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I. INTRODUCCION

11, GENERALIDADES

La entermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una enfermedad
infecciosa causada por Trypaposoma cruzl y transmitida por insectos hematifagos de
diversos géneros pertenecientes 4 la familia Reduvildae. Afecta a hombye y owes
mamiferos.

Existen diversos géneros de tripanosomiatidos; unos sen parisites de
vertebrados, otvas son parasitos devegetales y otros de artropodos, #s decirlos géneres
de este suborden se diferencian por 8l tipo de huesped que infectan v su vaniacion
mortfologica.

Existendosgéneros causantes deparasitosis al hombre.
Leishmania v Trypanosoma

El género  Yrypanosoma tene cuatro especies parisitas del hombre
T. gambiense, T. riodesiense, T. cruzi ¥ T. rangeli siendo patdgenas para el
hombre las tres primeras especles(s).

Las dos primeras son los agentes etioldgicos de la tripanosomiasis afyicana o mal
del sueiio, mientras que Trypanosoma cruzi 1o es de la tripanosomiasis americana o
enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas (ué descubierta en 1909, por el investigador brasiferie
Carlos Chagas en e} Valle Do Rio das Velhas, Estado d» Minas Gerais en Brasil. Este
investigador encargado Je rzalizar la campaila antipalidica en Ja constuccién dal
fervocarnil central de aquella regidn, encontré en el tube digestivo de Algunos reduvidos
numerosos protozoarios flagelados, en forma de epimastigotes(15)(24)(63)(5).

Estosradavidos infectados abundan en las habitaciones rurates donde existiauna
infeccidn que atacaba principamente a niflos y se caracterizaba por fiebre,anemia
hepatoesplenomegalia v adenitis,

Posteriomente, Oswaldo Qruz hizo que picaran#stos redivideos amonos. enlos
que despuss de 2030 diasmostro ba presenciadel agente causal en sangre peniférica(15)
(24); Carlos Chagas asegurd entonces que era una ifeccidn producida por esos
ripanosomas, alos cuales les did ol nombre de SchyroaFpanum cruzi en homenaje
a su maestro Oswaldo Cruz.
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Desde entonces 3 12 fecha se ha encontrado al pardsito en muchos pafsas el
henustetic; en algunes de los cuales se presentd en forma da andsmia, consttuyan.ts
probviemas de salud publica de primer orden en: Argentuna. Brasyl, Chite. \'enezus!
Colombia,ete.(63) (65)(35).

Los vectores que wansmiten la enfermedad se encuentran distibuidos en una
zona que se extiende desde los 437 latitud norte hasta dos 49 “latitud sur, 5 decir del sur
detos Estados Unidos de Norteaméricaalsur de Argentina(9){32).

Se estima que segin calcwlos de las Organizaciones OMS-OPS, en 1981 existian
24000 000 ite enfermos y 65 00G 000 en riesgo de adquirirla, o sea de los 330 millones de
individuos que habhan el tervitorio continental Litinoamericaino, es padecida porun 7%
¥y un19%se encuentra en riesgo decontraeria.

En México llama la atencion fa escases de informes sobré este padecimiento a
pesar de: La similitud ecoldgica ¥ socioecondmica con los paises donde constituye un
problema de salud publica; la presencia de millones deindividuos susceptbles que viven
en condiciones favorables para su desarvolio: la existencia de vectores (domiciliarios ¥
pendomiciliarios) infectados, pertenecientesad especies de triatéminos. No se conoce
conexactitudias cifras de enfermosnide exptiestos ariesgo, s embarge. se hanrealizado
estudios y/o reportado casos humanos en algunos estados del pais tales como: Chuapas
(26). Guerrero (6), Jalisco {74) (18), Oaxaca (25) (28). Michoacin (64), Veracruz (31).
Tabasce (73), Yucatin (51). Sonora (49), Puebla (3). Estado de Méxice (4), Morzlos
(29), Zacatecas (75), Nayarft(65), Sinaloa {42y, San Luis Potesi(13), Queretaro e Hidalgo
(73), en los que existen condiciones ecolégicas v geograticas para ef desarvollo de la
enfermedad; 4 ausencia de esta parasitosis en ora entidades lederativas se debe a lafalta
deestudios.

En México se consideraba, hasta hace poce, como drea endémica probabie, todo
el tenitorio ubicado entre los Ometros y 1800 metros sobre el mvei del mar (63).



1.2. AGENTE ETIOLOGICO

El agente etiologico de la enfermiedad de Chagas ¢ ipanesoiasis americana es
Trypanosomacrum.

CLASIFICACION

Reine : Protista

Phylium : Protozoa

Subphylum . Sarcomasugophora
Superclase : Mastigophora
Clase H Zoomastigophora
Orden : Kinetoplastida
Familia : Tripanosomatidae
Género : Trypaosoma

Especie ! orua



13. MORFOLOGIA

Este parasito mide enre 5 y 25 micras de fargo, por 3 a 5 micras de diametro dependiende
del estadio. posee yma mitacondria inica que recorre todo el citoplasma v que presenta wnazona
definida denominada cinetoplasto el cual contiene DNA {7). Este DNA citoplasmatico esta
constiide por mini y maxi circulos dispuestos en forma de * 8  distnbuidos en dos hileras enlos
epimastigotes y en cuatro en los tripomastig otes siendo su funcion aun desconocida (61). Adyacente
alcinetoplasto se encuentra al nacimiento del ffagelo libre y suposicion y ausenciade! flagelolitre
vsuposicionen relacional nicleoconfigurala denominacion del estadio.

TRIPOMASTIGOTE. Esunflageladocon cuerpo fusiforme que mide de 20a 2 Smicras de
longitud por 2 a 4 micras de anche, con citoplasma granuloso ¥ un miclo central vesiculose, Posee
un cinetoplasto subteminal, posterior al micleo del cual emerge una membrana endulante que
recore completamente el parasite y en cuye borde libre lleva un flagelo que emerge por la
estemidad anterior. Se encuentra en la sangre de los mamiferos dandosele el nombre de
uipomastigote sanguineo, ¥ en el intestio posterior de los wriatmines, denommandoss
ripomastigote metaciclico. son iguales morfoldgicaments pero el nimero de mini v maxicirculos
del DNA de sucinetoplasto es diferente,

No se multiplica pero constituve fa forma infectante para los mamiferos v os wriatimines.
Dentrodelosmamferosesei diseminador delainfeccionporviasanguinea. (fiouraNo.1)

PROMASTIGOTE. Es alargado y gracll, con un micleo central. un cnetoplasto con
asonema delocalizaciénanteriory unflagelo que sobresale de suestremo anterior. ({iguraNe.2)

EPIMASTIGOTE. Es simdar al promastigote, pero el cinetoplaste se encuentra mas
proximo al nicleoy tiene wia pequeiia membrana ondulante con axonema v despues el flagelo.
Es la forma de multiplicacion del parasito en el intestino del riatema v la predominante en {os
medios de cultivo libres de células(figuraNe. 3)

AMASTIGOTE. Es melemento redondo de unas > micras de diametro. aflagelado, enet
cual se distinguennicleo y cinetoplasto. Es laforma de multiplicacion def parisite enel mterior de
lascelulas del mamifero, principalmente enel misculo estriado v liso, Enmisculo (especialmente en
corazon) se agrupan en racimes formados por divisiones sucesivas de tn especimen a estas
agrupaciones seles conoce como pseudoquistes o nidos de amastigotes (figuraNe.4)
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1.4. CICLO BIOLOGICO

El ciclo biologico del pardsito se iicia cuando un triatdmine pica 4 i mamiferoe
¢ ingiere sangre que ¢ ontiene Wipomastigotes sanguinao los cuales se establacen e la
uz del racte digestivo del insecto.

En ¢l Jumen del intestino medio del insecto 10s tnpomastigotes se transfonuan en
epimastigotes que se muliplican muy activamente por division binaria longitudinal y al
cabo de 15 2 30 dias, se desarrollan en tripomastigotes metaciclicos en el intestino
posterior del triatoma. Cuando elinsecto infectado pica al mamifero para su alimentacién
emite deyvecciones con tripomastigotes metaciclicos los cuales son capaces de penetrar
através de mucosas y piel escoriada e indemnes.

Una vez dentro del mamifero los tripomastigotes metaciclicos, se transforman
en tripamastigotes sanguineos, estos penetran celulas (macrofages. celulas del sistema
reticide endotelial) y adquieren la forma de amastigotes, Los amastigotes se mudtiplican
por division binaria, vepletan la célula, que termina por romperse, y salen los pardsitos
a la circwlacion bajo el aspecto de ripomastigotes sanguineos, viajn por todo el
organismo, aunque estos no se reproducen, si presentan histotropismo por ciertes
organos y tejidos, cualidad ésta, que depende de la cepa de! pardsito. La mayor parte
de las cepas tienen afinidad por las cétulas musculares cardiacas; pero otras invaden
higado. sistema nervioso o glindulas de secresion interna.

Estos tripomastigotes penetran en nuevas ¢élulas, se transforman enamastigotes
para su reproduccién se rompen células repletas de parisitos ¥ estos vuelven a
circular como tripomastigotes, repitiendo muchas veces este ciclo.

El cicto biolégico se completa cuando algun triatémino libre de infeccion pica
@ ingiere sangre con tripomastigotes sanguineos (8)(66) (fliguraNo.5).
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1.5. TRANSMISORES

1. Se han encontrado wiatominos infectados con Irypamosoma cruzi en
todos los Estados de la Republica Mexicana (36) (55).

Clasificacidn de los triatdminos vectores, segin Lent(1979).

Phylum H Arthropoda

Subphylum H Antennata

Clase : Insecta

Orden H Hemiptera

Superfamilia H Reduvidoidea

Familia "¢ Reduvide

Subfamilla - : Triatominae

Géneros : Alberprosenia, Belminus, Bolbodera,
Cavernéola, Dipetalogaster,
Eragyrus, Linshcosteus,
Microtristoms, Passtrongyius,
Parabsiminus, Paratriatoms, Rhodnius,
Triatoms.

Se les conoce con multtud de nombres, dependiendo del Estado de la
Republica, asi por ejemplo se les puede lamar “pick”, chinche de compostela, telaje,
chinche hocicona, voladora (aunque la maroria no vuela, a excepcién de unas cuantas).
besucona,etc., presenta dimensiones variables pero en general miden de 1.5 a3.5 cm,,
tienen hibitos principalmente noctumos, aunque algunas especies pican en plena
ez del sol (63)(22). .

2.Elclimaseco o cilido espreferidoporéstos.

Se han descrito al menos 20 especies y subespecies del género Triatéma, una
especie de cada uno de los géneros son los siguientes: Rbednius ( R. prolixus),
Dipetalogaster (D. mazimus), Paratriatoma (P. hirsutd), Belminys
(B. costarmicensis), Panstrongilus (P. rufotuberculatus), y dos especies del
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génerd Eragyrus(E.cuspidatus) v (E. micronatus)(63)(70).

Est'e nimero de géneros y especies hacen que Meéxice, junto con Brasil,
tengan el primer sitio de diversidad de transmisores potenciales de enfermedad de

Chagas.
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1.6. RESERVORIOS

Se han realizade muy pocos estudios en nuestro pais sobre los reservorios de
Trypanosema cruxi El primer reservorio infectado reportado (ué Didelpbys
marsupialis (Uacuache) descrito en 1945 por Mazzolti; posteriormente se reportan.
Ccomo reservorios naturales Dasypus nobemcinetus (armadillo). Canis familiaris
(pero), Rattus porvegicus (raa), Mus musculus (raton), Sciurus vulgaris
(ardilla), Neatoma sp. (rala de campo) (36) (53) (65) (67) (71). Recientemente
por xenodiagnéstico se logrd aisltar T. crumi  de Bos taurus (vaca) en
ciudad de Cuemavaca(71).
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L7. MECANISMOS DE TRANSMISION

Ademis de la via clisica de ransmision por el miatémino, T. cruzi, puede
ser transmitido por transfusién sanguinea, por via wansplacentaria y por via digestiva.
Existen orasformas detransmision pero caracende significaciénporlo insignificantes.

VIACONTAMINATIVA OESTERCOLARIA

Laforma habitual en que T. crux infecta al hombre en ireas endémicas es por
medio del hematofago infectado (triatdmino) que después de atimentarse, deja sobre la
piel 0 mucosas sus deyecciones conteniendo l0s parisitos. Estos parisitos atraviesan
1a piel herida o penetran por las mucosas por alguna solucién de continuidad o
inclustve la piel indemne, invadiendo las cétulas adyacentes.

TRANSMISION POR TRANSFUSION SANGUINEA.

" El segundo mecanisimo de transmisién mds importante para el hombre. Cerisola
¥y cols. (16), verilicarén que el riesgo de ransmisién aumentaproporcionalmente con el
numero de wansfusiones. Estos mismos autores comprobarén que el pardsito puede
permanecer viable hasta por 1o menos 18 dias en las condiciones en que habirualmente
Se conserva la sangre.

En México se han realizado estudios esporidicos en bancos de sangye con el
propdsito de encontrar portadores de ia enfermedad de Chagas. hasta 1985 sa habian
realizado tres estudios, el primero en Oaxaca en 1978 realizado por Goldsmith y cols.
encontrando que el 4% de los donadores de sangre estaban infectados por I. crnum
(27), o1 segundo en Puebla en 1984 realizado por el grupo de Velasco y cols.
detectando el 175% de 200 hemodonadores del banco de sangre del Hospital
Universitario (3) y, recientemente el 20% de los hemodonadores de la ciudad de
Acapulco estaban infectados (72). Este mecanismo ha permitido 1a instalacién del
padecimiento en zonas libres de triatéminos ha éste fendmeno se le llama urbanizacion
de la enfermedad de Chagas.

TRANSMISION TRANSPLACENTARIA

Durante L segunda mitad de gestacion, los tripomastigotes sanguineos dz la
madre pueden atravesar 1 barrera placentaria e infectar al producto, éste es a la vez
capaz de responder a tal estmulo desde el punto de vista inmunociégico sintetizande
inmunoglobutinas del tipo IgM e IgG, hecho que se utiliza para el dlagndstico (72) (60)
(43). Actualmente en 1a literatura Brasileila existen mds de 100 casos de esta modalidad
de ransmisién y 1a misma no parece tener importancia epidemiologica equivalente
a los anteriores mecanismos (73). En México no se conocen cifras.
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TRANSMISION ACCIDENTAL

Ocurre en los centro de investigacion 3 travéz de la mala manipwacion de los
culuvos, por inoculacion de sangre de animales infectados, o de sangre Jd@ casos
htumanos agudos.

Cabe sefialar una vigilancia ostensible y un rigor técnico bastante severo sobre el
material y procedimientospara con el personal directamente vinculado con el parasito (2)
(50). La contaminacién oral aunque sospechada en algunos casoes oscuros en la
literatura, nunca fué confirnada para el hombre, no obstante su frecuencu entre
canivoros del ciclo silvestre. Esto no solo ocurre para la ingestion de mamiferos
menores parasitados con T. cruz sinotambién por el hecho habitual de que algunos
reservorios comen tristéminos infactados vivos.

TRANSMISION PORLECHE MATERNA

T. crurl puede sesr eventualmente aislado deleche materna, al respecto solo se
ha reportado un caso en ¢l que Mazza aisté el parisito de la leche materna

(63).
TRANSMISION POR TRANSPLANTE DE ORGANOS
Una forma de transmisién que ha comenzado ha preocupar es la ligada o

transplante de érganos. En este case, si el donador estd infectade los pardsitos
podridn originar una infeccion aguda en el receptor mmunosuprimido.
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18. PATOLOGIA Y PATOGENIA

Posteriormente de que el gypasosoma ha penetrado al organismo a fravéz de
erociones de fa piel. mucosas o a travéz de fa piel mdemme en condiciones favorables va
ha invadir céldas del tejido subcutaneo yio fibras musculares siuadas bajo del hgar
de mocudacion.

Drrante wnos dias los pardsites se multiplican en forma de amastigotes formando
pseudoquistes, haciael cuarto o quinto diase rompenlas células parasitadas produciendo infiltracion
depolimorfonucleares, monocitos y infocitas, conproliferacion dehistiocitos regionales sobre todo
en ganglios tinfiticos contiguos. Este foco inflamatorio se continua ocupando, al centro de los
histiocitos v los leacocitos alrededor, con encapsulacion fibrdtica eventualmente formandose {3
lesion primaria denominada CHAGOMA, el cual bloquea los capilaresfinfaticos y produce edema
focal, Durante el proceso de multiplicacion previo ala nphira de la pated celular, los amastigotes
se transforman en tripomastigotes, los cuales se distribuyen posteriormente a travéz de vasos
saguineos y Imfaticos llegando a ganglios Imfiticos, bazo, higado, médula dsea, ganglios
mesentéricos, organos huecos especialmente eltubo digestivo y ef corazén

La curacion minima del periodo de mcubacion en el hombre fluctia entre 7 v 14 dias.
tramscumiends este tiempo da comienzo of desarrollo de laenfermedadenel que se distinguen los
periodos: agudo, fatente o mdeterminado y crénico.

El periodo agndo tiens tna dizacion menor de cuato meses, generalmente es
asintomaticosolo aproximadamente el 5% de casos presentancuadroclinico. Lasintomatologiamas
exvberante se presenta entre los 3 y 5 primeros afios de vida, pero en generd cusa
asintomaticamente en grupos etareos de mas edad. Los casos agudos aparentes presentan: fiebre
{como sintoma principal), hepatomegalia, esplenomegalia v adenopatias. Ademas se ha visto
miocarditls difusa e intensa con amastigotes en franca multiplicacion entre las miolbeillas. La
miningoencefalitisse presetaparticularmenter en nifios de corta edad.

E1 periodofateate o ndetemminado, se presenta cuandoha transcurido ef periodo agudo,
es dectr, cuando desaparece la sintomatologia. Se caracteriza por una multiplicacion intracelular
lenta delos parasitos y oligoparasitemiz sinsignos clinicos. Este periodo puede durar todalavida
opasaralalonmacronicadelaenfenmedad.

Bl periodo crénico aparece después de diez o mis a@fos de fa primo infeccxin
caracterizado por daiios iveversibles de algunos parénquimas sobretodo corazdny organshweces.
En esta elapa se establece un equilibrio dindmice entre ef parisite (en nidos itracelulares) v s
delensas del hiesped, se caracteriza por uma baja parasitemia en contrapolacion con un elevado y
persistente nive] de anticuerpos.



14
Una alteracion muy importants es la denominada cardiopatia chagdsica crénica,
forma mis importante de alteracién e incapacitacion para el paciente chagisico y
sobre todoe la principal causa de muerte.

Entre sus componentes sidrdmicos se consideran;

a)Insuficiencia cardiaca congestiva,
b) Arritmias y transtornos de conduccién, etc..

Se presentan dreas electricamentes (fibroticas). Se presentan también fonnas
digestivas, aungue su frecuencia en México es aparentemente baja. Se desarollan
ranstornos digestivos que terminan con formacién de megaeséfago y megacolon. Son
escasos los informes de la observacién de megas chagisicos de olros organos
huecos (megauréter, megavejiga, etc.).

Los trastornos a nivel de motilidad del eséfago provocan regurgitaciones y
dolor epigastrico. En el megacolon, el signo cardinal &s la constipacién pertinaz y
progresiva que provoca retencion de iaterial fecal durante quince o mis dias con un
desarrollo enorme del abdomen (50)(9)(57)(23).

Tratando de explicarse la causa de 1a lesion tisular en la (ase cronica de la
enfermedad. Texeira sugiere un mecanismo de hipersensibilidad retardada que
podria producir lesiones cardiacas (69). Se ha revelado que fraccioness subcelulares
de células cardiacas y homogeneizado de T. cruzi contiene antigenos de reaccién
cruzada. Estos antigenos producen una reaccion inmunitaria intensa de base cetular
yes causante de la interaccion eitotoxica.
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[9. METODOS DE DIAGNOSTICO SEGUN LA FASE DE LA

Debidoa que laerfermedad de Chagas presentacaractensticas tipicasen cada una desus

etapas, una orientacion practica para el diagnstico enel laboratorio podria resumise de la
siguiente manera:

A). FASE AGUDA: Alta parasiteria, presencia de anticverpos {IigMe 1gG): Buscaren
forma directa o indirecta al parasito, ademas dela deteccion precoz v seguimiento de la cuva
de anticuerpos especificos (IgM).

B). FASE INDETERMINADA: Bajaparasitemia, presencia de anticuerpos {IgG e IgM)
con titulos estables. Realizar xenodiagnostico y serologia (en esta fase, como se  menciond
previamente el individuo es asitomatico).

C). FASE CRONICA: Bajisima parasitemnia, presencia de niveles de anticuerpos

especificos. Realizar serologia y si fuera necesario ¢! xenodiagnistico y otro método
parasitoscopico indirecto.

CLASIFICACIONDELOS METODOS PARA EL DIAGNOSTICODELAFASEAGUDA:
¢ ( 1.Directos

Especificos 4 2indirectos

| | 3. Ivounodiagndstico

FASE AGUDA 4 [ - Tramsaminasss

- Hemograma
Inespecificos 4 - Vel. dehemosedimentacion
- Niveles demucoproteinas

- Bisquedade anticuerpos
~ L heteréfllicos
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1.-METODOS ESPECIFICOS DIRECTOS

1.1.-EXAMENENFRESCO:

Es el procedimiento mds utilizado, por su simplicidad, con una buena sensibilidad
en la fase inicial (50-80% en el primer exdmen). Se debe obtener sangre del pulpejo de
un dedo de la mano, preferentemente, &l anular y examinar al microscopio entre un
porta y un cubreobjetos, con objetivo de 40 aumentos, conviene recorrer todos los
campaos, especialmente los de la periferia del cubreobjetos.

1.2.-GOTA GRUESA:

Es una técnica preferida por algunos autores, por ser un poco mas sensibla al
exdmen fresco. Una gota de sangre bastante luminosa, se deja secar sobre un
portaobjetos bién limpio, sin fijacion previa, Luego se cubre con una solucién fuerte de
Giemsa, para colorearla durante una hora. En seguida se lava delicadamente con
agua y se axamina con objetivo de inmersién.

1.3.-METODODE STROUT:

Esté método alcanza el 95% de positividad en casos agudos, Consiste en extraer
de5 a10 ml. de sangre por puncién venosa y dejarla coagular, Inmediatamente después
de laretraccion del codgulo, éste se descartay se centrifuga el suero amis o menos 3000
rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se centrifuga nuevamente mas ¢ menos a 4000
pm dutante § minutos se retira el suero y se observa el sedimento entre porta y
cubreobjetos con el objetivo de 40 aumentos (56)(44).

1.4.-EXTENDIDO SANGUINEO COLOREADO:

No es una buena técnica ya que su sensibilidad es baja, puesto como se
extiende la gota de sangre sobre el porta objetos se diluyen los parisitos y es mis
diffci) encontrarlos.
2.-METODOS ESPECIFICOS INDIRECTOS

Son métodos de laboratorio indicados para la fase aguda, puesto que poseen
alta sensibilidad, o para fines de evaluacion preterapéutica en pacientes crénicos. Una
desventaja es la demora (10a60dias) con Iz que se obtienen resuitados.
2.1.-XENODIAGNOSTICODIRECTO:

Consiste en la reproduccién artificial del ciclo natural del parisito, a ravéz de
niatdminos sabidamente negativos, que chupan la sangre del paciente sospechose
(11), seutilizan 40 triatominos, distribuidos en dos cajas (20 por caja), parasu aplicacién
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enlacaraventral del antebrazo. Los triatominos deben habersido criadosenel laboratorio debiendo
ser alimentadossolamente consangre de ave conayuneprevio de dossemanas comomingmo, aiiles
desuuilizacionenel “xenodiagnostice”. El estadio dependera de laespecie que se selecciona. Asi
tenemus por ejemplo: para 7. infestars ¢l estadio de eleccion sera el cuana o quinto, para

T. pallidipexnss tercero o cuarto y para D) maxvimas el ideal sera el primero (19). La seleccion
de 12 especie depende del area geografica de procedencia del individue en estudio, va que la
sersiblidad del estudio suele ser mayor cuando se emplea la especie comespondiente a dicha
region {54).

La realizacion del "Xenodiagnostico” consiste en dejar que los imsectos chupen la sangre
duranse 20 a 30 mimutos. Después de retirar las cajas se debenlimpiar preferentemente la piel con
alcohol y aplicar una pomada con corticoides. Las cajas se deben dejar en un lugar obscuro, a
temperatira entre 25 y J0°C. El examen de los insectos se haraluege de 30 a 60 dias en pacientes
crénicos y tuego de 10 a 30 dias en pacientes agudos. Se puede comprimir ef abdomen de los
triatdminos y obtener una gota de heces en solucién salina para examinar cou objetivo de 40
aumentos o se puede optar por desecar al imsecto v estudiar el homogenizado del wbo
digestivo.

El tenodiagnastico es el método parasitol ogico mis sensible para el yeconocimiento de [a
enfermedad de Chagas aguda (95-100% de sensibilidad) aventajando atodos los demas métodos
directos(59). Enlaetapacronicasclo penmite detectarparasttologicamente el 50% de los infectades
loque hacenecesario sureiteracion (venodiagnosticoseriado)a fin de aurnentar 1a sensibilidad.

2.2.- XENODIAGNOSTICO INDIRECTO

Consiste enalimentar ninfas de Ribodbims profiras consangre heparmizada o citratada
atraves deumamembrana artificial; se usan 10 ninfasenel cuartoestadoa 1as quese hanmantenido
libres de parasitos y sin alimentar durante cuatro semanas, como minime, con lo que Tespectaala
membranaartificialseusapreservativolubricado, ripa de ganado vacuno y papel paralinado.

Fl procedimiento consiste que para cada senodiagnostico se usan 5 ml. de sangre venosa
lwmana, extraidaen cantidades de 10 ml. del mismo paciente,para preparar de manerasimultanea
dos xenodiagnosticos. Inmediatamente después dela extraccidnse vierte en lamembrana atificial
conla avuda de un tubo de plastico, Los xenodiagndsticos asi preparados se ponenen comactocon
los wiatomineos; se dejan asi a temperatura ambiente paraque estos se alimenten; posteriommente se
sacrifican a los 10-15 y 20 dias despueés de la alimentaciony se buscael parasito enlas heces de
estas,
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2.3.-HEMOCULTIVO: :
Es una técnica mds sencilla que el xenodiagnéstico. La sensibilidad en los
casos agudos y en congénitos se superpone aladel xenodiagnostico. En casos crénicos.
Chiarii, Dias y Luna han demostrado una sensibilidad del 55%, contra el 30% en
xenodiagndstico practicados simultineamente. El medio de cultivo mds eficaz fué
el LIT, pero da magnificos resultados e} NNN (Novy, Nicolle y Mc Neal), triptosa,
etc.(21),
2.4 -INOCULACIONEN ANIMALES DELABORATORIO:

Se usa preferentemente para casos agudos y trabajos experimentales
(aislamiento de cepas). Se usan ratones albinos jovenes (10 a 15 g), o himster.
Conviene controlar diariamente la parasitemia de los animales luego de7a8
dias.

3.- METODOS ESPECIFICOS “INMUNODIAGNOSTICO" ‘

Son utiles las reacciones comunes de ueteccion de IgM: Hemagiutinacién
indirecta, Aglutinacion directa, (cuanti y cualitativas), Inmunofluorescencia y ELISA.
con muestras seriadas,

METODOS DE DIAGNOSTICOPARA LAFASECRONICA:

El diagndstico de laboratorio de infeceidn chagisica crénica se determina por
10 menos con dos reacciones seroldgicas positivas normalizadas y no se invalida per
la ausencia del parisito en sangre, por los métodos usuales: xenodiagnistico,
hemocultive.

Las combinaciones de las pruebas serolégicas que pueden realizarse son (46).

a).- Inmunofluorescencia indirecta (IFT) y Hemaglutinacidn indirecta (HAI)

b).- IF1 y aglutinacidn directa con 2-mercaptoetanol (AD-2-ME).

¢)- IF1 y ensayo inmunoenzimitico con peroxidasa (ELISA)

d).- HAl y ELISA

e)- HAly AD-2ME

f).- ELISA y AD-2-ME.
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PRUEBASINMUNOLOGICAS.

Estas pruebas se basan en la deteccion de anticuerpos generalmente formados
cuando el pardsito o cualquier microorganisme al introducirse se muitiplican en el
organismo hwmano,

T. crum puede ser considerado uno de los protozoarios antigénicamente mas
vicos (45) una infeccidn de este determina, en el organismo delhospedero laaparicion de
varios tipos de anticuerpos. Este fenémeno da origen alos diversos métodos serologicos
aplicados al diagnostico delaenfermedad de Chagas.

Las diferantes formas evolutivas de! rypanosoma cruzi y las diversas formas
de elaboracién del antigeno frecuentemente dan como resultado grandes variaciones en
cuanto a su sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas serologicas, ésto se
solucionaconlaestandarizaciondelamisma(12)(14)(76).

Lasreaccione seroldgicas paralademostracion de unanticuerpo frentea T. cruri
sonbastante especificas, no se observan regularmentereacciones cruzadas derivadas de
otras enfermedades infecciosas, parasitarias o de otranaturaleza, con excepciontanto de
los sueros de leishmandasis como de otrasinfecciones por tripanosomas ( T, gambiense
y F.rhodesiense)(47)(34)(33).

Las pruebas inmunoldgicas tienen indicacion mayor en la fase crénica de la
enfermedad ytienenlos objetivos siguientes: Realizar diagndsticosindividuales, conocer
nivelesdeendemisidady seleccionar donadores de sangre.

Larecoleccidn de sangre para todas estas técnicas es simple. En general 8 ml. de
sangre total es suficiente dejandola en reposo para la separacion del suero este debe
acondicionarse en pequefos frascos estériles v mantenerse en refrigeracién. La
conservarcion a largo plazo es mejor en congelador a 49C y con la proteccion de un
sobrenadante de glicerina, Hacen decrecer los titulos: La Jiofilizacién, los sucesivos
procedimientos de inactivacién, asi como los congelamientos y descongelamientos ¥
recongelamientos.

Los estudios seroldgicos se han levado a cabo en sueros obtenidos de sangre
extraida por puncién venosa, pero debido a que la enfermedad de Chagas prevalece en
dreas serodiagnésticas, las muestras tienen que enviarse a distintos centros de
diagnéstico tormandose esto complicado. Para superar esta dificultad desde el affo 1932
se publicaron trabajos donde la coleccion de sangre para el disgnéstico serolégico de
algunas enfermedadesinfecciosas, se efectuabaenpapelfiitro (20).

La coleccion de sangre sobre papelfiltro ofrece una altemativa para a obtencion
de materil para reacciones inmunodiagndstcas, espectalmeme en estudios
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serpepidemiologicos de campo. Las muestras se pueden obtener ficilmente (dedo,
16bulo de 1a oreja o talon), los papeles secan con facilidad, no se necesitan
preservativos, se pueden mantener a la temperatura ambiente y su transporte se
realiza con facilidad (33) (1) (17). La utilidad del papel filtro ha sido demostrada en
estudios seroepidemiologicos de diversas enfermedades talés como sifilis (Chediak,
1932; Zinmermann, 1939; Cannfax y col, 1932), para leishmaniasis (Pellegrino y
Brener, 1958), esquistosomiasis (Anderson Sedun y Williams, 1961), amibiasis
(Mathews y col., 1980) y para tripanosomiasis ((Maekelt. 1960; Sedun, 1963 Souza y
Camargo, 1966, Neal-Miles, 1970; Alvares, Rissio en 1971, Goldsmith-Kagan, 1974 y
Contreras-Rojas en 1984).

En cuanto a la sensibilidad, algunos estudios realizados comparando los
resultados obtenidos con sueros de muestras de sangre extraidas por puncion venosa
y conel aluide de papel filtro de muestras obtenidas por puncién capilar, utilizando 1as
diferentes técnicas seroldgicas para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas,
se ha llegado a la conclusién que existe una concordancia de aproximadamente
del 93% enwe estos casos (47) (17) (37) (52) (58) (38) ¥ (62). Las técnicas mds
apropiadas para la determinacion de anticuerpos-anti T. cruzt, en eluidos de sangre
de papel filtro son 12 inmuneflucrescencia y la hemaghutinacion indirecta.
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II. ANTECEDENTES

Los antecedentes muestran atravéz de los estudios de investigacion relizados,
que el Estado de Morelos es por sus caracteristicas geogrificas y socioecondmicas,
und zona endémica para la enfermecad de Chagas y por lo tanto tiene todos 1os factores
para que exista la posibilidad de ransmision.

Posteriormente al descrubrimiento de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana en 1909 por Carlos Chagas en Brasil, se diagndstico por
Mitler en 1913 en el Salvador, a partir de 1919 en Venezuela y Per, en 1931 en Panima
en ésa misma época en el resto de los paises sudamericanos, convirtiéndose en poco
tiempo un grave problema médico-social en paises como Brasil, Argentina y
Venezuela.

En México en 1940, Mazzotti publicé los dos primeros casos autéctonos
de la enfermedad de Chagas en la poblacion de Teojomuico, en el Estado de Oaxaca
(41), Palomo (Mazzotti y Diaz en 1949), informé dos casos en Mérida Yucatin
(39), Biagi confirmd en 1958 e| quinto caso mexicano de enfermedad de Chagas aguda
en Tutuapan, Edo. de Méx. (4). Posteriormente varios autores refirieron casos
humanos agudos comprobados parasitoidgicamente en varias localidades: Palencia y
Montafio en 1959 en Guaymas Edo. de Sonora (65), Tay y col. en Tuxpan, Edo. de
Michoacin (64), en 1969 Cuartero y col. informaron de cinco casos humanos en el
Edo. de Jalisco y Zacatecas (18) Biagi y Tay (1964) en Tetilin, Edo. de Guerrero
(6).

En cuanto a encuestas seroepidem)oléycas 1a primera fué realizada en 1946
por Diaz en Apatzingin Michoacin; (42). Asi se han continnado los reportes
esporidicos de casos y/o encuestas seroepidemiologicas y para 1984 existian twes
€asos crénicos confirmados parasitologicamente notificados.

En e} Edo. de Morelos el iltimo estudio seroepidemiolégico fué realizado per
Guznan Bracho Carmen en Progreso Jiutepec, en 1985.

En 1985, se habian reportado aproximadamente 360 casos dlagnosticados
por reacciones seroldgicas y/o xenodiagndstico, la mayoria por el Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales (LS.E.T.).
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IIl. PUNDAMENTACION DEL TEMA

Debido a que haditantes de Ahuehuetzinge Morelos reportarén la presencia
de triatéminos (chinches) al laboratorio de Tripanosomdtidos del I.S.E.T.: éstas al
ser analizadas se encontrd que estaban infectadas con Trypanosoma cruxi por lo que
el jefe del laboratorio Dr. Oscar Velasco Castrejon junto con L Subjele del
laboratoric la QF.B, Carmen Guzmain Bracho proponen el tema de
Tesis: ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE ENFERMEDAD DE
CHAGAS EN AHUEHUETZINGO MORELOS.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Laenfermedad de Chagas estd ampliamente distribuida enla Republica Mexicana.
¥a que se han encontrado casos humanos confirmados en 17 Edos. (73), ademds
de especies de triatéminos excelentes vectores como: T. barberi T. pallidipenis,
T.dimidista vy Rbodniusprolixus. (65)( )(48)(40).

Este padecimiento ha sido escasamente estudiado en nuestro pais debido a la
falta de conocimiento por el personal médico y paramédico y a la carencia de
estudios epidemiologicos que nos permiten conocer: su distribucion geogrifica
(localizacién de zonas endémicas) tasas de seropositividad. presencia de vectores
infectados. estudios de reservorios y condiciones acolégicas favorables.

Estudios todos elos que Uegan ha establecer el riesgo al que se encuentra
expuesta la poblacion y permiten en un momento dado crear programas de control
convenientes. Teniendo en cuenta que el Edo. de Morelos es considerado zona
endémica y la localidad ha estudiar (Ahuehuetzingo Morelos), es una zona rural con

condiciones ecoldgicas, geogrificas y econdmicas propicias para la supervivencia
del ransmisor. '
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V.OBIETIVOS

1.- Determinar la presencia de anticuerpos anti- T, cruxi en individuos residentes
de Ahuehuetzhigo Morelos,

2.- Determinar la prevalencia de lainfeccién en individuos residentes de dicho poblado
atravéz de dos técnicas inmunologicas:

- Hemaglutinacidn indirecta (HAZ)

- Inmunofluorescencia indirecta (IFT).

3.- Conocer 1as caracteristicas de vivienda y demograficas de los individuos de
Ahuehuetzingo que favorecen ia transmisién de 1a enfermedad de Chagas.

4- Determinar la relacién que existe entre la seropositividad y algunos factores
demogrificos y de vivienda de los individuos estudiados.
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VL HIPOTESIS

Conswdetando al Edo. de Morelosy enlo particularal poblado de Afuehuetzingoque reime
{ms concidiciones adecuadas para contraer la enfermedad de Chagas, suponemos que exisie gene
parssitada con 7, crmai ol cual puede identificarse medianie las técnicas de Hemaglutinacion
indirectae Inemmoffuorescenciaindirecta que detectan anticuerpos contra dicha enfermedad
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VIL-MATERIAL METODOS Y REACTIVOS

a).- Material para la colecta de muestras

Mapa del poblado de Ahuehuetzingo Morelos
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm, astériles
Geringas estériles de plistico de 5ml.
Torundas con alcohol al 70%

" Ligaduras

Tela adhesiva para la identificacion de muestras
Gradillas

Cuestionarios
Lipices y boligrafos
Ejemplares de triatéminos {chinches)

b).- Material y equipo utilizado en el laboratorio de wipanosomatidos

Pipetas Pasteur estériles .

Plgﬁas de microtitulacion (Marca Nunclon) de 96 pozos para realizar Hemaglutinacion
indirecta

Algodén absorbente

Aplicadores de madera

Cdmara himeda (caja para 25 preparaciones color negro con acondicionamiento de
papel filro humedo)

Portacbjetos de 26 x 72 con 12 compartimentos para diluciones serladas
Cubreobjetos de 22x 22

Soporte para la lectura de placas de microtitulacion

Termometro

Centrifuga clinica

Campana de flujo laminar (Marca VECO sin hzz ultravioleta)

Microscdplo de epifluorescencia (Marca ZEISS)

Refrigerador para la conservacién de muestras a4’ C

Balio Maria (56° C)
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METODOLOGIA

A).- RECOLECCION DE MUBSTRAS

Se realtzé un mapa de Ahuehuetzingo Moretos.

Se sorteo todas las viviendas existentes.

Se localizé en'el mapa las viviendas seleccionadas.

Mediante una breve platica se tratd de convencer ala gente para que nos donard
un poco de su sangre explicindole que estd va a ser analizada para saber si estd o no
infectada con el pardsito ¢ T. crum).

Al mismo dempo de la toma de muestra se realizé un levantamiento de encuesta
donde se obtuvieron datos de identificacidn de cada individuo, asi como las condiciones
de vivienda que habitan.

Se tomd de 3 a 4 ml. de sangre a cada paciente y se etiqueté con su respectivo
nombre.

Una vex obtenidas y reunidas todas las muestras, fueron wasladadas al
laboratorio de tripanosomitidos para procesarias.

B).-EN EL LABORATORIO
Se registrardn todas Las muestras en la libreta control del laboratorio.
Se removid suavemente el codgulo con un aplicador para evitar la hemdlisis.
Se centrifugan las muestras durante 10 min. a 3000 rpm.

Se transfirié el suero con pipetas Pasteur estériles a tubos de 2nsayo de 12x 75
mm. en condiciones de esterilidad.

Inactivar al suero a 567 C durante 30 min.

Determinacién deanticuerposanti- T. cruzi porlos métodos de hemaghutinacién
{ndirecta e inmunofluorescencia indirecta.
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C)-PRUEBA DE MICROHEMAGLUTINACION INDIRECTA

FUNDAMENTO:

Elantigenode 7. crwzsen solucion se adhiere a lasuperficie de los eritrocitos trtados con
acido tanico, mediante adsorcidn inespecifica. En 1a segunda parte se requiere de anticuerpos
especificos ya que [a reaccion antigeno-anticuerpo provoca aglutinacion evidene de los
enitrocitos portadores,

Aunque ¢l mecanismo de accion in no ha sido esclarecido, el acido tanico acta sobre la
mesmbrana de los ertrocitos de tal modo que ammenta{a adsorcion de los antigenos; sin embasgo se
hademostrado queas celulas rojas sintratar adsorbe tales atigenos y legan ases aghutinables sin
eiprocesode tanado, perosusensibtidades menor (10).

En estudios posteriopes se ha establecido que 1a funcida de! acido tanico es awmertar la
aglutinacion de las células rojas sencibilisadas por lo que & necesario balancear este electo
aglutinable conunestabilizadorcomo lo esel suero nommal deconejo{30).

La sersibilizacion se lleva a cabo por simple adsorcion del antigeno con los eritrocitos
tratados con acido tinico.

Las células ani tratadas soncapaces de aglutinarse enpresencia de pequefas cantidades de
su anticuerpo especifico,

MATERIAL:

Placas de microttiacionmarcaNunclonde 96 pozospararealzar hemaglutinacion indirecta.
Micropipetas graduadas de 20y, 100 1d, 1000 3.

Microdilwtores de 25 W,

Soporte paralalectura de placas de microtitulacion

REACTIVOS:

Aniigeno de relerencia provenienta def instituto Nacional de Diagnostico “Dr. Maio Fatala
Chaben " Buentos Aires, Argentina.

Suercs control positivo y negative

Sueros problema

Solucitn salina amortiguadora con fosfatos pH 7.2{PBS 1.2) Sofucion madre.
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TECNICA

A)'En una placa colocar en cada pocillo 25 pl de PBS pH 7.2 con las
micropipetas.

B).-Con los microdilutores de (25 yl) tomar una muestra de sueros problemas
a investigar,

C).-Colocar los microdititores cargados en la fila A del pozo No.l al No.12,
rotando los mismos no menos de 15 veces y pasandolos progresivamente efectuando
cada vez ¢l mismo numero de rotaciones en las filas subsiguientes B,C,D, etc.
completando asi las diluciones correspondientes (es necesario controlar en un papel
absorvente las cargas y descargas del ditutor).

D).-Es impresindible el uso de un testigo positivo y negativo de titulo conocido,
cada vez que se evaliie sueros con esta técnica, procesandolos de 1a misma forma que
los sueros problema.

E).-Efectuando los dos puntos anteriores colocar con una micropiteta 25 pl
de 1a suspencidn antigénica en cada pocillo agitando luego con suaves golpes en los
bordes de la placa.

F).-Tapar la placa y dejarla en reposo durante 30 min. y al termino de estos
leeria,

LECTURA DE LA REACCION

a).-La reactividad del suero se manifiesta por la formacion de un manto que
cubre el fondo del pocillo.

b).-La falta de reactividad se manifiesta por la sedimentacién del antigene en
forma de boténo pequeiio anillo en el borde regular.
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€).-Se considera imagenes positivas a aquellas en las que el manto o pelicula
formada cubre e! fondo del pocillo en su toralidad o hasta un 50% del mismo
presentando bordes iregulares.

LA DILUCION MAS ALTA DEL SUERO QUE DETERMINA UNA
CLARA HEMAGLUTINACION, SE CONSIDERA COMO PUNTO
FINAL DE LA REACCION Y REPRESENTA EL TITULO DR
ANTICUERPOS.

PELICULA
P CUBRE TODO EL FONDO
FRANCAMENTE POSITIVO

/
PELICULA
CUBRE EL 50% DEL FONDO
DUDOSA

L

1 FRANCAMENTE NEGATIVO

(PO®®@®
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D).- REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

FUNDAMENTO:

Elprincipio delmétodo de anticuerpos fluorescentes (Coons 1942), denominado
también como prueba del doble anticuerpo consiste enlaunion del anticuerpo especifico
no marcado con el antigeno de superficie correspondiente. En la segunda parte de la
reaccién, se fija 12 antigamaglobulina fluorescente al anticuerpo (anti T. crugi )
revelando la primera reaccion Ag-Ac, mediante eluso de un microscopio adaptado con
limpara de luz ultravioleta o de longitud de onda menor y filtros adecuados. Laluz Hega
al anticuerpo fluorescente, es absorvida por el fluorocromo y posteriormente emitida
como huz visible, observindose fluorescencia (huz amarillo-verdosa) en ¢l contorno
del parisito.

MATERIAL:

Microscopio: Se puede usar cualquier microscopio comin con dptica de buena
calidad equipo con un condensador ultravioleta. La fuente luminosa debe contar con
filtros excitadores que dejan pasar selectivamente 1a luz azul, ademds se debe contar
con un filtro bamrera que impida el paso del esceso de juz no absorvida por el objeto
hacia el ojo del oabservador. E1 microscopio utilizado es Marca ZEISS con limpara
para epifluorescencia.

Estfaad?oc

Refrigerador 24 °C

Secador de aire caliente (Marca Braun)

Cdmara himeda

Portaobjetos de 26 x 72 con 12 compartimentos para diluciones seriadas
Cubreobjetos de 24 x 50

Matraces aforados de 1000 ml.

Pipetas graduadas de 0.2, 1.0y 10 mi.

Frasco gotero pequefio de poliestireno, para liquido de montaje
Aceite de inmersion de baja fluorescencia, no secante

Papel filtro.

REACTIVOS:

Antigeno para inmunoftuorescencia indirecta

Azul de evans

Antigammaglobulina hiumana marcada con isotiocianato de fluoresceina
Liguido de montaje

Sueros controles

Sueros problema
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TECNICA

1).- Sacar del congelador las laminillas antigénicas y dejarlas a temperatura
ambiente durante mis omenos 15a20min.

2).- Colocar en gradillas tubos de 12 x 75

3)~ Hacer diluciones de los sueros problema, control negativo y positive a
partir de una dilucién de 1:2 hasta 1:2048.

4).- Agregar10 pide suero diluido alos pocillos de laslaminillas antigénicas. Este
paso espara cada una de las diluciones realtzadas.

§).- Hacer el paso anterior para los controles positivo y negativo.

6).- Incubar las laminillas con los sueros controles y problema en camara
himeda durante 30 min. a 37°C,

7).- Lavar las laminillas transcurrido este tiempo con PBS-IFT y secarlas a
temperatura ambiente,

8).- Preparar el volumen necesario a ocupar de antigammagiobutina humana
marcada y de azul de evans de acuerdo & los titulos de estos.

NOTA: La preparacién de la mezclaanteriornodebe deusarse despuésde dos
horas.

9).- Colocar 10 pl de la solucién anterior a cada pocillo de las laminiltas en las
diluciones realizadas. Incubar a 37 °C encimara hismeda por30min.

10).- Lavar de igual forma que en el inciso 7.
11).- Secar a temperatura ambiente,
12).- Colocar los cubreobjetos con una gota de liquido de montar.

13).- Leer e microscopio de inmunofiuorescencia.
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LECTURA DE LA REACCION

1).» Proceder a lalectura de los testigos previamente a 1a de los problemas,

2).-Testigo de inmunofluorescencia inespecifica: estd constituide por la
suspencidn antigénica incubada en PBS-IFT durante 10s primeros 30 min, de fijacién. Al
microscopio los parisitos deberan presentar una coloracién rojiza y no mostrar
fluorescencia,

3).- Testigo negativo: el suero negativo debe presentar el mismo aspecto que el
testigoanterior.

4).- Testgopositivo: elsuerocontrol positivo debe presentarlos pardsitostelidos
con el fluorocromo,o sea de un color fluorescente. La fluorescencia es particularmente
intensa en la membrana y en ¢l flagelo del parisito.

5).- Las lecturas positivas deben ser observables hasta la dilucion reactiva del
suero positivo que se utiliza.

REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

REMCCION POSITIVA
IQEEINNRE B (G
.' b en Rx ‘n""'i"";n M HIE;:uimtmu
suero oy - 8b plejo
oblema ’2‘:“": fluorescents

REACCION NECATIUA

R0~ KD E~&{

[EEENN]

e Musercia 1o hay Antigama Mo hay formacidn
de Ab Rufg - Ac  globulina  del compleje
o suere marcada fluorescente

sroblena
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E).-REACTIVOS UTILIZADQS EN HAI E IF1

1.- BUFFER DE FOSFATOS SALINO pH 7.2 (PBS-IFT)

a).- Fosfato disédico monohidrogenado 0.1 M
NaZHPO4 ————— 1428
Agua destilada -——————— 1000 ml

b).- Fostato de sodio dihidrogenado 0.1 M
NaH2PO4 ——————— 138¢g

Agua destilada —————— 1000 m

¢).- Solucion salina 0.85%
NaC} ——————— 858
Agua destilada ————— 1000 ml

De ias soluciones a) y b) colocar las siguientes cantidades en un mabaz
volumetricoyaforarconlasotuciéne). ’

NaZHPO4 —~——e—— 71.5mi
NaH2PO4 ————— 85 ml
NaC10.85% —————— 90C ml

Mezclar completamente y ajustar apH 7.2

I1.- BOFFER DE FOSFATOS SALINOS pH 7.2 (PBS-HAI)

a).- Fosfato disodico monohidrogenado 0.15 M
NaZHPO4 ——————— 2138
Agua destilada ————— 1000 ml

b).- Fosfato monopotasico dihidrogenade 0.15 M
KH2PO4 ———n——— 2 Ag
Agua destilada -—————— 1000 m
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SOLUCION FINAL:
Tomar 72 m} de la solucion a)
Tomar 28 ml de la solucién b)
Poner 8.5 g de NaCl
Y todo esto aforar a 1000 mi con agua destilada
pH de la solucion final 7.2

.- ANTIGENO PARA HEMAGLUTINACION INDIRECTA
Se utiliz antigeno de referenciaproporcionado por el Instituto Nacional de Diagnéstico
e Investigacion de la Enfermedad de Chagas * Dr. Mario Fatala Chaben * Buenos Aires

Argentina. Este antigeno se reconstituye con 1a cantidad de PBS-HAI indicada en la
etiqueta.

IV.- ANTIGENO PARA REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

PREPARACION: El antigeno esta constituido por epimastigotes de I cruzf tratados
con formol.

QObtener los pardsitos de cultivo en medios bifisicos sin sangre. Es importante que sean
en lafase de crecimiento exponencial para que los parisitos esten aislados y no formen
rosetas.

Flitrar por capafina de algodén {para eliminar agar).

Centrifugar durante 10-20 min a 5000 rpm.

Decantar y lavar el sedimento dos véces con SSI, en iguales condiciones que en el paso
anterior.

Después del ultimo lavado, suspender en solucién salina isotonica con formol al 1%.
Agregar lentamente y agitar bien para homogenizar.
Dejar a temperatura ambiente durante 24 hrs., agitando varias veces,

Conservar en el refrigerador a 4 °C hasta el moriento de su uso.
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V.- PREPARACION DE AZUL DE EVANS

Se prepard una solucidn de azul de evans al 1% en PBS-IFT

V1- PREPARACION DE LIQUIDO DE MONTAJE

Glicerina bidestilada neutra ————— 9 partes
PBS-IFIpH72 —————— 1 partes

VIL- ANTIGLAMAGLOBULINAHUMANA MARCADA CON ISOTIOCIANATO
‘DE FLUORESCEINA.

(CONJUGADO): Existen en el comercio diversas marcas de este reactivo. Los
preparados comerciales son de muy variada calidad, por lo que es necesarfo controlar
cadalote y titular cuidadosamente. Determinar el titulo de ja antigamaglobulina marcada
para cada equipo microscopico, pues éste depende de 1a fuente de iluminacion y dei
sistema oplico autilizar,

VIIL- SUEROS CONTROLES

Seutiliz un suero control positivo ynegativo contitulos conocidos, propercionado por
el Instituto Nacional de Enfermedades Tropicales SSA.

IX.- SUEROS PROBLEMA

Se inactivaron previamente a 56 °C durante 30 min.
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VIIL.-RESULTADOS

Losresultados que a cqndnuacién sé presentan ofrecen uh panorama hacerca de
ciertascaracteristicas demograficas y de viviendadelosindividuos encuestados.

EnelcuadroNo.1 se presentanias distribuciones porcentuales por grupo de edad
de la poblacion estudiada. Observindose que se rata de una poblacidn heterogénea
(ver grificaNo.1).

EnelcuadroNo.2 semuestran las distribuciones porsexo detamuesiraestudiada;
el 74.54% correspondio al sexo femenino y el 25.45% correspondid al sexo masculino.
Esta marcada diferencia es debido a que cuando se realizo la visista domiciliaria para
12 toma de muestra, se encontraba en su mayoria las madres y los escolares.

En cuanto altipo de vivienda que habitan los individuos estudiados se observo un
mayor porcentaje de personas que habitan viviendas precarias (38.18%) (cuadro No.3)
(clasificacidn hecha en base al tipo de material utlizado en b costruccion de
su vivienda).

En el cuadro No.4 muestra el indice de hacinamiento y tipo de vivienda, donde se
presenta el nimero de cuartos empleados como dormitorio por vivienda y personas que
lo utilizan, asi como la cantidad de encuestados que viven en esas condiciones.

Se obtuvierdn en total 55 muestras; de las cuales 6 resultaron positivas a ambas
pruebas (HAI e IFT).

MUESTRA HAI IF1

TITULO °’
8838 1:16 1:32
8839 1:16 1:32
8844 1:128 1:256
8345 1:32 1:64
8856 18 1:32
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La prevalencia de anticuerpos antichagasicos en Ahuehuetzingo Morelos fué del
10.90% (6/55) (cuadroNo.5)

Laseropositividad se observo mas elavada en el tercer grupo etareo (10- 14 afios)
y en e titimo (mayor o igual a 65 aitos), Ei porcentaje es relativo.

Para el sexo femenino La reactividad positiva fué del 100% (cuadro No.6).

Enlo que se refiere al tipo de vivienda se encontré que la seropositividad esta
dividida en un 50% para precaria y el oro 50% para la adecuada (cuadro No. 7 ¥
grifica No.d).

Los datos sobre hacinamiento por vivienda y su relacion con la reactividad
serologicaa I. cruxi se resume en el cuadre No.8, donde se observa que es mayor la
seropositividad en las viviendas con mis detres personas/dormitorio.
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DISTRIBUCION DE LA POBLACION ESTUDIADA
SEGUN GRUPO DE EDAD
Ahuehuetzingo, Mor., 1989

30

25

it

i3

T

i3 = H
0004 03-09 10-14 15-2¢ 25-44 45-68¢ 89...
GRUPO DE EDAD

I GRAFICA No.1 .

Fuente: Cedula de encuesta
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CUADRONo.1
DISTRIBUQON PORGRUPO DE EDAD DE LA FOBLACION ESTUDIADA

shnshuetzingo, Morelos 1989

GryoBareo Poblacén Btadiada %
00-04 0z @
05-09 1 200
10-14 06 090
15-24 06 N 090
5-4 12 2181
5-64 7] 545
6. ™ 5]
TOIAL 55 100.00
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CUADRO No. 2
DISTRIBUGON DELOSINDIVIDUOS ESTUDIADOSPOR

GRUFODEEDAD Y SEXO
Ahuchuetzingo, Marelos 1989
GnpoRareo | MASCULINO PEMENINO TOTAL
Nimao| % | Nimao | %
00-04 @ g3 o 000 @
05-09 o 471 a 272 ]
10- 14 ® 363 04 721 o
.|s-24 i 000 0% 1090 ®
25-44 ® kT ] 1818 /3
45-64 ® 545 n 2000 u
65 . o 181 ® 545 ]
TOTAL M | 2545 “_| u | %
FUENTE- Cidula delaenarsta

* Por dento relativo por grupos etareo
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CUADRO No.3

DISTRIBUCION DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS SEGUN TIPO DE
VIVIENDAS

Abuehuetzingo, Morefos 1989

TIPO DE VIVIENDA NUMERO DE INDIVIDUOS % TASA

PRECARIA 2 k13t
REGULAR 14 25.43
ADECUADA 20 36.26

TOTAL 35 10.00

FUENTE.- Cédula de excuesta
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CUADRO No. 4

INDIVIDUGS SEROPOSITIVOS PORGRUPO DE EDAD Y SEXO

Ahushustzingo, Morelos 1909

NUMERO DE HABITANTES POR VIVIENDA
1-3 4-6 7-9  TOTAL

NUM % |[NUM % | NUM % | NUM %

3 34110 18.117 12.7 36.2

| 1e 4] 8 14518 14.5
- - 54

4 - - 2 36 |- - 2 3s

TOTAL 17 308|20 362{18 - 326 35 99.6’




CUADRO No. 5

INDIVIDUOS SEROPOSITIVOS SEGUN

GRUPO DE EDAD

Ahuehuetzingo, Morelos 1989

[ ]
00-04 02 0.0 0.0
05-09 i1 0.0 0.0
10- 14 06 3.0 50.0 |
15-24 06 0.0 0.0
5-4 12 2.0 16.6
45-64 14 0.0 0.0
65 ... 04 1.0 250 |
TOTAL 55 6.0 10.9
FUENTE- Glulade laenaxsta

* Por danto relativo por grupo etareo
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PORCENTAJE DE INDIVIDUOS SEROPOSITIVO
SEGUN GRUPOS DE EDAD
Ahuehuetizingo, Mor., 1989

%

60

50 -

40 -

30 +

20 1

10+

\

=

— ——

0 Y T T T =T ™

00-04 05-09 10-4  15-24  25-44  d45-3d4  65..
GRUPC DE EDAD

I B2 GRATICA No.2 '

Fuente: Cédulo de encuesio

o
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CUADRO No. 6

INDIVIDUGS SEROPOSITIVOS PORGRUPO DE EDAD Y
SEXD

Ahuchuetzingo, Moreks 1989

MASCULINO FEMENINO |
Gnpoetareo | Positivos | %~ Positivos 9%
estudiados estudiados
00- 04 o2 a0 a0 00
05-09 4 00 o7 a0
10- 14 [ 7] o0 ¥ 50
15-24 o0 00 % 00
25-4 02 0o 210 200
45-64 o3 0o o1 a0 |
65 ... w1 00 13 m
L TOTAL 014 00 GM41 109
FUENTE.- Gadula dela encuesta

* Por dento relativo por grupot atareo
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GRAFICA No. 3
DISTRIBUCION DE L.OS INDIVIDUOS ESTUDIADGS POR GRUPO DB EDAD Y SEXO
Abrachustingo, Mareks 1989
MASCULINO EDAD
6.
“S-64 i
25- 44 SR |
5-2%
10-1¢
os-09
00 - 04 'n

6 5 &3 2 1 0- g- §- ©- 18-  D-
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CUADRO No. 7

" SEROPOSITIVOS Y TIPO DE VIVIENDA QUE HABITAN LOS
INDIVIDUOS

Ahushuetzingo, Morelos 1989

“NUMERODE | NUMFRODE
TIPODEVIVIENDA | INDIVIDUQS | INDIVIDUGS | 9% TASA
ESTUDIADGS | ROSITIVOS

PRBECARIA 21 3 142

RBGULAR ) - -

AIHADA Y.\ 3 150
TOTAL 5 6 109

PUENTE- Gihula de encuesta
* Par dlento relativo por tipo de vivienda
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SEROPOSITIVIDAD Y TIPO DE VIVIENDA
QUE HABITAN LOS INDIVIDUOS
Ahuehuetzingo, Mor., 1989

GRAFICA No. 4

PRECARIA

ADECUADA
50%

6 CASOS ES EL 100 %

Fuente: Cédula de encuesia
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CUADRO No. 8
HACINAMIENTO Y SEROPOSITIVIDAD DE LOS INDIVIDUOS
ESTUDIADCS
Abhuehusetzingo, Morelos 1989
NUMERODE —  |NOMERODE] |
INDIVIDUGS % INDIVIDUQOS %
ESTUDIADOS FOSITIVOS
A 21 4545 4 666
B u 5455 2 33
TOTAL 5 100.00 6 100.00

FUENTE.- Cédula de encuesta
A: MAS DE TRES PERSONAS POR DORMITORIO POR VIVIENDA.
B: MENOS DE TRES PERSONAS POR DORMITORIO POR VIVIENDA
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IX.-DISCUSION

Lxenfermedad de Chagas es un problema propio de areas rurales ¥ suburbanas.
parece ser que la susceptibilidad es wuiversal no importa 1araza, edad o el sexo, ho asi.
¢l estrate socioecondmico, cuye estrate mas bajo gue conlleva: miseria, anallabetismo v
desnumicién, es quién lo sufre mas.

Poco son los estudios seroepidemioldgicos realizados en el pais. para tratar de
determinar la prevalenciade estainfeccion y portanto, identificar ireas endémicas.

Con elpropésito de contribuir alconocimiento de ladistribucion delaenfermedad
Chagisica en México, se realizo este estudio seroepidemiologico en Ahuehuetzingo
Morelos.

Ahora podemos asegurar que esta localidad se encuentra dentro de una zona
endémica ya que aunado alas favorables condiciones ecolégicas y socioeconomicas que
yase han descrito, el estudio serolégico reveld una positividad del 10.90% a Anticuerpos
Ant- T, cruxi

Respecto ala edad; se observa que es heterogenea como lo muestra la grifica 1,
siendo el sexo femenino el de mayor porcentaje (74.54%), debido a que durante 1a visita
domociliaria fuerén ellas quienes estuvieron en la vivienda, con mayor frecuencia
seguida por 10s escolares.

Considerando e} total de la poblacidn estudiada, se puede decir que las
actividades productivas mds frecuentes son la de estudiante y ama de casa los
campesinos posiblemente dedbido a su trabajo no estuvieron en su vivienda a ia hora
de 1a toma de muestra.

Por lo que se refiere al tipo de vivienda y a la cantidad de personas que la habitan
por cuarto (hacinamiento), Ja predominante fué la que de acuerdo 2 la clasificacion
empleada corvesponde a la categoria precaria; ésto debido a que la localidad de
Ahuehuerzingo Morelos es una poblacion suburbana donde existe un alto indice de
personas de bajos recursos, o cudl, es un factor de riesgo importante para laenfermedad
de Chagas, ya que el desarollo del trasmisor se favorece con este tipo de vivienda y las
posibilidades de que se infecte un numero mayor de personas aumenta de manera
considerable.

Respecto alconocimiento que lapoblacidn tiene sobre los vectores, lamayoria de
los individuos (67.27%) aseguraron conocerlo y sdlo el §0.90% citaron haber sido
picados por éstos; lo anterior, significa que hay una estrecha convivencia entre las
personas y los vectores, aunque no conocian elriesgo querepresenta ser picade por este
trasmsor, ademds de que por picar durante 1a noche al estar dormidos no lo notan, no
dandole importancia al control de estosinsectos.
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Se considera. que 1a poblacién inmigrante no tiene mayor importancia para la

prevalencia de 1a enfermedad de Chagas en la localidad de Ahuehuetzingo Morelos, ya

que se observan que en su mayoria es poblacion autéctona y el nimero de inmigrantes

representa un porcentaje minimo de la poblacion estudiada lo que implica que la
inmigracidnno s un factor importante de riesgoaconsiderar enelestudio.

De acuerdo a2 lo que muestra el estudio serolégico, podemos decir, que la
poblacion estudiada corresponde a una zona endémica para la enfermedad de Chagas.
Considerando a la poblacién total estudiada, observamos que el grupo de edad 10-14
aiios es el que mis alto riesgo presenta a la infeccion siguiéndolo el grupo de 65 o mas
aifos. Si a esto, agregamos que la fase aguda de la enfermedad es mds {recuente,
causando un mayor numere de defuncicnes en nifios, 1a presencia de la enfermedad
representa un alto riesgo para esa poblacion en particular, aunado a ésto, &l
desconocimiento de 1a enfermedad por los médicos tratantes a quienes acuden 10s
pacientes, haciendo mds preocupante 1a situacion de 1a poblacion estudiada.

Se considera que 10s grupos de edad restantes tienen un peligro potencial de
desarrollar las alteraciones que corresponde a la fase cronica de la enfermedad, ya
que, como sabemos, esta fase se desarrolla después de diez aios o mas de haber
tenido una primo infeccion, y que se caracteriza por las lesiones a nivel de misculo
cardiaco, higado, bazo, eséfago, colon y sistema nervioso, pudiendo producir hasta ia
muerte. La cifra de seropositividad nos indica gue un alte porcentaje de la
poblacién estudiada tiene un gran riesgo de desarrollar i enfermedad.
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X.-CONCLUSIONES

El desarollo  del presente wrabajo nos Heva a plantear las siguientes
conclusiones.

1. La enfermedad infecciosa lamada Tripanosimiasis amercana o enfennedad
de Chagas estd presente #n kL localidad de Ahuehuetzingo Morelos, ya gque la
seropositividad de la poblacion estudiada asi lo demuestra.

2.- La prevalencia de los anticuerpos Ant- I. crum corvesponde a un 10.90%
para la poblacion total estudiada, fo cudl indica que la infeccion esta presente en un
porcentaje importante y posiblemente 1a enfermedad en alguna de sus fases.

3.- Latasa de infeccién por edad es mayor en nifios que caen dentro del grupoe de
10-14 aijos.

4.- El 100% de infecciones ocurrieron en &l sexo femenino, debido a que se
muestrearon mas mujeres que hombres.

§.- Bl triatomisme domiciliaric y la enfermedad de Chagas provienen de Ia
primitiva construccion de 1a vivienda humana, del hacinamiento en que estos viven,
de ia falta de higiene v de la precaria condicién cultwral,econémica y soclal de sus
moradores.

6.- Es importants hacer incapie en que por lo menos deben realizarce dos
pruebas seroldgicas para descubrir a las personas seropositivas.
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XI1.-PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

1.- Es wrgente implantar un programa de control para esta infeccién en L
region, pero antes de realizar cualquier accidn profilactica,es indispensable el
adecuado estudio ecologico de la localidad para que en esta forma se precise 1os
biotopos que favorecen 1a interaccién entre triatdminos, el hombre y 10s reservorio
domésticos. Asi conocer cuales son los puntos geogrificos en que sean necesarias
la aplicacidn de medidas, profilacticas.

2.- Mejoria de las casa habitacion especiatmente en zonas rurales con el objete
de evitar que los insectos encuentren un habitat adecuado para su sobrevivencia.

3.- Recomendar medidas tendientes al control del vector y del drea domiciliaria,
como lo son sacudir cuadros y enseres domeésticos que pudieran servir como
alojamiento del insecto.

4.- Eliminacion de los vectores a través de insecticidas de accién residual.

§.- Tratamientdo a aquellas personas seropositivas en L que compruebe L
presencia de 1a enfermedad através de estudios clinicos y de gabinete.
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XI11.-RESUMEN

Se realizd un estudio seroepidemiolégico de la enfermedad de Chagas en
Ahuehuetzinge Morelos a fin de demostrar la existencia de la infeccién. Utilizando los
métodos inmunoldgicos de Hemaglutinacion Indirecta (HAI) e Inmunofluorescencia
Indirecta (IFT), para determinar la presencia de anticuerpos Anti- T. crugd y k
prevalencia de la infeccién, asi mismo se realizé el estudio de algunos laclores
demograficosyde vivienda.

El muestreo se hizo siguiendo las recomendaciones generales de la OMS
para estudios de zonas rurales, recolectando 55 muestras y obteniendose de estas
6 muestras positivas 1o que representa una tasa de prevalencia serologica de la
Tripanosomiasis americana de] 10.90% de la poblacion estudiada.

La mayor incidencia de anticuerpos se observé en individuos incluidos en el
grupo de edad de 10-14afios.

La condicién de hacinamiento, asi como La calidad de vivienda y la convivencia
con animales domésticos mostraron ser un factor de riesgo a adguirir la infeccién
Chagisica.

Respecto a los wransmisores el 67.27% de la poblacién estudiada asegurd
conocer al vector y solo el 10.90% afirmd haber sido picado por éstos.

Se demuestra que la enfermedad de Chagas esta presente y que la prevalencia
de anticuerpos Anti- I. cruzi es significativa, ademds que las condiciones de vivienda
tienen relacion directa en la presencia de la infeccion.
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XI111.-ANEXO

tﬁg_\ WSITUTOUE SALUBROND Y ENFERVEDADES TROFICALES

B
)
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SEROPOSITIVIDAD:

SERONEGATIVIDAD:

CASO:
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DEFINICION DE VARIARLES.

Presencia de titulos de anticuerpos anti- T. crua iguales o
mayores a 1:16 determinados con la microtécnica de
Hemaglutinacion Indirecta (HAI), y 1:32 seginlatécnica
de Inmunofluorescencia Indirecta (IF1), utilizando sangre
venosa,

Ausencia ce anticuerpos anti- T. cruzi, titulables por {as
técnicas de Hemaglutinacion Indirecta (HAI) e
Inmunofluorescencia Indirecta (IF1), utilizando sangre
venosa.

Se consideracomo caso atodo individuo que posee titulos
deanticuerpos anti- T. crun iguales o mayoresa 1:16,1:32,
por las microtécnicas: HAT e IFI respectivamente y/o con
T. crunen sangre venosa posea 0 n¢ manifestaciones
chinicas delaenfermedad.

VIVIENDA PRECARIA: Vivienda con paredes de bajareque, Limina - cartén o adobe

y techodematerialvegetaloldmina,

VIVIENDA REGULAR: Viviendacon pﬁedes de adoba, tabique o colado contecho

VIVIENDA
ADECUADA:

deteja.

Vivienda con techo de colado y paredes de wbique.
aplanado.
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