una parte de flagelo libre. Estas formas se multiplican en la parte anterior del intestino de los

triatominos, y en los cultivos in vitro para tripanosomatidos.

TRIPOMASTIGOTE: En la parte posterior del intestino del vector los epimastigotes se
multiplican y dan lugar a tripomastigotes metaciclicos Esta forma se encuentra en el huésped
invertebrado y en e} vertebrado el tripomastigote sanguineo. Mide aproximadamente de 20 a
25 micras de longitud, tiene forma de C ,U 0 S. Presenta un nicleo central grande y vesiculoso
con cinetoplasto subterminal donde inicia ¢l flagelo que recorre todo el cuerpo, dando lugar 2

la membrana ondulante que queda libre en la region anterior.

1.3. CICLO BIOLOGICO
Trypanosoma cruzi es un pardsito heteroxeno, que involucra en su ciclo bioldgico a

organismos vertebrados e invertebrados, y debido a su capacidad de adaptacion, asegura su
supervivencia tanto en el huésped vertebrado (en sangre y tejido) como en el intestino del

huésped invertebrado.

a) Cicle de vida en el huésped invertebrade,

Cuando un triatomino hematéfago sano ingiere la sangre de humanos o mamiferos infectados,
en el cual se encuentran los tripamastigotes sanguineos que es la fase infectiva para el insecto,
los tripomastigotes sanguineos pasan al intestino del triatoma, transformandose en
epimastigotes y esferomastigotes, los que posteriormente se multiplican por fisién binaria
longitudinalmente para convertirse al final en tripomastigotes metaciclicos. Estas formas son

eliminadas por las heces y constituyen la fase infectante para el mamifero.



b) Ciclo de vida en el huésped vertebrado,
Después de alimentarse el tratomino infectado, libera al defecar, a los tripomastigotes
metaciclicos que penetran ya sea por el sitio de picadura, por mucosa o cualquier sitio donde

exista discontinuidad de las barreras epiteliales

Al penetrar el parasito a la célula del tejido, adopta la forma de amastigote y se multiplica por
fision binaria, de ahi se liberan a torrente sanguineo para transformarse posteriormente en
tripomastigotes sanguineos, los que se diseminaran a otros tejidos para multiplicarse

nuevamente como amastigotes, repitiéndose muchas veces este proceso.

El ciclo de vida se completa cuando un triatomino libre de infeccion se alimenta de un
mamifero infectado, ingiriere los tripomastigotes sanguineos y reinicia de esta manera el ciclo

biologico.

1.4, VECTORES Y RESERVORIOS.
El T cruzi se desarrolla habitualmente en los triatominos que actian como vector transmisor,

son insectos pertenecientes a :

Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae

Distribuidos en 6 géneros v 114 especies En la Repiiblica Mexicana existen aproximadamente
32 especies de triatominos pertenscientes a 6 géneros distribuidos en todos los estados. Las
especies mexicanas de mayor importancia sot .

R. prolixus, T. barberi, T. dimidiata, T. phyllosoma, T. longipennis y T. picturata, en base a su

domesticidad y distribucion geografica™



Los huéspedes vertebrados fungen como reservorios (todos los animales infectados por el
parésito que lo mantienen en la misma fase que se encuentran en el hombre), por ejemplo los

murciélagos, gatos, perros, etc., y el hombre

1.5, CICLO DE TRANSMISION DE T. CRUZI POR LOS TRIATOMINOS.

Realizan tres diferentes ciclos, en refacion directa a su antropofilia .

1-  Ciclo silvestre o enzoético: triatominos silvestres que solo ocasionalmente pican al
hombre
2.-  Ciclo peridoméstico intermedio o zooantropético: aquellos que habitan en las

cercanias de la vivienda humana y gue han iniciado la colonizacién de ésta.

3.-  Ciclo doméstico domiciliario 0 antropético: triatominos que tienen como principal
fuente de alimento al hombre aunque no desdefian animales domésticos & silvestres
(murciélagos, tlacuaches, ciertos roedores, etc.) que viven en la habitacion humana o

penetran a ella.

1.6, FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD.

La penetracion de T. cruzi en el organismo de! hospedero vertebrado particularmente el
humano puede presentar diferentes manifestaciones clinicas dependiendo de la via de entrada y

la diseminacion a otros tejidos y organos,

La fase aguda esta caracterizada por fiebre elevada intermitente, crecimiento de los ganglios
linfaticos v en caso de invadir tejido visceral, hepatoesplenomegalia o miocarditis. En el sitio
de picadura del artrépodo vector se produce un signo de puerta de entrada, es conocido como
“chagoma de inoculacion”. Estas lesiones son nodulaciones duras eritemo-papulosas que
pueden presentar pequefias vesiculas no supurativas y que tienen un tiempo de evolucion de 2

a 4 semanas.



Cuando la entrada del parisito es por conjuntiva se presenta un complejo oftalmoganglionar
denominado signo de Chagas-Mazza-Romafia, caracterizado por inflamacién de los ganglios

periauticulares y de las cadenas cervicales.

En la fase indeterminada desaparece la sintomatologia, sin embargo, la serologia es positiva,
electrocardiogramas normales y radiografias del corazén, esofago y colon, sin alteraciones.
También presentan parasitemia esporadica transitoria y escasa. De este tipo de casos
evolucionan a las formas cardiacas o digestivas el 30% y aproximadamente el 70% permanece

indefinidamente en la etapa indeterminada.

El establecimiento del parasito de forma indefinida en el organismo puede ocasionar lesiones
irreversibles presentando cuadros cronicos. En esta fase cronica el parasitismo y la parasitemia
sufren un considerable descenso, v se hace dificil el hallazgo del agente etioldgico en la sangre

y en los tejidos.

En los casos en que el miocardio y el tubo digestivo sean lesionados, la afeccion puede
desarrollar enormes cardiomegalias por dilatacién del miocardio, con zonas de adelgazamiento
de la pared ventricular que pueden ocasionar un aneurisma, y sobre todo en la punta del

corazén,

En el caso de la miocardiopatia chagasica cronica (CCC), el dafio comienza siempre en un
periodo subclinico con alteraciones del ECG, el cual generalmente indica alteraciones en la

conduccidn,

Cuando el paciente se hace sintomatico cominmente inicia con palpitaciones y disnea,

precordalgia y sintomas originados por estasis visceral particularmente hepitica



Otras formas clinicas como las megas (grande o crecimiento) viscerales se deben a la
disfuncién motora de Jos segmentos del esofago y colon debido a la denervacion parasitémica

intramural.

Cuando la infeccién es via transplacentaria, el paso de T. cruzi al feto durante la gestacion
determina un cuadro clinico caracterizado por el nacimiento prematuro, hepatoesplenomegalia,
compromise del SNC variable y del miocardio Esta forma clinica presenta una elevada
mortalidad debido a que la mayoria desarrolla una distrofia grave, con profundas alteraciones

del sistema inmune

1.7 DIAGNOSTICO.

Cuando 12 enfermedad cruza por la fase aguda puede ser confundida con varias enfermedades
febriles, principalmente paludismo y Kala-azar. La fiebre elevada continua con exacerbacion
vespertina con aproximadamente un mes de duracion, taquicardia y edemas duros, etc.; las
manifestaciones de puerta de entrada pueden sugerimos el diagnostico. Aunque la observacion

y aislamiento del parasito en muestras organicas del paciente lo confirman.

1.7.1.  ESTUDIOS DE LABORATORIO.
El diagnéstico parasitologico estd basado en examenes directos, que permiten detectar el

Trypanosoma cruzi en la sangre y los examenes serologicos los anticuerpos formados bajo el

estimulo del pardsito’?

a) Diagnostice parasitologico directo.

I-  Examen directo de sangre fresca. Este examen es empleado en el diagnostico rapido de
las formas congénitas y fase aguda.

2.-  Examen de gota gruesa. En esta técnica s¢ hemolizan los eritrocitos para que su

acumulacion no impida la observacion de los parasitos.



b}

Técnica de Strout. Se realiza en sangre total y se somete a centrifugacion, con ef fin de
concentrar y sepatar los parasitos.

Xenodiagnostico. Se utilizan 21 tristominos para demostrar la presencia de T, cruzi.
Esta técnica se utiliza en la fase aguda y cronica

Hemocultivo. Utilizando como medio de cultivo para el parésito la propia sangre de los
pacientes chagasicos con medio de cultivo liquido con suplemento de infusion liquida
de triptosa como es el medio LIT .

Inoculacién en animales de laboratorio. Se han empleado numerosas especies de
animales para efectuar inoculaciones y hoy en dia se prefiere utilizar el raton de
laboratorio. Los ratones con una edad de tres semanas, son inoculados por via

intraperitonial con sangre citratada de pacientes.

Diagnéstico indirecto (serologia).

Las técnicas utilizadas ponen de manifiesto la existencia de anticuerpos T, cruzi en e} probable

infectado chagésico. Los métodos serologicos més empleados son’ Hemaglutinacion indirecta

(HAI), reaccion de fijacion de complemento (RFC), inmunofluorescencia indirecta (IFI),

aglutinacion directa (AD) y las téenicas inmunoenzimaticas (E.L.LS.A) 2
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En 1936 Salvador Mazza fue el primero en proponer la posibilidad de transmision de la
enfermedad de Chagas por tramsfusién sanguinea, seguido por Dias en Brasil (1945),
Bacigalupo en Argentina (1945} y Talice en Uruguay en (1947) b

El primer grupo de donadores seropositivos que presentaron reactividad en la prueba de
fijacion de complemento fue informado en 1949 en Belo Horizonte Brasil por Peregrino y
Emmanuel Dias en forma independiente. En 1952 Pedreira de Freitas encontré los primeros
casos de Chagas pos-transfusional confirmados en Brasil. Mucho tiempo después fueron
descritos otros casos de enfermedad de Chagas por transfusion sanguinea en Brasil,
Venezuela, Chile, Bolivia v gradualmente en otros paises de Latinoamérica.

La seroprevalencia de anticuerpos T cruzi en donadores en Latinoamérica es muy variable, en

Argentina hay informes que existen del 1 a 1 7%de seroprevalencia en la ciudad de Buenos
Aires y hasta un 23.9 % en Chaco. En Brasil la seroprevalencia varia entre 0.03 % en Rio de
Janeiro hasta 14 5 % en Brasilia. Chile reporta un 0.3% en Santiago bhasta 29.0 % en
Salamanca, en Colombia el Centro Nacional de la Transfusién reporta una seropositividad de 0
a127% y Cruz Roja Colombiana de 0 a un 5.2 %, en San José de Bogota el 23%. En
Ecuador la prevalencia es menor de 0.72% mientras que en Venezuela se ha informado de 1.3
a 4.0 %, En la Paz Bolivia es de 4.9 % y en Santa Cruz de 62.0%. Costa Rica con prevalencia
de 0.8 2 1.6 %, Guatemala con 5 % y Honduras con 11.6 %575%1¢11%0

La infeccion por Irypanosoma cruzi hasta hace poco estuvo limitada a Latinoamérica
determinando como zona endémica desde el sur de Estados Unidos hasta el paralelo 46 sur
cerca de la Patagonia.

Debido a los movimientos migratorios de la poblacion de zonas rurales a urbanas intra €
internacionales han permitido la posibilidad de extender los limites geogrificos de la

enfermedad.

9



En Norteamérica como E.U. y Canada se han informado casos, asi hasta 1993 por ejemplo: en
los Angeles California observé una seroprevalencia de 0.09 a 1 %*!, en Washington 1. C. de
205 inmigrantes centroamericanos (de Nicaragua y El Salvador principalmente) ¢l 4.9 %.

En otros continentes hasta ahora no se han informado casos de enfermedad de Chagas, pero se
estima que ia poblacién de inmigrantes fatinoamericanos provenientes de zonas endémicas
represeitta un sector muy importante y de riesgo potencial para la transmisién de la infeccion.
Se sabe que aproximadamente hay 300 000 inmigrantes latinoamericanos en Europa,
especialmente en Portugal, Espafia, Italia, Francia e Inglaterra. En Japon han migrado
alrededor de 150 000 brasilefios en 10 afios y 80 000 latinoamericanos en Austria®.

En México, Luis Mazzoti en 1940 report6 los primeros casos de tripanosomiasis americana, en
pacientes originarios de Real del Carmen Oaxaca. En esta zona los triatominos encontrados
fueron R, prolixus infectados con T, gmzi. Veinte afios después Francisco Biagi informoé los
primeros casos comprobados de miocarditis causada por este parasito >* Estudios posteriores
informaron de casos en el Estado de Chiapas, Jalisco y Oaxaca. En 1972 Tay y colaboradores
informan el panorama de la enfermedad de Chagas en la Repitblica Mexicana’, determinando
como area potencial de transmision a todo el territorio que se encuentra a menos de 1800 m
sobre el nivel det mar, debido a que dentro de esa altura es donde se han encontrado
triatominos infectados por el pardsito. En 1992 se publica un estudie epidemiologico a nivel
Nacional donde se confirma la elevada seroprevalencia en areas ya estudiadas como Qaxaca,
:Veracruz, Hidalgo y Chiapas; en los estados de Jalisco, Michoacédn y Guerrero conocidos
como de alta prevalencia no fue la esperada, sin embargo, Yucatan, Querétaro, Coahuila,
Nuevo Leon y Baja California Norte se informaron casos de seropositividad. Los resultados de
la encuesta presentan una seroprevalencia muy variable en todo el territorio Nacional que va de
0 al 3.0%, detectando trabajadores migratorios infectados en las ciudades fronterizas de Baja

California .

16



La tripanosomiasis iatrogénica pos-transfusional es la segunda via de infeccion de_T. cruzi en
zonas endémicas y la principal en paises donde no se presenta la infeccion por vectores.

El estudio en bancos de sangre de esta enfermedad en México es muy reciente, el primer
informe data de 1978 ( Golsdmith y cols ) reporta el 44 % de seroprevalencia en
hemodonadores de la ciudad de Oaxaca'®. Velasco y Sepilveda en 1985 notificaron una
seroprevalencia de 0.67 % obtenida en el Centro Nacional de la Transfusion de la ciudad de
Meéxico Tinoco y Gardufio detectan 11.2 % de seropositividad en donadores familiares en
bancos de sangre de la ciudad de Acapulco y un 19 % en donadores remunerados en 1987; en
este mismo afic { Montedn y cols ) informaron la seroprevalencia de 1.1 % en un trabajo
realizado en la zona metropolitana'’. En 1989 et Banco de Sangre del Hospital Rubén Leiiero
obtienen una seroprevalencia de 2 %

En 1991 en el Congreso Iberoamericano de Bancos de Sangre y Medicina Transfusional se
informé de estudios hechos en diversos estados del pais donde ia seroprevalecia fue variable de
0.0 2 7.6 %, encontrando la mas alta en donadores de Oaxaca, Tamaulipas y Guanajuato'®

En la ciudad de México Ramos y cols' observan el 0.28 % de seroprevalencia en donadores
de banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiclogia * Ignacio Chivez” en 1992. En el

estado de Jalisco ( Trujillo y cols) informé el 1.2 % de seropositivos enl $93*



II. OBJETIVOS.

Actualizar los datos de seroprevalencia de anticuerpos anti- T. cruzi en hemodonadores

del banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia “ignacio Chévez”.

Obtener informacién a través de la historia clinica que contribuya a determinar el lugar
de origen y residencia de los donadores que con mayor frecuencia acuden al servicio

de Banco de Sangre,

Alslar al parésito por medio de hemocultivos a partir de las unidades de sangre de los

donadores con serologia positiva para T. cruzi.

12
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PRUEBA DE E.L.LS.A.

La prueba de ELISA se realizd de la siguiente manera’

1-

4-
5.-
[

7-

8-

Q-
10.-

11.-
12.-

Se sensibilizo la placa con 100 n |, pozo del extracto antigénico soluble ajustado a 10
pg/ml en amortiguador de carbonatos 2 un pH de 9 6; e incubé toda la noche 2 4°C

Se decant6 y lavandose 4 veces con PBS-Tween 20 (0.05%), (este amortiguador se
utilizd como solucion de lavado ), agregando 200 pl/pozo.

Se bloqued con PBS-Tween 20 —Albumina bovina al 1%, agregandole 100 pl /pozo e
incubdndose 2 37°C por una hora.

Se decantd y lavd 4 veces con la solucién de lavado.

Las muestras y Ios sueros control s¢ diluyeron 1:400 en amortiguador de lavado.

Se agregd 100p! de la muestra dilvida/ pozo analizandose por triplicado; e
incubandose una hora a 37°C

Se lavd 4 veces con el amortiguador de lavado.

El conjugado ( anti-lgG humana marcada con peroxidasa) se diluyé 1:5000 en PBS-
Tween 20- Albimina al 1% y se aplico en cada pozo 100 pl. Incubandose a 37°C por
una hora.

Se lavd 4 veces con el amortiguador de Javado .

El sistema de revelado consiste en o-fenilendiamina (4.0 mg) en amortiguador de
citratos-fostato pH=5.0 (10 ml) y H,0; 5 pl, de esta solucién se deposité 100 pl por
pozo y se dejé la reaccion 10 minutos en la obscuridad

Al finalizar el tiempo de reaccion, se detuvo con 50ul de 4cido sulfarico 2.5 N.

Se leyo a 490 nm.

i4



£V.3. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA ( IFI).

La prueba de inmunofluorescencia indirecta la llevamos a cabo como indica la técnica aqui

descrita.

A.- Preparacion de las laminillas con epimastigotes.

1-

2.
3.

7-

A partir de un medio de cultivo BHI ya inoculado con T cruzi y en la fase de
epimastigote, la fase liquida del medio se filtré a través de una gasa esténil v se
centrifugd a 3000 r.p.m durante 10 minutos

Se decanté y el boton se resuspendi6 en solucién amortiguadora (PBS 0.01M pH=7.2).
Posteriormente lavamos y centrifugamos con solucion amortiguadora (PBS 0.01M
pH=7.2 ) a 3000 rpm durante diez minutos 3 veces siguiendo las mismas indicaciones
anteriores .

Por ultimo el paquete celular se resuspendi6 en una cantidad equivalente a 10 veces el
volumen def botén obtenido.

Se depositd una gota de la suspension obtenida en un portaobjetos y se observo al
microscopio, después se ajusté la concentracion de los pardsitos aproximadamente de
20 a 40 por campo.

En portaobjetos previamente circulados, con lapiz de punta de diamante, se deposito
una gota de la suspensién de parasitos dentro de la zona delimitada y se dejaron secar
al aire.

Las laminillas se conservaron en refrigeracién a -70° C.

Cuando se realizé la técnica de inmunofluorescencia a las muestras, las laminillas se

descongelaron y se fijaron con metanol.
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B.- Prueba de inmunofluorescencia indirecta.

1-

7.
3-

6 -
T -

Los sueros problema y controles se diluyeron en solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS0.01 MpH=72)a 1.232 y 1:64.

Se identificaron las laminillas con las muestras correspondiente y diluciones hechas.

Se depositaron 100 pl de cada dilucion en el espacio correspondiente a la suspension
fijada de epimastigotes, dejando las laminiltas en camara himeda 20 minutos

Lavamos con amortiguador de fosfatos (0.01 M pH=7.2)colocando las laminiilas en
una vaso de coplin en agitacion lenta, realizando el procedimiento 3 veces

Se realizé la dilucién del conjugado ( anti-IgG humana marcada con fluoresceina ),
1:64 en Azul de Evans que esta diluido a 1:10000 6 1:15000.

Se depositan 100y 1 del conjugado y se deja 20 minutos en cdmara himeda

Se lavd 3 veces con amortiguador de fosfatos (PBS 0.01 M pH=7.2) (siguiendo las
indicaciones anteriores del lavado ).

Se colocaron sobre una gasa seca y escurriéndolas unos segundos para eliminar el
exceso de amortiguador, sin dejar secar se adiciona rapidamente una gota de glicerol y
se colocd un cubreobjetos.

Por dltimo se leyé al microscopio de fluorescencia >°

V.4, HEMOCULTIVO.

a). Hemocultivo a partir del concentrado eritrocitico.

Fl hemocultivo que hicimos a partir del concentrado eritrocitico se trabajé en el orden

siguiente:



2.-
3.-

5.-
6.-
7.

8-
9.

En condiciones estériles fraccionamos alicuotas de 40m! del concentrado eritrocitico en
tubos de 50 ml nuevos y estériles.

Se centrifugd a 3000 r.p m por 10 minutos a 4cC

Sin resuspender la sangre se retir6 el plasma dejando aproximadamente en fa interfase 5
ml a cada uno de los tubos (el plasma recolectado se puso en alicuotas y se guardd a -
70°C para estudios posteriores).

Se tomaron los 5 ml de plasma méas 5 ml de eritrocitos y se depositaron en un tubo
estéril de 50 ml

Se adiciond un volumen equivalente de medio LIT y se mezclé por rotacion.
Centrifugamos a 3000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

Se retird la fase acuosa dejando 2 ml aproximadamente en la interfase, despucs se
adicioné un volumen equivalente al de la muestra contenida de medio LIT.

Mezclamos suavemente por rotacion y después se incubaron a 28 °C por tres meses.

Los hemocultivos se revisaron una vez por semana, mezclandose previamente los tubos

por rotacion.

b). Hemocultivo a partir del plasma.

La fraccion de plasma se trabajo de la siguiente manera:

1.-

Se centrifugod la bolsa del plasma colocando la llave de paso de la bolsa hacia abajo, a
3000 r.p.m. por 5 minutos.

En condiciones de esterilidad se abrio la llave de la bolsa y se depositd
aproximadamente 10 ml de la parte inferior de plasma en un tubo de 50 ml esteéril

Se adicioné al tubo un volumen equivalente al de la muestra de medio de cuitivo LIT.

Se agitd por rotacion suavemente y se metio a incubar a 28%C por tres meses.



IV.5.

Los hemocultivos se revisaron al microscopio una vez por semana, mezclandose
previamente los tubos por rotacion, se tomé una muestra con pipeta Pasteur en
condiciones de esterilidad depositandolo en un portaobjetos y se colocd un

cubreobjetos &7

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WB)

La metodologia se realizé en el orden que indica la siguiente técnica.

IV.5.1 Preparacién de la muestra antigénica.

Se utiliza el extracto antigénico soluble de T cruzi, se tomd 500 pg de la proteina y se
diluyé 1:2 con el amortiguador de muestra.
Después se adiciond 2- B mercaptoetanol a una concentracion final de 1:20 y se colocod

en bafio Maria a ebullicién por 5 minutos.

IV.5.2.Resolucién de la muestra por electroforesis.

1

Preparacion de los geles de poliacrilamida.

Se nivelaron y armaron los vidrios utilizados para la preparacion de los geles en
sandwich verificando que no hubiera fugas.

El gel separador se prepard y se deposité en ¢l sistema rapidamente evitando formar
burbujas, enseguida se agregé a la superficie del gel agua desionizada o alcohol
isopropilico.

Una vez que solidifico se retir6 el agua y se seco.

Después se coloco un peine preparativo, se hizo la mezcla del gel concentrador e

inmediatamente se adiciond evitando que se formen burbujas.



IL-Corrimiento electroforético.
Se prepard la camara de electroforesis colocando los geles y el amortiguador de corrida
(o electroforesis) en bafio de hielo.
En un canal del gel concentrador se depositaron los marcadores de pese molecular
{MPM) y en ¢l preparativo la muestra antigénica (marcar el lugar en el que se depositd
MPM) .
La electroforesis se inicié a 500 volt por una o dos horas dependiendo hasta donde se

desce la separacidn de l2 muestra antigénica en el gel.

1V.5.3, Transferencia de los polipéptidos separados a Ia membrana de soporte.

a}. El sisterna se montd de la siguiente manera;
Se recortd el papel filtro y la nitrocelulosa del tamafio del gel separador, después se
sumergieron unos minutos en amortiguador de transferencia
Enseguida se construyd un sistema de sandwich en el siguiente orden

1.- toalla de soporte,

2.-  papel filtro,

3.~  gel de poliacrylamida,

4.- membrana de nitrocelulosa,

5~ papelfiltro,

6-  toalla de soporte.

b)- Los sistemas formados se colocaron en la cémara de transferencia y después se
adiciono el amortignador de transferencia.

¢}-  Se conectd el electrodo positivo al anodo dejando el sistema de sandwich con la
membrana de nitrocelulosa hacia el 4nodo.

d).-  Serealizd la transferencia a 500 volt durante una hora



e).-

8-

Una vez terminada la transferencia se separé ef gel y la membrana sefialando la posicion
de los MPM.

El gel separador se tifté con azul de Cumassie para verificar la transferencia

De 1z membrana de nitrocelulosa se corto la seccién de los MPM y se lavé con PBS

0.01M, pH=7.2, después se tifid con negro de amido.

IV.5.4. Bloqueo de los higares no especificos de la membrana de gitrocelulosa.

a).-

b).-
c).-

Cuando separamos los pesos moleculares la fraccién de la membrana restante se
sumergio en amortiguador de PBS-Tween- Albiimina bovina al 3% toda la noche

Se lavd 5 veces con PBS-Tween 20 al 0 1 %.

Se lavé 2 veces con PBS 0.01M, pH 7.2; congelandose hasta su uso a -20 OC(en el

caso de no utilizarla inmediatamente).

IV.5.5, Reaccién antigeno-anticuerpo.

La adicion de los sueros que contienen los anticuerpos especificos contra T cruzi

a).-

b) -

c).-

d).-

Se cortaron tiras de la membrana de nitrocelulosa de 0.4 cm de ancho, de tal forma que
el corte fuese paralelo a la misma direccion en que se llevo a cabo el corrimiento
electroforético, para que las tiras tengan incluidas todas las proteinas separadas .

Se hicieron diluciones de los sueros problema y controles 1:100 en PBS-Tween 20 al
0.1%.

Se pusieron a reaccionar las tiras de la membrana de nitrocelulosa con las diluciones de
los sueros por dos horas en agitacion lenta a temperatura ambiente

Después se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.1% con agitacion 4 veces.
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e).-  Se diluyd el conjugado (anti- IgG humana en cabra marcada con peroxidasa ) 1.1000
en PBS-Tween 20 al 0.1% y se dejo reaccionar una hora en agitacion .

f)-  Selavd 5 veces con PBS-Tween 20 al 0 1% y 2 veces con PBS 0.01M, pH=7.2

IV.5.6. Revelado y deteccion.

a).- Las tiras de nitroceiulosa bien identificadas se sumergieron en la mezcla preparada
como sustrato con agitacion constante hasta que se observo el revelado de las bandas
reconocidas por los anticuerpos presentes, tanto en los controles positivos como en los
sueros problema (aproximadamente 10 minutos)

b).-  Sedetuvo la reaccién con agua de la llave y se observaren los resultados.

IV.5.7. Tincién de los marcadores de peso molecular ( MPM ).

a)- En un recipiente se depositdé colorante negro de amido, sumergiendo los MPM
obtenidos en la membrana de nitrocelulosa y con agitacion lenta se dejaron reaccionar
hasta que se obtuvo una buena definicion en la tincién,

b).- Después se lavd con solucién decolorante para aclarar los resultados, enjuagandolos
con agua de la llave,

Por ultimo se compard los patrones de los marcadores de peso molecular (MPM} con

los obtenidos con los sueros problemas y controles H
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V. RESULTADOS

Los donadores estudiados fueron diagnosticados aptos para la flebotomia después de cumplir
con los requisitos obligatorios: historia clinica basica, el examen médico exploratorio y los
estudio serolégicos estipulados por la Secretaria de Salud (anticuerpos negativos contra el

virus de la hepatitis B, hepatitis C, HIV Y VDRL)},

Se analizaron 1795 muestras de donadores, el 79.67 % (1430) fueron hombres y 20.33 %
(365) mujeres; de los cuales ¢l 58 % se encuentra entre 18 y 30 aflos de edad, el 37 % entre 31

y 45 afios y el 5 % de 46 2 60 afios.

En el cuadro 1 observamos que del total de donadores estudiados con respecto al lugar de
origen el 55.49% correspondieron al D.F. y el 42.61% a los estados vecinos del centro y
sureste del pais. Después del DF. las personas que con mayor frecuencia acudieron son
originarias de! Estado de México obteniendo el 15.60% y de Hidalgo un 429%. Los
donadores procedentes de los estados de Guanajuato, Morelos, Oaxaca, Puebla, Michoacén,
Veracruz, Querétaro, Tlaxcala y Jalisco se observaron frecuencias entre ¢l 1 y 4 % Con
valores menoies de 1 % correspondieron a los estados de Guerrero v Tabasco. El 1.89% son
donadores originarios de otras entidades federativas del pais como Sinaloa, Zacatecas, Nuevo

Le6n, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi, Nayarit, Aguascalientes, Yucatan.

En el cuadro mimero 2 se informa los datos obtenidos con respecto al lugar de residencta y

niimero de donadores que con mayor frecuencia acuden al servicio de banco de sangre.
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CUADRO i

Datos correspondientes al lngar de erigen.

ENTIDAD NUMERO DE  |FRECUENCIA
FEDERATIVA |DONADORES Yo
DFE 996 5549
Edo. De Méx. 283 15.60
Hidalgo 77 4.29
Guanajuato 71 3.96
Morelos 70 3.90
Qaxaca 50 278
Puebla 4] 2.28
Michoacin 38 2,11
Veracruz 33 1.83
Querétaro 30 1.67
Tlaxcala 25 1.39
Jalisco 19 106
Guerreto 16 089
Tabasco 12 0.67
Varios* 34 189
TOTAL 1793 100

Originarios de ofras entidades federativas del wnterior del pais.

23




CUADRO 2

Datos correspondientes al lugar de residencia .

ENTIDAD NUMERO DE FRECUENCIA
FEDERATIVA |DONADORES %
DF 1059 59.00
Edo De Méx. 514 28.63
Hidalgo 47, 2.62
Morelos 33 1.84
Guanajuato 29 161
Puebla 17 0.95
Michoacin 15 0.83
Veracruz 15 0.83
Tlaxcala 13 0.72
Querétaro 12 0.67
Oaxaca 11 0.61
Guerrero 9 0.50
Tabasco 8 0.44
Jalisco 5 0.28
Varios* 8 0.44
TOTAL 1795 100

sResidentes de otras entidades federativas del wnterior del pais.
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Con respecto al lugar de residencia observamos en el cuadro numero 2 que el 59 % de la
captacion de donadores viven en el D.F. El 28 63% son residentes del Estado de México, el
2.62% viven en Hidalgo, el 1.84% en el Estado de Morelos y en Guanajuato el 1.61% A
diferencia de los datos del cuadro 1 los donadores que radican en las entidades federativas

restantes mencionadas observan frecuencias menores del 1%

Con ¢l fin de observar el movimiento de ésta poblacion consideramos pertinente calcular el
porcentaje de migracion de la muestra de donadores, con base en la comparacion de los

resultados de lugar de brigen y de residencia (Cuadro 3 )

CUADRO 3

Datos del poreentaje de migracién de la poblacién de donadores est diad:
ENTIDAD RESIDENCIA  N'| ORIGINARIOS N[ %
FEDERATIVA DE DONADORES DE DONADORES MIGRACION
D.F. 1059 996 5.95i
Edo de Méx 514 283 44 941
Hidalgo 47 7 38 96e
Morelos 33 ! 53.52e
Guanapuato 29 0 58 57e
Puebla 17 50 66.00¢
Michoacin 15 41 63.4le
Veracniz 13 38 60 52¢
Tlaxcala 13 33 60 60e
Querétaro 12 30 60.00e
Qaxaca 11 25 56 Ofte
Guerrero 4 19 52.63¢
Tabasco 8 16 50.00e
Jalisco 5 12 5833¢

*(e) comresponde a emigracidn y la (iJa migracion .




En los datos obtenidos del porcentaje de migracion observamos que los donadores residentes
en el Estado de México el 44.94.% son originarios de otras entidades federativas v en forma
menos refevante el D.F., que registro el 5.95% de inmigracion En contraste a estos resultados
observamos a los donadores originarios de los estados de Morelos, Guanajuato, Puebla,
Michoacén, Veracruz, Tlaxcala, Querétaro, Oaxaca, Guerrero, Tabasco y Jalisco que

emigraron entre el 50 a 66 %, v ¢l Estado de Hidalgo con menos del 40 % de emigracion.
g g

Los resultados obtenidos con respecto a la seroprevalencia anti-T. cruzi en la poblacion de

donadores son los siguientes:

Se considera una prueba positiva a T. cruzi cuando resulte positiva en al menos dos de las

técnicas empleadas y negativa cuando sean discordantes ¢ negativas .

De 1795 muestras estudiadas 6 fieron reactivas por la técnica de ELISA, confirmandose por
inmunofluorescencia indirecta tres sueros a la dilucion de 1.32 y dos a 1:64 (Cuadro 4).

Los seis sueros fueron sometidos a la prucba de Western Blot y se observd que los patrones
presentados por los cinco sueros confirmados positivos son similares a fos patrones de los
sueros chagésicos utilizados como controles

Con respecto a los hemocultivos que hicimos de los paquetes globulares y de los plasmas todos
fueron negativos.

En los datos del cuadro 4 observamos que las muestras confirmadas positivas por 1F] indirecta
utilizande l1a dilucion del suerc 1:32 observaron densidades Opticas mayores o iguz;les a3
por la prueba de ELISA, y con densidad optica mayor de 0.4 dos muestras fueron confirmadas

utilizando la dilucion del suero 1:64.

Para complementar los resultados de los donadores con serologia positiva recopilamos los

datos de lugar de origen , residencia y edad (Cuadro 5).
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CUADRO 4

Resubtados de la serologia para T. cruzi por las cuatro técnicas utilizadas.

TECNICA |E.LLS.A.[LFI |WB [|HEMOCULTIVO
Donador

1 0212 - - -

2 0.328 1.32 |+ -

3 0.360 132 |+ -

4 0.417 164 |+ -

5 0.556 1.64 |+ -

6 0317 1:32 |+ -

Para la prucba de ELISA &f vator de corte D.O. { 0.21 ),para la prucba de JFI indirecta se considerd posiiva

ulthzando la dilucién del suero problema 132

CUADROS.

Datos de origen , residencia y edad de fos donadores con serologia positiva .

DONADOR | SEXO EDAD RESIDENCIA ORIGINARIOS
aiios

1 M *. Edo. de Méx Edo de Méx

2 M 22 DFE Veracruz

3 F 35 Edo. de Méx. Edo de Méx.

4 M 19 Veracruz Veracruz

5 F 46 Edo. de Méx. Edo. de Méx.

6 M 31 DF. Oaxaca

*No se regystro la edad .
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Observamos en el cuadro anterior que dos de los donadores positives confirmados son
originarios y residentes del Estado de México y uno es originario y residente de Veracruz, dos
son residentes del D.F. de los cuales uno es originario de Veracruz y otro donador de Oaxaca
Las edades estan distribuidas entre 18 a 50 afios. Respecto al sexo estd distribuido con ¢l 65%
aproximadamente de hombres y el 35 % mujeres sobre la base de los donadores positivos por

la prueba de tamizaje.

Con el fin de comparar la seroprevalencia encontrada para T. cruzi con las otras pruebas
serologicas obligatorias para el Banco de Sangre, solicitamos los resuftados obtenidos de las

prucbas de tamizaje de la poblacién de donadores estudiada (Cuadro 6 ).

CUADRO 6

Comparacion de Ia frecuencia de hallazgos seroldgicos entre el grupe de donadores estudiado.

SEROPREVALENCIA | POSITIVOS A MAS DE UNA | SEROPREVALENCIA%

SOLC A PRUEBA SEROLOGICA

HIV 0.0% HIV CON,HVC,HBsAg Y RPR 0.22

HVC 0.22 HVC CON, HIV,RFR 139

HBsAg o1 HBsAg CON RPR 039

RPR 0.27 RPR CON HVC,HIV HBsAg 173

T.CRUZI 033 T CRUZL 0
*Las pruebas serodigi listadas son las sigui prucha para la deteccion de anticuerpos contra el Vs del Sind de la b defici
Humana (HIV),para la d ién de anticuerpos contra los antég de Hepatitis B (HBsAg) y Hepatitis C (HVC), prucha con €l reactivo de RPR para

la deteccibn de Sifilis ¥ por itimo la prucba para ta deteccsén de anticuerpos contra 1. cruzi Total de donadores estudiados 1795
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En ef cuadro 6 se observan las seroprevalencias encontradas para HBsAg, HVC, anticuerpos
contra el HIV, T. cruzi y la aglutinacion con el reactive de RPR en la poblacion de donadores
estudiada . Ademas las seroprevalencias obtenida cuando fue reactivas a més de una prueba

serologica

Las prevalencias obtenidas para una sola prueba serologica son las siguientes. en primer lugar
tenemos a la prueba para T. cruzi con el 0.33 %, después con ¢l reactivo de RPR que se utiliza
como prueba de tamizaje inespecifica para la deteccidn de Treponema palidum con 0.27 %,
para la prueba de HVC ¢l 0.22 %,el 0.11 % para la prucba de JIBsAg y por ultimo la prueba
de HIV obteniendo el 0.0 %. Por otra parte las seroprevalencias registradas a mas de una
prueba seroldgica se observd al reactivo de RPR con las pruebas de HVCHIV y HBsAg
obtuvo el 1.73 %, la prueba de HVC con HIV y RPR fue de 139 %, para IIBsAg con el
reactivo de RPR registrd el 0.22%, v la prueba de T. cruzi observo el 0 0 % .
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VI. PISCUSION Y CONCLUSIONES

En los resultados obtentdos se observa que los donadores de las entidades federativas gue con
mayor frecuencia asistieron al banco de sangre respecto al lugar de origen fueron’ el D.F y el
Estado de México con el 55 49% y 15.60% respectivamente; les siguen los donadores de los
estados de Hidalgo(4.29%), Guanajuato (3.96%), Morelos(3.90%) y con frecuencias menores
del 3% los donadores procedentes de los estados de Oaxaca, Puebla, Michoacan, Veracruz,
Querétaro, Tlaxcala, Jalisco, Guerrero y Tabasco. También se presenta asistencia esporadica

de donadores de otros estados del pais principalmente del norte.

Con respecto a los resultados observados de! lugar de residencia, el 59 % son donadores que
viven en el D.F, y 28.63% en el Estado de México. Aproximadamente el 78 % de los
donadores estudiados son residentes de] area metropolitana . En tercer lugar tenemos a los
donadores procedentes del Estado de Hidalgo (2.62 %) tanto como originarios o residentes
que acuden al servicio de banco de sangre, seguido de los estados de Morelos y Guanajuato
con el 1 84% y 1.61% respectivamente; de las entidades federativas restantes las frecuencias de

donadores fueron menores al 1%.

En México existe poca informacion respecto a seroprevalencia a anticuerpos anti-T. cruzi en
donadores de banco de sangre. Sin embargo en estudios previos hechos en el D.F. se ha
reportado que en ¢l area metropolitana la seroprevalencia se ubica entre ¢l 0.2 al 1.6 % En
1985 Velasco y Sepulveda notificaron una seroprevalencia de 0.67 % entre 150 donadores
estudiados en el Centro Nacional de la Transfusion de la ciudad de México. En 1987 en un
trabajo realizado en los bancos de sangre del Instituto Nacional de Nutricion, ef Instituto

Nacional de Cardiologia y el Hospital General de Nezahualcoyolt (Monteon y col ) informaron
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una seroprevalencia de 1.1 % de 265 muestras de donadores, utilizando las técnicas de contra
inmunoelectroforesis (CIE) que es una técnica especifica y de baja sensibilidad obteniendo el
cero porciento y por inmunofluorescencia indirecta (IFT) técnica de alta sensibilidad y
especificidad obteniendo el 1.1 %. Posteriormente en 1989 (Salinas y cols) realizan un estudio
seroldgico especifico a hemodonadores que acudieron al Banco de Sangre del Hospital
General “Rubén Lefiero™ encontrando una positividad del 2 % y en 1990 en el Hospital de la
Mujer (Guzman y cols) detectando el 1.6% de positividad entre sus candidatos a donadores.'®
La técnica utilizada en los dos estudios anteriores fue la hemaglutinacién indirecta utilizando
distintos titulos de corte. En 1993 en el Instituto Nacional de Cardiologia * Ignacio Chavéz”
(Ramos y col ) informan una seroprevalencia de 0.28 % de 1076 donadores estudiados'. Las
técnicas utilizadas fueron Dot-Elisa, ELISA en placa y electroinmunotransferencia. En otras

entidades como Oaxaca las seroprevalencias en donadores oscilan entre 0.9 % al 4.4%

En 1978 (Goldsmith y col ) informan una seroprevalencia de 4.4% de 298 donadores de sangre
estudiados en el estado de Oaxaca' | empleando las técnicas de fijacion de complemento
considerando como positive los sueros con titulos 1:8, hemaglutinacidn indirecta 1:128 y
agiutinacién directa 1:256, considerandose los sueros positivos a una o mas pruebas
seroldgicas. En Guerrero principalmente en Acapuleo, se ha informado seroprevalencias entre
0.1 2 19.0 % incluyendo a donadores remunerados . Otro dato que llama la atencidn son los
reportes de Bayona en Puebla en (1984 ) que observaron el 16.5% de seroprevalencia. En
Veracruz con valores de 1.6 % de una muestra de 300 donadores con titulos mayores o iguales
a 1'8% En 1991 (Eduardo Huerta y cols) informan una seroprevalencia de 4.1, 4.7y 19.7 %
en tres grupos de donadores que acudieron a la Cruz Roja de Cuernavaca Morelos, mediante
fas pruebas de inmunofluorescencia indirecta y por hemaglutinacién indirecta, aplicandose al

72% de ellos un cuestionario epidemioldgico en su preseleccion’,
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Recientemente (Hilda Rangel y col } informa una seroprevalencia de 17 % en un estudio hecho
a 318 donadores en el Banco de Sangre del Hospital Regional de Cuernavaca, utiliza la prueba
de ELISA con dilucién de la muestra de suero 1:26 *. En Michoacan (2.0%) de una muestra
de 435 donadores analizados por la prueba de ELISA, con relacién a Jalisco (Trujillo y cols)
informan en 1993 una seroprevalencia de 1.28% en una muestra de 3419 donadores estudiados

por la prueba de HAT ¥ .

Cuvando se comparan las seroprevalencias obtenidas en poblacion abierta como la realizada por
la ENSE ( Encuesta Nacional de Seroepidemiologia )'°, se encuentra que ¢ Estado de México
se observd en una poblacion muestral de 2808 sujetos una seroprevalencia de cero porciento, y
el D.F. de 0.2 % en una poblacion de 2598, Oaxaca de 1418 individuos el 0.9 %, Hidalgo el
1.5 % (2005), Veracruz con 0.4 % ( 2213), Michoacin el cere porciento de 2045 estudiados y
¢! Estado de Morelos ¢l 0.1 % de 2150 sujetos. En este estudio se utilizaron las técnicas de
hemaglutinacion indirecta (HAI) con titulos de 1:8 como prueba filtro y la prueba de
inmunofluorescencia indirecta, con titulos de 1:32, la asociacién de HAI e IFI con titulos de
1:32 se considerd confirmatoria. Aunque la cobertura de este estudio no fue la idonea, se
observé que la enfermedad de Chagas es irregular en todo el territorio Nacional y se

recomienda realizar estudios en forma focal.

Como se puede observar las seroprevalencias son muy variables y se ven involucrados factores
técnicos y de interpretacion. Como por ejemplo la variabilidad de los criterios de inclusion y
exclusion , tamaiio de la muestra, aunado a las fimitaciones del diagnostico serologico entre
otros son factores que no permiten observar un panorama real de la enfermedad de Chagas.

En Argentina, Brasil, Chile y Venezuela han realizado encuestas seroepidemiologicas masivas

para establecer titulos de corte para considerar los limites de la poblacion no chagisica de la

chagésica.
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Durante mucho tiempo los titulos fueron de 1:8 y 1:16 pero para evitar cruce inmunologico
con otros padecimientos similares como leishmaniasis mucocutanea, Kala-azar vy
tripanosomiasis rangeli han elevado el titulo de corte a 1:32 Seglin Camargo los limites
serolégicos cuantitativos de individuos no infectados e infectados deben ser delimitados de

acuerdo a la region

En el DF en 1995 se realizo un trabajo entre el Instituto Nacional de Diagnostico y
Referencia Epidemiologicos ( INDRE ), Secretaria de Salud y el Instituto Naciona! de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, con el objeto de tener informacion acerca de los antigenos de
preparacion local en fos laboratorios participantes y observar la congruencia de los resultados
de las pruebas serologicas™, En este trabajo se obtuvo un indice de correlacién (Kappa mayor
a 0.8) identificando correctamente los sueros con y sin anticuerpos a T. cruzi utilizando
antigenos preparados y con técnicas distintas (el INC utilizo ELISA en placa ¢ IFl y ¢l INDRE
las pruebas de HAI e IFI ), observando como fimitante el uso de extracto crudo de antigeno

por la variabilidad que presentan en la preparacion.

En estudios hechos en forma local y Nacional en México vemos que los estados de Hidalgo,
Puebla, Qaxaca, Michoacan, Morelos, Veracruz y Jalisco han presentado seroprevalencias muy

variables a anticuerpos anti-T cruzj registrando valores mayores del 1 % en su poblacion

donadora Esto estudios nos permitieron identificar las zonas endémicas y considerar a los
sujetos procedentes de estas entidades como individuos de alto riesgo, y con relacion a
nuestro estudio observamos una captacién de aproximadamente el 230 % de individuos

procedentes de las entidades antes mencionadas.
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Por otra parte los datos observados del porcentaje de migracion nos muesiran que
aproximadamente entre el 50 y 66 % de la poblacion donadora originaria de los estados de
Morelos, Guanajuato, Puebla, Michoacan, Veracruz, Tlaxcala, Querétaro, Oaxaca, Guerrero,

Tabasco y Jalisco sale de sus entidades federativas de origen.

La poblacion donadora procedente de Hidalgo registra aproximadamente el 40 % de
emigracion Por otra parte en el Estado de México se observo que el 44.94 % de los donadores
residentes son originarios de otras entidades del interior del pais y el D.F observé un 5.95 %
de inmigrantes. Estos resultados demuestran que el Estado de México es la entidad que recibe

mayor cantidad de inmigrantes, mientras que los otros estados registran salida de la poblacion.

Al igual que en otros paises vemos que fos movimientos migratorios intra & internacionales de
la poblacion son factores que influyen y modifican el patron epidemiologico tradicional de Ia
enfermedad de Chagas °. Por ejemplo en 1989 (Zicker y col) en un estudio realizado en el
Banco de Sangre Central de Brasil observaron que en individuos de origen rural  fa
seroprevalencia a T. cruzi fue de 1.8 a 16.2% vs 0. a 3.6% correspondiente a sujetos
procedentes de zonas urbanas, en Bolivia, Colombia y Venezuela también se ha observado este
fendmeno en forma mas relevante que en México, debido a que son zonas de alta endémia y

por lo tanto con mayor seroprevalencia®'®!!*",

En EUA la prevalencia de donadores seropositivos es muy variable, los informes de estudios
hechos en grandes ciudades como Miami y Los Angeles California en Estados Unidos, en
donde en encuestas utilizando cuestionarios de seleccion en una poblacién de 299,398
donadores de sangre de inmigrantes de Latinoamérica y en poblacién de donadores ciudadanos
americanos que han visitado recientemente paises Latinoamericanos encontraron tasas de

riesgo a la infeccion con T, cruzi de 0.14% .
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Aunque no se registran valores tan altos como en ef centro y sur de América como Brasil,
Argentina, Venezuela, Uruguay, Honduras y otros paises que en la actualidad han adoptado

leyes para el contro! de T. cruzi en los bancos de sangre >

En la enfermedad de Chagas los examenes parasitolégicos permiten detectar al Trypanosoma
cruzi en la sangre y los examenes serologicos los anticuerpos formados bajo el estimulo del
antigeno, éste ultimo permite solamente determinar si un individuo ha sido infectado o no por

el parésito.

En los tltimos afios las técnicas mas utilizadas para el diagnostico de la enfermedad de Chagas
y en bancos de sangre como pruebas de tamizaje son: fijacion de complemento,
hemaglutinacion indirecta (HAI), ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) como prueba de
escrutinio o de diagnéstico, ademas de la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI), y en

casos especiales de investigacidn western blot.

Aunque estas pruebas serologicas tienen sensibilidad y especificidad mayor del 85 %, cada una
puede llegar a producir resultados falsos positivos o negativos, por lo que se recomienda
utilizar mas de una técnica para disminuir el numero de falsos e incrementar ta sensibilidad del
estudio®®. Las técnicas seroldgicas seleccionadas para éste estudio fueron las pruebas de
ELISA, IFI y Western blot las cuales se encuentran estandarizadas en el Laboratorio de

Inmunologia teniendo una sensibilidad del 95 a 100% y una especificidad entre e 95 y 99 %
17,18

En este trabajo los resultados obtenidos de seroprevalencia a anticuerpos anti -1_ cruzi en

donadores de sangre fue de 0.28 %,
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Las pruebas serotogicas utilizadas concuerdan con los resultados, en cinco muestras de los
donadores y sélo la muestra de suero de un donador fue negativa para IFI indirecta y western
blot, Ja cual puede estar presentando reaccion cruzada con otros antigenos o ser un falso

positivo.

Con relacion a fa reaccion cruzada, los antigenos de Leishmania sp, por lo conocido hasta
ahora en México solo cruzan a titulos de 1:4, por Io que se necesita utilizar los sueros a muy
baja dilucion y en algunos casos sin diluir para observar esta reactividad con T_ cruzi. Esta
caracteristica favorece el estudio realizado, ya que los sueros que trabajamos fueron diluidos a
1:400 y podriamos descartar la posibilidad de reaccion cruzada con leishmaniasis tomando en
cuenta que el donador no observd lesiones cutdneas aunque puede ser procedente de zona

endémica.

Con respecto a la negatividad de los hemocuitivos, la probabilidad de detectar los parésitos es

muy baja, si consideramos que la parasitemia es esporadica en la fase indeterminada y cronica,
aunado a que la técnica tiene de un 40 a un 50 % de sensibilidad” %, Por otra parte el
fraccionamiento de las unidades de sangre (paquete globular , plasma y concentrado
plaquetario ) permite que los parsitos se diluyan tanto en el paquete globular como en el
concentrado plaguetario. sin embargo el hecho de no haber detectado al parésito en el
hemocultivo no implica que no esté presente en las unidades de sangre, lo que si puede sugerir

es que la parasitemia esté disminuida.

T. cruzi puede sobrevivir por unos 20 hasta 42 dias en reffigeracion en fa sangre total y en
prépticamente todas sus fracciones, excepto el plasma liofilizado, la albumina, la gamma
globutina y los concentrados de factores de coagulacién que se someten a procedimientos de
esterilizacion’®"; las medidas de control como afiadir violeta de genciana no han sido eficaces

por diversos motivos como ¢l tinte, malestar general y rash.*!

36



Con relacion a la probabilidad de transmision por transfusién sanguinea Carvahlo y Dias han
calcufado entre el 125 y 25 % de capacidad infectante en estudios de seroconversion de
receptores los cuales recibieron sangre contaminada 32 Para obtener estos valores se
consideraron varios factores: La prevalencia de seropositivos en la poblacién donadora, el

nimero de unidades transfundidas, la sensibilidad de las técnicas de escrutinio

Es importante mencionar que los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Cardiologia
que acuden al servicio de cirugia y hematologia principalmente, son con frecuencia sujetos
politransfundidos los cuales tienen un mayor riesgo de infeccion iatrogénica Asi lo han
demostrado algunos estudios realizados en Chile por Myriam Lorca y col en 1988, que
trabajaron con pacientes en hemodidlisis no politransfundidos y politransfundidos,
obteniéndose cero porciento de seroprevalencia a anticuerpos anti T cruzi contra el 9.7% en

pacientes politransfundidos **.

En este mismo afio informan de la prevalencia de la infeccién por T. cruzi en pacientes

politransfundidos, observando el 15% contra el 2% detectado en donadores de banco de

sangre, corroborando que a mayor nimero de transfusiones el riesgo de infeccion aumenta **

Respecto 2 la procedencia de los donadores seropositivos a T. cruzi observamos que el 80%

viven en ¢l area metropolitana y de estos ¢l 50 % son originarios y residentes del Estado de
México. Este dltimo dato es muy importante debide a gue el Estado de México no se ha
contemplado como zona endémica y que por movimientos migratorios de su poblacion registra
ahora seropositividad. Es claro que los motivos por los cuales los donadores presentan
anticuerpos contra T. cruzi son diversos, como salir esporadicamente a lugares endémicos,
haber recibido transfusién sanguinea, ingestion de alimentos contaminados, que en este estudio

no se determinaron.
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Con respecto a la edad de los donadores positives, observamos que se encuentra distribuida
entre los 18 y 50 afios, no hay un grupo de edad que predomine. Observamos que de acuerdo
con la poblacidn estudiada se registré un sesgo en cuanto al sexo de los donadores de sangre,
aproximadamente el 80 % de los donadores son hombres y el 20 % son mujeres. Esto se debe
a que la mujer presenta mayor rechazo por causas de peso, talla, embarazo, anemia. Sin
embargo vemos que los donadores positives para la prueba de T. cruzi el '60 % son hombres y
el 40 % mujeres, a pesar que los hombres tienen mayor representacidn, su prevalencia es
0.21% y para el sexo femenino de 0 55% por lo que podria parecer haber preferencia por el

sexo femenino.

Actualmente el uso rutinario de pruebas seroldgicas de vigilancia que han asumido los bancos
de sangre a partir de la aparicion de la pandemia de SIDA y su alto riesgo de transmision por
transfusion, se han incrementado los tamizajes para la deteccion de las enfermedades

transmitida por sangre o por sus componentes.

En este estudio observamos en los datos de las pruebas de tamizaje para HIV, Hepatitis By C
y Sifilis con el reactivo de RPR, que la seroprevalencia para la prueba de T. cruzi es la mas
alta, aun considerando las seroprevalencias obtenidas por muestras reactivas a més de una

prueba seroldgica, la prueba para T. cruzi registré mayor prevalencia que la prueba de HIV.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio observamos que, los donadores que
acuden con mayor frecuencia al Banco de Sangre del Imstituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” son procedentes del D.F. un 59.0 %, del Estado de México el 28.63 %, de
los estados de Hidalgo, Guanajuato, Puebla, Qaxaca, Michoacan, Morelos, Veracruz y Jalisco
el 23.0 %, los cuales han registrado elevadas prevalencias a T cruzj y por le tanto los sujetos
procedentes de estas entidades se consideran de alto riesgo .Con menos frecuencia acuden los

donadores de los estados de Querétaro, Tlaxcala y Tabasco.
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Los resultados obtenidos del porcentaje de migracion hace evidente que este movimiento de la
poblacién fluye hacia el Estado de México y con menor frecuencia al D F. Ademas se observd
que los donadores positivos a la prueba de T. cruzi, el 800% cs residente del area

metropolitana siendo el 50.0 % originarios de zonas que registran elevadas seroprevalencias.

La seroprevalencia cbtenida para T cruzi fue de 0.28 % y mayor que las pruebas de Hepatitis
By C, la prueba de HIV y la prueba para Sifilis, con el reactivo de RPR Con base en estos
resultados consideramos pertinente que se introduzca la prueba serologica para la deteccién de
anticuerpos anti-T. ¢ruzi como una prueba obligatoria para el banco de sangre, acompafiada
de un cuestionario de seleccion que contenga los datos como el lugar de origen, residencia,
tipo de vivienda, animales domésticos, visitas a zonas endémicas, si ha sido transfundido en

dichas zonas, que determine al donador como sujeto de estudio para la prueba.

Para obtener una seleccién adecuada de los donadores, considerados candidatos para la prueba
de T cruzi, nos permitimos sugerir se proporcione informacion tanto al personal del servicio
de banco de sangre como a los donadores, mencionando la importancia y trascendencia de

este estudio, para asi controfar la transmision de la infeccion por transfusion sanguinea.
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5-HSO4 25N,
HoSOy-cccmwmnmam o - 13 70ml.
Aforar a 100.00ml con agua destilada.

b} Soluciones para IFL

6.~ A partir de la solucién (2) PBS (10X 0 M), se toman 100ml y se afora a 1000.00ml con

agua destilada y se ajusta el pH a 7.2 con solucion NaOH.
7.- Azul de Evans.
¢) Soluciones para Wenster Blot (WE)

% - Solucion monomérica de acrilamida (30.8% T, 2 6% C).

Acrilamida - -------~v--=---- 30.00g
Bis- acrilamida - ««-----22n - 0.80g.
Agua desionizada - - - - -« w---- 100 00ml

Filtrar a través de papel whatman No.1 a 4°C. Precaucién: La acrilamida y la bisacrilamida son

potentes agentes neurotéxicos.

9.- Amortiguador del gel separador (1.5 M Tris - HCI, pH=8.8),
Trs w-rm-sm-mmcmmmn- 18 t3g
HCL(O.IM) - - - wmmmmmmmmm 48.00 m!

Ajustar a pH 6.8 y aforar a 100ml con agua desionizada.

10.- Amortiguador del gel concentrador (0.5 M Tris - HCI, pH = 6.8)
THS - mcwmmmmmmmmmann 6.00g.
HCL (0.1 M) === mmmmm e 48.00 mi.

Ajustar a pH= 6.8 y aforar a 100 ml con agua desionizada.
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11.- Solucion SDS (10% w/v)
1) 0 J SRR 10.00g.

Agua desionizada - - ---~-- 5.00ml.

(Se prepara al momento de utilizarse).

13.- Amortiguador de electroforesis (0.025 M Tris - 0.192 M glicina, HP = 8.3 0 1% w/v ).
Tris -=--rrmemmmnmn- 3 00g.
Glicing « « ~w=--==----- 14.40g.
1 3 e 10 00 ml de la solucion 4 6 1.0g.

14.- Amortiguador de transferencia (pH =7.8 - 8.4)

Tis «---m-mmmmmew 3.00g.
Glicing -~ =-=--~~----- 14.40g.
Metanol - - -~~~ ~--- 200.00ml,

15.- Amortiguador de muestra.

H,O desionizada ~~-rcrvwacn--oo-x - 4.00ml

Tris - HCL{0.5 M), pH=6.8 - ----------- 1.00 ml.
Glicerol -----vemmmmaaa e 0.80 mi.
SDS(10% piv) ------wecmmmemenn o 1.60 ml.
Azu! de bromofenol 2% piv) --------- 0.25 mi.
2 B - mercaptoetanol - --«-cav oo 0.40 ml.

{Adicionar al usarse)
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Diluir las muestras 1:2 con el amortiguador de muestra y posteriormente calentar a 95°C por 5

minutos.

16.- Gel separador (106% acrilamida).

H,O desionizada -----=-----«---w=aer-~- 6.50 ml.
Tris- HCI (pH=88,1.5M) ------~----=--- 330 ml
SDS(10% piv) -=-mmmmmmm e e e m - 130.00 p 1.
Acrilamidabig - - ---------- s anomamm oo 5.20 mh.
Persulfato de amonio {10%)--------w=---- 6.50pl
TEMED ------cemvmme e cmmmmmm i ma e 6.50 nl

17.- Gel concentrador. (4% acrilamida)

H,O desionizada. - ==~ wwamr----- 6.10ml.
Tris - HCl (pH 6.8, 0.5 M) -~~~ -~ - - - 2.50ml,
SDS(10% piv) ~---~---mmmm e 160.00 1. .
Acriminablg----vmr-amooeno 130l
Persulfato de NHp = n -~ = m oo oo e - - 50.00u1
TEMED - - - - - - mwvemmmae e oo - 10.0041 1

18.- MPM (Marcador de peso molecular) (1:20 con la buffer de muestra) 5 u1de MPM +
950 1 1 de buffer de muestra.

19.- PBS- Alblimina 3%.

PBS 1% -memvmmcmemac e - 100.00ml.
Albdimina bovina -~ - - -~ ---- - -~ 300g
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20.- PBS- Tween 20 0.1%.
PBS 1% -~-vumuuumaaaaannn 1000.00ml
Tween 20 - - - - c e e v wumwwanaan 1.00ml

21.- Sustrato del Blot (peroxidasa).

Cloronaftol - - -~ - - - - - -~~~ -~ 30.00mg.
Metanol - = -2 - m v e e o 10.00ml,
PBSOOIMpH7.2--------- 50.00ml.
HO,al30% e v e e e e 50.00 1

Adicionar el mismo orden de los reactivos para prepararla.

22 -Negro de Amido.

Negro de amido 10-B---------- 0.10%
Metanol - -~--«----u-o-o--- 45.00%
Acido acético - ---rm--rnom - 10.00 %

23.-Azul de Comassie.

CULTIVO IN VITRO DE Trypanosoma cruzi CEPA NINOA
MEDIOS DE CULTIVO PARA T. cruzi
1) MEDIO LIT,

NaCl- - - - - 4 0g.
KCl- - - - - 0.4g.
NaHPO; - - - - 3.0g.
Glucosa - - - - 2.0g.
Triptosa - - - - 5.0g.
Infusion de higado - - - 5.0g.
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Hemina (disolver en trietanolemina o NaOH para obtener una concentracién de)

50mg/ml - - - 25.0mg
Agua bidestifada- - - 1000 Gml
Suero fetal bovino (SFB)- - 100 Omi

Disolver los componentes del medio de cultivo en agua bidestilada a excepcion de fa hemina y
el suero fetal bovino, calentar, filtrar v ajustar el pH a 7.2 y posteriormente esterilizar en
autoclave. El SFB se inactiva a 56 °C durante 30 minutos y se esteriliza por filtracién al igual

que fa hemina Por Gltimo se adicionan al medio en condiciones de esteritidad.

2) MEDIO DE CULTIVO BIFASICO ENRIQUECIDO (BHI).

Agar BHI- - - - 370g

Agar nutritivo- - - 23 Og.

Dextrosa- - - - 10.0g

Suero fetal de ternera- - 5 al 10%.

Agua bidestilada- - - 1000.0ml.

Solucién salina- - - 1000.0ml, (al 0.9% y pH 7.0).

Disolver los componentes en un litro de agua bidestilada y ajustar el pH a 7.0 Distribuir el
medio en matraces erlenmeyer de 250mi depositando en cada uno 100mi

Se esteriliza en autoclave y una vez solidificado se adiciona un volumen equivalente de
solucién salina estéril. Por dltimo se agrega suerc inactivado (a 56 °C por 30 minutos y

esterilizado por filtracién) Todo esto en condiciones de esterilidad
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