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RESUMEN

En México aun cuando existen los factores epidemiol6gicos para la transmisién de
la Enfermedad de Chagas no ha sido reconocida como un problema de salud
publica quizas por su aparente baja prevalencia; la OMS en 1991 estimd que en
América Latina 16 —18 millones de personas estaban infectadas y 100 millones en
riesgo de infeccién.

El Serodiagnético de la Infeccién por Trypanosoma cruzi se basa en tres pruebas
serolégicas Hemaglutinacién, ELISA e Inmunoflourescencia indirectas, las cuales
han sido estandarizadas bajo diversos criterios en distintos centros de
investigaciéon. En México la mayor parte de estos estudios se han realizado con
antigenos de origen extranjero. El principal objetivo de este trabajo fue obtener un
extracto antigénico de una cepa mexicana y determinar la seroprevalencia del
estado de Veracruz por medio de una prueba de tamizaje como la
hemaglutinacidn indirecta; se realizé la estandarizacién de la prueba con muestras
sanguineas en papel filtro; el extracto antigénico se valid6é con un panel de sueros
de origen argentino obteniendo una sensibilidad y especificidad aceptable para su
empleo en el diagnéstico. La seroprevalencia obtenida fue 2.4%.

Al extracto antigénico se determino proteinas y carbohidratos totales, separacion
proteica por electroforésis en geles de poliacrilamida, electroinmunotransferencia
y pruebas de reaccién cruzada con sueros de pacientes positivos a Leishmania
mexicana. El andlisis electroforético mostré 18 componentes entre 25y 110 kDa y
el de electroinmunotransferencia 16 entre 16 y 210 kDa; 9 fueron especificos para
T. cruzi y 7 para L. mexicana; lo anterior tiene relevancia al no observarse
reaccién cruzada con L. mexicana por lo cual se propone este antigeno como
buen candidato en el serodiagnéstico de la infeccién por T. cruzi.



1. INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, cuyo agente etioldgico es
Trypanosoma cruzi, fue descrita por primera vez en 1909 por Carlos Chagas en Minas
Gerais, Brasil’. En 2000 Schofield refirié que en México existe una seroprevalencia de
540 000 casos, con 10,854 nuevos por afio’; por otro lado, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estimé en 1991 en América que de 16 a 18 millones de personas estaban
infectadas y que 100 millones se encontraban en riesgo de adquirir la infeccion’.

En la Republica Mexicana, Carlos Hoffman en 1928 hizo el primer reporte del transmisor
en el estado de Veracruz con un ejemplar de Triatoma dimidiata *; Luis Mazzotti en 1936
notificd por primera vez triatéminos naturalmente infectados (Triatoma pallidipennis y
Triatoma dimidiata) en Tututepec, Oaxaca y posteriormente en siete estados mas, motivo
por el cual dirigié sus investigaciones para la busqueda de casos humanos®, en 1940
informb los dos primeros casos humanos en fase aguda diagnosticados por
xenodiagndstico y de los dos primeros vertebrados infectados, un perro en el estado de
Oaxaca y un armadillo en el estado de Colima®. Herr y Brumpt en 1939 refirieron la
adquisicién accidental de la enfermedad en el laboratorio con una cepa de origen
mexicano proveniente de un transmisor naturalmente infectado’; Dias, Perrin y Brenes
en 1947 realizaron la primera encuesta serolégica en el pais®; Biagi y Arce en 1965
diagnosticaron los dos primeros casos de miocardiopatia chagasica comprobados por la
presencia de amastigotes en cortes histolégicos de miocardio en autopsia’ y Tellaeche
en 1976 comunicb 74 casos agudos encontrados en frotis sanguineos por la Campaiia
Nacional para la Erradicacién del Paludismo'®. Salazar-Schettino en 1979 informé el
primer caso de miocardiopatia chagésica cronica, referido como tercer caso
comprobado parasitolégicamente'' y en 1984, el primer megaesédfago en Oaxaca'?.
Tay en 1986 report6 el primero de megacolon también en Oaxaca® y en 1989 Salazar-
Schettino el primero de transmisién por transfusién sanguinea en la Ciudad de México™
y Guzman el primero de transmision congénita'®.

En México, aun cuando no existen suficientes estudios epidemiolégicos, existen todos
los factores para que la cadena epidemioldgica se lieve a cabo tal como la presencia del
transmisor naturalmente infectado en todos los estados y a todas las altitudes'®' las
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condiciones de vivienda en las zonas rurales, Optimas para la convivencia con
triatdminos y reservorios; asi como la presencia de cepas de Trypanosoma cruzi que al
haber sido caracterizadas han mostrado virulencias y tropismos muy variados; sin
embargo, ain no es reconocido como un problema de salud pablica, debido
principalmente al desconocimiento tanto de la poblacién como del personal de salud y
por la falta sistematica de comprobacién serolégica en laboratorios clinicos y bancos
de sangre del pais. En algunas regiones, existen estrategias de control y vigilancia
epidemiolégica con base en encuestas epidemiolégicas previas, las cuales se han
realizado con diferentes metodologias, lo cual no siempre permite comparar

resultados®!'13162

Actualmente, la tendencia de la OMS/OPS es interrumpir la transmision natural en
zonas rurales y la urbana en Bancos de Sangre como parte de las acciones
planteadas en las Iniciativas Multinacionales de Erradicacion. Desde el descubrimiento
de la enfermedad de Chagas, han sido utilizados numerosos métodos parasitolégicos e
inmunolégicos para el diagnéstico, algunos de los cuales a través del tiempo han
mostrado sensibilidad, especificidad y reproducibilidad aceptable®®?*.

Los métodos serolégicos sirven para detectar la infeccion por Trypanosoma cruzi, y
aunados a la presencia de signos y sintomas, establecen el diagndstico de
enfermedad. Por otra parte, desde el punto de vista epidemiolégico la serologia es util
para establecer medidas terapéuticas y en el monitoreo de programas sanitarios de
vigilancia y control del padecimiento. Para el diagndstico de la enfermedad de Chagas,
la OPS/OMS recomienda especialmente el uso de las técnicas de hemaglutinacion,
ELISA e inmunofluorescencia indirectas; asi mismo, para la confirmacién diagnéstica,
define demostrar reactividad en dos pruebas de diferente principio, la positividad con
una sola prueba no constituye' un criterio de diagnéstico suficiente®®. En la
confirmacion serolégica se deben emplear dos pruebas realizadas de preferencia
simultaneamente, con lo que la certeza diagnéstica estara entre el 98 y 99.5%25%. Por
otro lado, es importante determinar la presencia de reacciones cruzadas
especialmente por la infeccion por Leishmania sp, la cual puede ser coendémica en
algunas regiones del pais.



2. AGENTE ETIOLOGICO

Ubicacién taxonémica (Levine, 1989%)

Reino Protista
Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Especie Trypanosoma cruzi (Chagas 1909')

Trypanosoma cruzi presenta principalmente tres estadios morfolégicos: tnpomastigote,
epimastigote y amastigote; las diferentes formas se distinguen entre si por la posicién del
kinetoplasto respecto al nicleo y por la presencia o ausencia de flagelo y membrana
ondulante. La fase de tripomastigote tiene cuerpo alargado en forma de "S" o "C”, un
nucleo muy aparente en la parte media del cuerpo, una membrana ondulante y el
kinetoplasto localizado posterior al nucleo, mide de 18-21um y puede ser sanguineo
cuando se encuentra en el torrente circulatorio del vertebrado y metaciclico que es la
fase infectante y se encuentra en la ampolla rectal y heces del transmisor. Del
kinetoplasto emerge la membrana ondulante que recorre al parasito a lo largo del
cuerpo saliendo libre en la porcién anterior para moverse activamente como un latigo.
El epimastigote presenta aspecto fusiforme mide 16-20um de longitud, el kinetoplasto
se encuentra ubicado en la porcion anterior del nudcleo, el flagelo emerge del
kinetoplasto y forma una pequena membrana ondulante antes de salir por la pare
anterior del parasito. Este estadio morfologico corresponde al estadio replicativo en el
vector por lo cual se multiplica profusamente en el intestino medio del triatomino para
dar lugar a la fase de tripomastigote metaciclico; también puede observarse en los
medios de cultivo convencionales.




El amastigote es la forma tisular intracelular del mamifero; en él se reproduce por fisidn

binaria longitudinal, se presenta como una estructura esférica de 24um, no presenta

flagelo libre, el nucleo es muy aparente y el kinetoplasto tiene forma de bastoncillo***2,

amastigote

Fig.1 Fases de Trypanosoma cruzi

C - cinetoplasto M - mitocondria RE - reticulo endoplasmico N — nicleo
G - aparato de Golgi MT — microtibulos F- flagelo

2.1 BIOQUIMICA DEL PARASITO. El contenido en proteinas del epimastigote es del
43-53% referido a peso seco. Los lipidos constituyen hasta un 20% del pesc seco de
los epimastigotes de cultivo y se han demostrado glicéridos esteroles, glucolipidos y
fosfolipidos, siendo los acidos no saturados los predominantes. Trypanosoma cruzi
metaboliza diversos carbohidratos, principalmente la glucosa; esta fermentacion
aerobica produce CO; con liberacién de acetato y succinato, entre otros. El ciclo de los
acidos tricarboxilicos existe por fo menos en epimastigotes y tripomastigotes®®°. A
igual que otros tripanosomatidos, T. cruzi carece de actividades de catalasa y de
glutation peroxidasa, enzimas directamente relacionadas en el metabolismo de
radicales téxicos; asi mismo, no es capaz de sintetizar acido neuraminico, el cual
incorpora a sus glucoconjugados del medio, utilizando a neuraminidasa que expresa
sobre su superficie celular’>®

2.2 CICLO DE VIDA. En el ciclo biolégico natural de Trypanosoma cruzi estan
involucrados el hombre, el transmisor y gran variedad de mamiferos naturalimente
infectados que se desempefian como reservorios en la naturaleza®**%, En condiciones
naturales, un triatémino se alimenta de sangre de un mamifero infectado, el parésito
se multiplica activamente en el intestino medio del insecto y al cabo de 15 a 30 dias en

el intestino posterior del mismo, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos que
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son las formas infectantes; el triatémino, al picar a un huésped sano, defeca sobre ély
a través de piel o0 mucosa sana o escoriada, o por el mismo sitio de la picadura,
penetran las formas infectantes (junto con las heces del parasito); o bien, estas
mismas pueden ser lievadas hacia la conjuntiva del ojo ocasionando el caracteristico
signo de Romara. Las formas infectantes también pueden penetrar al torrente
sanguineo por otras vias como son heridas cutaneas o por via oral®**?. Dentro del
mamifero, las formas infectantes, inicialmente se introducen en las células del tejido
linfoide transformandose en amastigotes, los cuales se multiplican por fisién binaria hasta
lisar la célula huésped y transformarse en tripomastigotes sanguineos para diseminarse
por el torrente circulatorio; éstos penetran a nuevas células del tejido linfoide o muscular
para iniciar nuevamente el ciclo, el cual se completa cuando [os tripomastigotes
sanguineos son ingeridos por otro transmisor’ =°.
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Fig.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
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2.3 MECANISMOS DE INFECCION. La infeccién en el humano puede ser adquirida
por diversos mecanismos; el mas frecuente se lleva a cabo en forma natural, con
participacion del transmisor, como ya fue descrito en el ciclo de vida, a este

mecanismo actualmente se le ha denominado Chagas rural.

Otros mecanismos, si bien menos frecuentes, pero con caracteristicas que impactan a
ciertos nicleos poblacionales, son aquellos que se llevan a cabo en areas urbanas y que

se relacionan con transfusiones de sangre y sus componentes'*4'#

, con transplantes de
érganos, principalmente renal o cardiaco**? denominado Chagas urbano y las vias

transplacentaria, neonatal y raramente por ingestion de leche matema (Chagas connatal)
53-59

Otros mecanismos poco frecuentes, han sido los accidentes de laboratorio”***, |

a
ingestién de artrépodos infectados, asf como de carne cruda o insuficientemente
cocida de reservorios y de alimentos o bebidas contaminadas con materia fecal, orina

y secreciones de las glandulas anales de marsupiales®®®'.

2.4 CUADRO CLINICO. Tradicionalmente, la enfermedad de Chagas presenta 3 fases:
Fase aguda. Después de la infeccion natural, los primeros sintomas aparecen en 4 a 12
dias (periodo de incubacién). Esta fase se caracteriza por la presencia del parasito en
sangre periférica y por las manifestaciones muco-cutaneas ocasionadas por la entrada
del parasito al organismo y tiene una duraciéon de 2 a 3 semanas aunque puede
prolongarse hasta 2 meses®, Después de la picadura del artrbpodo, en el sitio de
inoculacion aparece un nédulo subcutaneo e indoloro, denominado chagoma de
inoculacion; cuando la via de entrada es la conjuntiva ocular, se presenta un edema
bipalpebral unilateral, duro de color violaceo e indoloro con duracién de 2 a 4 semanas
y que se conoce como Signo de Romaria, ademéas del crecimiento de los ganglios
linfaticos preauriculares y cervicales, constituyendo ambos el complejo oftalmo-
ganglionar.




Fig. 3 Signo de Romarnia
Allas de Parasitologia CDC. Aflanta

De los casos en nifios que se infectan durante el primer afo de vida, aproximadamente
el 36% presenta la fase cronica después de 10 a 20 afos de la primoinfeccién®.

El parasito puede invadir cualquier célula del organismo, siendo los 6rganos mas
afectados, corazén, musculo cardiaco, esquelético, aparato digestivo y sistema nervioso
central.

En individuos que adquieren la infeccidon por transfusién sanguinea, los sintomas
aparecen entre 20 y 40 dias después de la misma; particularmente en los casos
inmunocomprometidos, esta fase puede ser fulminante con afeccién cardiaca y de
sistema nervioso central®.

La infeccién puede ser transmitida de la madre al producto y manifestarse como aborto
espontaneo, muerte intrauterina o infeccién aguda, la cual puede detectarse al momento
de nacer o bien, semanas después. La infeccién connatal se caracteriza por presentar

fiebre, ictericia, anemia y hepatoesplenomegalia, asi como lesiones cutaneas %%,

Fase indeterminada. Se presenta después de la fase aguda y se caracteriza por tener
una duracién de 10 a 20 afos, sin manifestaciones clinicas y los parasitos en sangre
suelen ser escasos; el trazo electrocardiografico (ECG) es normal. La infeccién se
detecta unicamente por serologia positiva, ocasionalmente por xenodiagnéstico o
cultivo®*&,

Se estima que aproximadamente el 30% de estos individuos, sufriran posteriormente
dafio cardiaco, digestivo o neurolégico al evolucionar hacia la fase crénica de la
enfermedad®.




Fase crénica. Se caracteriza principaimente por el desarrollo de una cardiopatia de
evolucién lenta, progresiva e imeversible, que se expresa clinicamente con insuficiencia
cardiaca y cardiomegalia. Los signos y sintomas mas frecuentes son dificultad para
respirar (disnea), palpitaciones, dolor precordial e incluso muerte stbita'’. Las afecciones
digestivas, representan el 6% de los casos crénicos y se manifiestan principaimente en
esofago y colon con dilatacién de los mismos (megaes6fago y megacolon); raramente
ha sido descrito también, afeccion en duodeno, estbmago, vesicula, uréter y vejiga, entre
ofros. Estos megas son debidos a lesiones tanto del sistema nervicso periférico que
inerva estos 6rganos, asi como de fas células musculares lisas. Los megas son raros en
12,63-66

México a diferencia de Brasil y Chile
En México, al igual que en Argentina la forma mas comun es la cardiaca®'.

Fig.4 A- cardiomegalia B.- megaeséfago C- megacolon
Cortesia: Dras. Salazar Schettino/ Bucio. Facultad de Medicina, UNAM




2.5 PATOGENIA Y PATOLOGIA

Patogenia. Los mecanismos patogénicos por los cuales Trypanosoma cruzi produce
lesion son muy variados y determinan la evolucion de la infeccion; éstos factores estan
relacionados basicamente con las caracteristicas tanto del parasito como del huésped

y la interaccién entre ambos®.

Factores dependientes del parasito |Factores dependientes del huésped

Polimorfismo Constitucion genetica
Tropismo Sexo

Virulencia Edad

Constitucién antigénica Especie

Cantidad de parasitos en el inéculo Raza

Infecciones

Respuesta inmunolégica
Temperatura

Estado nutricional

Dieta

En la relacién huésped-parasito, a nivel celular, las formas infectantes de 7. cruzi
penetran las células huésped y como amastigotes se reproducen por fisién binaria cada
12 horas; de estas formas aproximadamente el 15% sufre degeneracién y el resto induce
lisis citoplasmatica de la célula parasitada®.

Patologia. Durante la fase aguda de la infeccion, el parasito se multiplica rapidamente
sin reaccién inflamatoria alrededor de las células parasitadas. Los parasitos se
diseminan a través de la circulacién, pudiendo parasitar cualquier elemento del
organismo con marcado tropismo hacia células musculares cardiacas, macréfagos,
fibroblastos y neuronas asi como células musculares estriadas o lisas. La ruptura de
las células parasitadas provoca una intensa respuesta inmune inflamatoria, que en
casos severos, genera miocarditis aguda, destruccion de ganglios nerviosos
autonomos del tracto digestivo y meningoencefalitis.




Con el desarrollo de la inmunidad humoral y celular, el nimero de parasitos en sangre y
en los tejidos disminuye al grado de no ser detectable con los métodos convencionales
de diagnéstico. A pesar de la apariciéon de la respuesta inmune, el parasito persiste en
estos individuos tanto en sangre como en tejidos de por vida. En la mayoria de los casos,
el dafio tisular se limita a pequefios focos de inflamacién y fibrosis con dafio limitado a
ganglios autonomos y células musculares cardiacas.

Durante la fase crénica, puede haber gran dafio celular en ausencia de

franca invasién parasitaria.

Fig. 5 A. Nido de amastigotes en muisculo

cardiaco. B. Corazén chagéasico
Cortesia: Dras. Salazar, Cabrera y Bucio. Lab.
De Biologia de Parasitos. Fac. Medicina. UNAM

En la histopatologia se presentan dos condiciones fundamentales, el proceso
inflamatorio y la lesién celular, principalmente a nivel neuronal, en ambas la respuesta
del huésped, al parecer es una consecuencia directa de la multiplicacién del parasito,
onginando dafno por destruccion de las células del huésped y/o por mecanismos de
sensibilizacién; existen también alteraciones degenerativas en células no parasitadas
inducidas por el proceso inflamatorio o por fenémenos de autoinmunidad.

Lesiones inflamatorias. En la fase aguda se presenta un infiltrado inflamatorio de
neutrofilos y a veces sélo de eosindfilos, al evolucionar el padecimiento, los neutréfilos
disminuyen y aumentan gradualmente los linfocitos, células plasmaéticas y monocitos;
posteriormente estos Ultimos se transforman en macréfagos que eventuaimente se
fusionan para formar células gigantes multinucleadas (tipo Langhans), todas estas
células forman cimulos denominados propiamente granulomas. En la fase crénica al
incrementarse la cantidad de macrofagos y células gigantes, también se forman
granulomas.
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Lesiones neuronales. Las lesiones se observan después de la ruptura de las células
parasitadas, seguidas por la desintegracién de las formas parasitarias remanentes.
Las lesiones neuronales pueden consistir en vacuolizacion, alteracién en la relacion
nacleo-citoplasmica con disminucién de las prolongaciones dendriticas, !0 que reduce
considerablemente los contactos sinépticos, tumefaccién, plegamiento, necrosis y
desintegracién.

En la fase crénica de la enfermedad, las lesiones se caracterizan por la presencia de
fibrosis peri e intraganglionar ademas de disminucion en el numero de neuronas, estas
lesiones son irreversibles®®®®. La lesién cardiaca y del tubo digestivo se caracteriza
por la presencia de infiltrados linfocitarios difusos con escasos parasitos. La respuesta
inmune mediada por linfocitos se desencadena contra el tejido cardiaco y ganglionar
del tubo digestivo con el desarrollo de cardiomegalias o megas del tubo digestivo

principalmente®®*.

2.6 INMUNOLOGIA. Frente a la infeccién parasitaria, el huésped desarrolla una
amplia variedad de mecanismos que involucran tanto a la inmunidad humoral como
celular. En términos generales, la respuesta humoral se desarrolla cuando los
parasitos invaden la circulacién, mientras gque la celular cuando invaden tejidos; por
otra parte, el parasito desarrolla al maximo su capacidad reproductiva para aumentar
asi, como especie, su sobrevivencia y transmisién en la naturaleza. Una de las
caracteristicas de esta parasitosis es la larga permanencia del parasito en el huésped
sin que se vea afectada su viabilidad; para lograr esto, los parasitos han desarroflado
eficientes mecanismos de evasion a la respuesta inmune.
Después de la primoinfeccion, durante las primeras semanas, el huésped no desarrolla
una respuesta inmune especifica a ios antigenos parasitarios. La responsabilidad de )a
defensa del huésped durante este periodo es asumida por una serie de reacciones en
cascada mediadas por factores humorales y coordinadas por las células fagociticas. En
este proceso son de gran importancia la respuesta inflamatoria, los macrofagos vy la
cascada del complemento®.
Los mecanismos de inmunidad evitan que una eventual reinfeccién de lugar a una nueva
fase aguda; a pesar de esta actividad protectora, el microorganismo no es erradicado y
1



se establece una relacion huésped-parasito condicionada por las caracteristicas de
ambos y por factores ambientales que tienden a llevar la infeccién aguda a la cronicidad.
Ha sido descrita una severa inmunodepresion durante la fase aguda de la infeccién. En

la fase cronica la respuesta inmune se restablece en forma parcial o total™.

Trypanosoma cruzi presenta multiples mecanismos para evadir la respuesta inmune del
huésped y algunos de ellos estan siendo aun estudiados. Entre los

mecanismos de evasidn de T. cruzi se encuentran los siguientes %77,

Inmunodepresién. Ha sido observado que se presenta una inmunodepresion
durante la fase aguda de la enfermedad en forma inversamente proporcional al

pico de la parasitemia.

Localizacibn intracelular. Al ser un pardsito que se reproduce intracelularmente,
reduce su exposicién para ser lisado, al resguardarse infectando células de baja
capacidad parasitocida (células musculares y nerviosas) o0 bien, penetrando
células con lisosomas e impedir la fusién de estos con ei fagosoma.

Capping. Trypanosoma cruzi al igual que otros protozoarios intraceluiares,
expresa antigenos de superficie similares a los de la célula huésped para interferir

con la adherencia de anticuerpos liticos a su membrana.

Autoinmunidad. Ha sido demostrada la formacién de anticuerpos con reaccién
cruzada entre el parasito y antigenos de las células de vertebrados que han sido
involucrados en la patogénesis del dafo celular y de componentes tisulares en e!
humano, lo cual genera lisis no solo de las células infectadas sino también de las
no infectadas.

Vanacion antigénica. Dependiendo de la fase de desarrollo del parasito se

encontraran diferencias antigénicas; sin embargo aun sigue en controversia si se
presenta en T. cruzi a diferencia de 7. brucei que si la presenta.
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Activacion de la via altema del complemento. Los epimastigotes activan la via
alterna del complemento, por lo cual pueden ser lisados por accion de este, a
diferencia de los tripomastigotes que son refractarios a esta lisis mediada por
complemento, ya que tienen poca capacidad de union al componente C3 y por lo
tanto son capaces de infectar células del huésped que no presentan este receptor

en su superficie.

Inhibicién de la produccién de IL-2. T. cruzi puede inhibir la produccién de [L-2 y
regula la expresion de los receptores de IL-2 y ademas de contribuir a la

inmunodepresioén que acompana la infeccion.

La infeccidén por T. cruzi durante la fase aguda, estimula una respuesta inmune con
expresidon humoral especifica con niveles altos de anticuerpos de! tipo IgM, para
incrementarse posteriormente cuando la parasitemia desciende los de la clase IgG e

IgA lo cual orienta en el reconocimiento de infecciones recientes o crénicas’.

2.7 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD. Desde el descubrimiento de la
enfermedad de Chagas, han sido utilizados para el diagnéstico numerosos métodos
parasitolégicos e inmunolégicos; algunos han mostrado a través del tiempo una
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad aceptables.

Las medidas de control o de deteccidon de la transmisiébn no vectorial de T. cruzi
requieren sistemas de diagnéstico eficientes que permitan detectar la infeccion en el
humano, en los donadores de sangre y donadores y receptores de 6rganos, asi como en
mujeres embarazadas y sus productos.

La presencia de formas parasitarias y de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi constituyen
los elementos mas relevantes para el diagnéstico de laboratorio. Por esta razén, los

métodos de diagnéstico se clasifican en parasitolégicos e inmunolégicos.



Métodos parasitolégicos. Estos métodos son capaces de demostrar la presencia del
parasito en sangre y son los de eleccién en la fase aguda de la enfermedad donde la
parasitemia es constante y elevada; también son Ultiles en el diagndstico de la forma
de transmision connatal o en casos atipicos de dificil diagnéstico, como pueden ser los

de origen transfusional o por transplante de 6rganos.

La observacion microscépica de tripomastigotes en sangre puede realizarse por
examen directo, gota gruesa, o frote, lo cual permite diagnosticar aproximadamente el
90% de los casos especialmente en fase temprana (primer semana) de la infeccién, y
por métodos de concentracién para aumentar la sensibilidad diagnéstica, como es el
Strout, con el cual se obtiene una sensibilidad mayor al 95% en casos agudos".

Fig.6 Gota gruesa, Frotis y Xenodiagnostico

Existen otros métodos que se realizan para amplificar el nimero de microorganismos,
como son el xenodiagnoéstico en serie, donde triatominos de laboratoric son alimentados
con sangre del paciente y su contenido intestinal es examinado 4 semanas después,
este método tiene una sensibilidad del 100% en casos agudos y hasta de un 50% en
crénicos. Otro método empleado para este fin es el hemocultivo, el cual ofrece buena
sensibilidad en casos agudos a diferencia de los cronicos, y al realizarse conjuntamente
con el xenodiagndstico aumenta el porcentaje de casos positivos en la fase crénica.
Otros métodos que también pueden emplearse son la inoculacién de animales de
laboratorio, los cuales podran ser inoculados tanto con muestras sanguineas como con
macerados tisulares obtenidos por biopsia 0 en estudios post-mortem y el estudio
histopatolégico con el fin de evidenciar amastigotes™®.

En afios recientes, se esta empleando la técnica de PCR, donde se amplifica el ADN
del parésito, alin con resultados todavia en controversia debido a que se realiza
unicamente en centros de investigacion, ademas del elevado costo para su empleo en

el diagnéstico rutinario?®2578
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Métodos inmunolégicos. Ademas del mecanismo natural para adquirir fa infeccion,
actualmente han adquirido relevancia otros mecanismos, especialmente asociados a
las areas urbanas son, la transfusion de sangre o sus componentes y transplantes de
érganos y tejidos, sin dejar de mencionar que en éareas rurales es la transmision
connatal, por lo que se requiere de sistemas de diagnéstico eficaces y accesibles que
permitan detectar la infeccién por Trypanosoma cruzi.

En las etapas indeterminada y crénica los métodos directos son poco sensibles debido
a que la parasitemia circulante es muy baja; por tanto, ta deteccién se realiza con
métodos indirectos como es la serologia para demostrar la presencia de anticuerpos
especificos generados por la infeccion.

Se han realizado numerosas técnicas serologicas para el reconocimiento de
anticuerpos y los avances al respecto han sido considerables desde que Guerreiro y
Machado en 1913 emplearon por primera vez un antigeno crudo para la reaccién de
fijacion del complemento; a la fecha, estas pruebas estan cada vez mas en desuso por
su complejidad técnica para su empleo con fines masivos; sin embargo, actualmente
existen técnicas como ELISA, HAl e IFl las cuales pueden ser reproducibles en
cualquier laboratorio con especificidad y sensibilidad aceptables, ademéas de costos

relativamente bajos?%%7278.8081

. La técnica de hemaglutinacion indirecta tiene una
sensibilidad de alredededor del 98% y una especificidad variable, en el caso de la

prueba de ELISA esta tiene 98 y 99% respectivamente 2.

El diagnéstico puede establecerse demostrando anticuerpos especificos del tipo IgG o
IgM. También pueden utilizarse otros procedimientos como e PCR o de
inmunohistoquimica con tinciones especiales de los tejidos afectados; sin embargo,
estas técnicas sélo estan disponibles en centros de investigacion, lo cual limita su

uso?®,



En términos generales, el inmunodiagnéstico puede establecerse bajo dos criterios:

I- Cuando se requiere establecer un diagndstico rapido como es el caso de
donadores de sangre u érganos, asi como en estudios epidemioibgicos;
estas pruebas, denominadas de tamizaje o “screening’, deben presentar
una alta sensibilidad ain cuando la especificidad sea baja como es el caso
de la técnica de hemaglutinacion indirecta.

Il- Para detecciones precisas o confirmatorias; es decir en casos donde existen
antecedentes clinicos y/o epidemioldgicos importantes, en estos casos
deberdn emplearse como minimo dos pruebas con técnicas de diferente
principio realizadas simultaneamente™.

Con la experiencia de diversos centros de diagndstico e investigacion, se ha
determinado que algunas pruebas han mostrado sensibilidades y especificidades
adecuadas, sin dejar de considerar su reproducibilidad, con lo cual, a la fecha se
busca no soOlo obtener resuitados confiables sino ademas comparables en los
diferentes centros de diagnéstico y/o investigacion®.

Debido a que este parésito comparte antigenos con otros tripanosomatidos, es
esencial la identificaciéon y caracterizaciéon de antigenos especificos para estudios
relacionados con el serodiagnéstico, inmunoprofilaxis y patogénesis. Respecto a esto,
en México existe la infeccién por Leishmania spp. cuya distribuciéon puede ser

coendémica con T. cruzi en ciertas regiones.

Los métodos serolégicos empleados para estos fines, si son valorados con base en su
nivel de reactividad, son considerados los de mas alta calidad, aquellos capaces de
detectar concentraciones muy bajas de anticuerpos como es el caso del
inmunoensayo enzimatico (ELISA indirecta); pruebas de reactividad intermedia como
la inmunofluorescencia indirecta (IF1) y la hemaglutinacion indirecta (HAI); y pruebas
consideradas con baja reactividad como es la reacciéon de fijacién del complemento.
La OPS/OMS recomienda especialmente e! uso de las siguientes pruebas:

Hemaglutinacién indirecta, ELISA indirecta e Inmunofiuorescencia indirecta®*%°.




Cuadro 1
Métodos Serolégicos y Moleculares para el Diagnostico de la
Infeccion por Trypanosoma cruzi®

CONVENCIONALES NO CONVENCIONALES
. Antigenos
SITUACION ELISA |IFI |HAl | mbinantes PCR
Confirmacién de caso clinico (Se
recomiendan dos pruebas)’ X X X X
Control de sangre a transfundir
(Se recomienda una prueba)’ X X
Deteccién de infecclén congénita
(Se recomlendan dos prusbas) X X X X
Investigacién epidemiolégica
(Se recomiendan dos pruebas)® | X X X
Seguimiento a pacients tratado
(Se recomiendan dos pruebas)’ X X X X X

1. Unicamente cuando un programa de control de calidad con componentes
intermo y externo haya sido Instalado.

2. Toma de muestra en papel de filtro,

Para la confirmacion serolégica se deben seleccionar las pruebas tomando en
consideraciéon los antigenos empleados, asi como el tipo de anticuerpos que se
desean demostrar. Si se realizan dos pruebas simultdneamente, la certeza diagnoéstica
estara entre el 98 y 99.5%. Sueros con reactividades discordantes deberan ser
sometidos a una tercera evaluacién con ofra técnica y en caso de repetirse la
discordancia realizar nuevamente el procedimiento con nueva muestra. Por otro lado,
es importante determinar para cada zona geografica los titulos reactivos especificos
en cada prueba para evitar reacciones cruzadas por la presencia de anticuerpos afines
generados por otras infecciones.

La conservacion y toma de la muestra son de suma importancia para la obtencion de
resultados confiables; tradicionalmente el serodiagnéstico se ha realizado con
muestras sanguineas obtenidas por puncién venosa, lo que dificulta y encarece su
manejo en campo, con riesgo de disminuir la calidad de estos productos al llegar a los
centros de diagndstico. Para evitar estas dificultades, desde 1932 existen trabajos,
donde para evitar la puncién venosa, se realizan tomas de muestras sanguineas en
papeles absorbentes por puncién digital que facilitan la toma y conservacion del
producto®8,
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Las primeras pruebas serologicas efectuadas con eluidos séricos obtenidos de papel
para el diagndstico de la enfermedad de Chagas las realizaron Maekelt en 1960,
Sadun en 1963, Souza y Camargo en 1966, Neal y Miles en 1970, Alvarez en 1971,
Franco y Chamma en 1973, entre otros®*®. En México, Goldsmith y Kagan en 1972,
Salazar en 1984 y 1989 utilizaron esta metodologia para obtencion de muestras
sanguineas®-".

La toma de muestra en papel filtro, presenta ciertas ventajas comparada con la
venopuncion; entre ellas, la mas importante es que al requerir un volumen pequeno de
muestra, se puede obtener por puncion digital, se toma rapidamente por lo que el
namero de muestras por jornada es mayor y no requiere de personal capacitado. Por
otro lado, la conservacion y el transporte son muy sencillos ya que estas muestras no
requieren de una red fria hasta su procesamiento como es el caso en el manejo de
sueros en donde ademas se requiere de centrifugacién para la separacion del
producto. Existen gran cantidad de encuestas serolégicas realizadas a partir de
elufdos obtenidos de papeles filtro en nuestro pais y en otros paises cuyos resultados
muestran una buena correlacion de este procedimiento cuando se compara con el

suero obtenido por venopuncién?* 7892101,

Debido a que sélo el 5% o0 menos de los infectados presentan un cuadro clinico tipico de
infeccion aguda, las pruebas seroldgicas son apropiadas para detectar prevalencias de la
infeccidn; la informacion que se obtiene, es por lo tanto, sumamente valiosa no sélo para
el diagnéstico de casos aislados sino a nive! epidemioldgico. Los estudios serologicos
realizados en poblaciones rurales combinados con la electrocardiografia y antecedentes
clinico-epidemioldgicos dirigidos, han permitido determinar la prevalencia de la infeccién

chagésica y su relacion con patologias cardiacas de la enfermedad®-*0°"1%2,




2.8 ANTIGENOS EN EL DIAGNOSTICO. En algunos paises de Sudamérica y en el
nuestro, existen areas endémicas donde pueden coexistir las infecciones por
Trypanosoma cruzi y Leishmania spp. Estos flagelados poseen determinantes
antigénicos compartidos que pueden mostrar cruce inmunolégico, por o que la
especificidad en el inmunodiagnostico representa gran importancia.

La primera prueba seroldgica con fines diagnésticos, fue la reaccion de Guerreiro y
Machado en 1913, la cual consistia en un ensayo de fijacién del complemento con un
antigeno inicialmente extraido de 6rganos de tejidos de animales infectados con 7. cruzi
y que posteriormente fue modificado por otro proveniente de formas parasitarias
obtenidas de medios de cultivo'®.

Desde ese momento a la fecha, se han realizado multitud de estudios con el fin de
mejorar cada vez mas tanto la sensibilidad como la especificidad en el diagnostico; as!,
Kelser en 1936 obtiene a partir de epimastigotes un antigeno somatico crudo con baja
especificidad. Davis en 1943 introduce la centrifugacién de los medios de cuitivo, el uso
del timerosal y el congelamiento en hielo seco; la extraccion de este antigeno fue
modificada por varios investigadores con lo cual mejord su eficacia. Muniz y Freitas en
1944 demuestran por vez primera la presencia de componentes antigénicos comunes en
diferentes fases del parasito'®.

Boyden en 1951 emplea por primera vez la prueba de hemaglutinacién indirecta con el
antigeno de Davis con buenos resultados; hasta que en 1960, Fife y Kent purifican aun
mas el antigeno, lo tratan con cloroformo y lo separan en una fraccién proteica y otra de
carbohidratos eliminando las reacciones cruzadas'®'®. En 1966 Séneca extrae un
lipopolisacarido al que denomina "chagastoxina' que es empleado con fines de
inmunizacion, desafortunadamente este antigeno resulté ser muy inestable ademas de
obtenerse en muy pequefias cantidades a partir de los lisados sénicos'®'%’. Segura en
1974 y 1977 evalubd la eficacia de 5 fracciones subcelulares de epimastigotes,

empleando estos antigenos con fines diagnésticos e inmunoprotectores' %,
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Debido a que la membrana del parasito es la primera y mas importante area de contacto
con el huésped, tiene especial interés el estudio de las proteinas y glucoproteinas que la
conforman. El estudio de la membrana celular del parasito permite definir diferentes
patrones de proteinas para cada estadio; Snary en 1979 identifica una glucoproteina de
90 kDa presente en la superficie celular en las fases de amastigote, epimastigote y
tripomastigote empleada con éxito para el diagndstico diferencial de 7. cruzi con T.
rangeli y Leishmania spp''®, Nogueira en 1981 y 1982 refiere esta proteina como el
principal antigeno detectado en sueros de pacientes cronicos la cual es encontrada en
tripomastigotes sanguineos y amastigotes y plantea la factibilidad de su empleo con fines
inmunoprofilacticos; también describe una glucoproteina de 75 kDa especifica en

epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos'''"%.

Bongertz en 1981 describié en animales de experimentacion la presencia de antigenos
de T. cruzi en orina durante la fase aguda de la infeccién. Corral en 1984 también lo
refiere en niflos con infeccién aguda o congénita y Katzin en 1989 en pacientes
crénicos' y Umezawa estudia un antigeno excretado en orina en el 60% de
pacientes humanos en fase cronica, cuyo peso molecular se localiza entre 150-160
kDa'*.

Scharfstein en 1983, 85 y 86 estudia una glucoproteina de 25 kDa la cual se aislé de
la superficie de todas las fases y en diferentes cepas del paréasito, con buena
reactividad en sueros chagésicos provenientes de diferentes areas endémicas y sin
cruce en sueros de pacientes infectados con Leishmana sp.''>'". Con el fin de
mejorar el inmunodiagnostico, especialmente en areas donde las infecciones por T.
cruzi y Leishmania sp. son coendémicas, Tachibana propone el empleo de esta
glucoproteina ademas de un anticuerpo monoclonal que a la microscopia electrénica
la reconoce como un antigenc comun en la membrana plasmatica y el filamento axial

del flagelo (axonema)''8*19,

Una glucoproteina de superficie de 72 kDa descrita por Araujo en 1984 y Ferguson en
1985 se encontré en las formas de epimastigote y tripomastigote metaciclico, al
parecer ausente en las formas sanguineas y en el Amastigote'®*'?'. Los trabajos de
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Joiner en 1985 demostraron que esta glucoproteina es el sitio receptor en la
membrana del factor C3 del complemento involucrado en la lisis de epimastigotes por
la via alterna del complemento en sueros normales de mamiferos, esta presente en
las fases aguda y crénica de la enfermedad y en los trabajos de Schechter en 1986 se
comprobé su presencia en cepas, clonas y sueros de pacientes independientemente
del origen geografico de los mismos'?'%. Araujo en 1986 describié un complejo de
antigenos de PM entre 21 y 31 kDa, los cuales fueron evaluados con buenos resultados
diagnésticos y sin cruce con Leishmania braziliensis y L. donovani'®.

Schechter y Nogueira describieron otra glucoproteina de 75 kDa presente en los estadios
que se desarrollan en el transmisor la cual no presentaba cruce inmunoldgico y no se

relaciona bioquimicamente con la de 90 kDa''!""121%

Los trabajos de Fischer en 1988, responsabilizaron a una glucoproteina de 58 kDa
obtenida de tripomastigotes de cultivos de inhibir la unién celular con el factor C3 del
complemento humano'%,

Actualmente, se estan realizando estudios con antigenos recombinantes para ‘el
diagnéstico de la enfermedad; Almeida en 1990 realizé estudios a! respecto en bancos
de sangre, Krieger en 1992 durante la fase aguda de la enfermedad y Lorca en 1992 y
1993 en pacientes sintomaticos, asintomaticos y en cronicos, Gruber en 1993
caracteriza dos Ag recombinantes, de los cuales uno es propuesto como un candidato
promisorio para el diagnostico de la enfermedad. En Brasil, Paraguay, Argentina y
Bolivia, varios investigadores estan trabajando con péptidos sintéticos para su
aplicacion en las pruebas de ELISA y PCR.

Aun cuando existen algunas publicaciones respecto al empleo de antigenos
recombinantes, péptidos sintéticos y PCR, su empleo con fines diagnosticos o para

encuestas epidemiolégicas ain se encuentra restringido'?’**¢.

21




3. TRANSMISOR

Ubicacion taxonOmica

Phylum Artropoda
Subphylum Mandibulata (Antennata)
Clase Hexapoda (Insecta)'®
Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Géneros Belminus
Dipetalogaster
Eratyrus
Panstrongylus
Paratnatoma
Rhodnius
Trniatoma

El transmisor, huésped intermediario, es un artrépodo hematofago del que han sido
reportados en la Republica Mexicana, 7 géneros y del género Trniatoma, 24 especies
distribuidas en todo el temitorio nacional'®2%1%,

El ciclo de vida comprende los estadios de huevo, cinco ninfales y el adulto, con duracion
de diferentes periodos de tiempo seguln la especie y disponibilidad de alimento; la mayoria
de las especies lo realiza entre 5 y 12 meses en funcion de la disponibilidad de alimento,
humedad y temperatura‘®®,
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El triatomino es conocido en zonas rurales y segun la region recibe diferentes nombres, de
los que han sido descritos alrededor de 40 entre los mas comunes: chinche picuda, chinche
hocicona, chinche besucona, pick, chinche voladora, mesquite, botijilla, chupasangre,
hijacamat, coruco, chinche del monte, talaje, chumil y chinche trompuda, entre otros'™°,

Triatoma
barberi

: Rhodhnius
Triatoma Triatoma prolixus
dimidiata pallidipennis

Margarita Cabrera

Fig. 7 Transmisores de Trypanosoma cruzi
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4. JUSTIFICACION
En México no se reconoce a la Enfermedad de Chagas como problema de Salud Publica
debido a que son pocos los trabajos realizados al respecto, con diferentes metodologias

y no se han realizado en todos los estados del pais.

La seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en el estado de Veracruz se desconoce,
aun cuando en la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica (ENSE) en 1987 encontré una
seroprevalencia del 3% para el estado. Por otro lado los padecimientos cardiovasculares
se encuentran entre las tres primeras causas de mortalidad; sin embargo no se realiza el
diagnéstico serolégico con antigenos y pruebas estandarizadas y validadas
adecuadamente.

Los trabajos seroldgicos realizados hasta ahora utilizan antigenos de origen extranjero,
extraidos de cepas obtenidas de diferentes transmisores y reservorios de la enfermedad;
realizados con diferentes técnicas, por lo cual es importante la extraccion de antigenos
de T. cruzi de cepas de regionales para mejorar la sensibilidad diagnéstica.




5. HIPOTESIS
En el estado de Veracruz se encuentran los factores necesarios para que se lieve a

cabo la dinamica de transmisién natural de Trypanosoma cruzi, que favorecen el
contacto y convivencia con el vector (artrépodo),caracteristicas de la vivienda del
humano entre otros; de ahi que, al juntarse estas condiciones es posible que se dé la
infeccion en el hombre y ésta detectarse mediante pruebas serolégicas sensibles y
especificas.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia la Enfermedad de Chagas con la técnica de
hemaglutinacién indirecta con un antigeno regional, en 11 jurisdicciones sanitarias
del estado de Veracruz.

OBJETIVOS PARTICULARES

Extraer antigenos de cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi.

Caracterizar inmunoquimicamente los componentes del extracto antigénico
obtenido.

Validar el extracto antigénico obtenido.

Estandarizar la técnica de Hemaglutinacién indirecta con el extracto antigénico y
eluidos séricos.

Validar la técnica de hemaglutinacion indirecta mediante pruebas intraensayo e
interensayo.

Establecer la seroprevalencia de infeccién con Trypanosoma cruzi, mediante la
prueba de Hemaglutinacién indirecta con eluidos séricos con un antigeno de origen
mexicano en cada jurisdiccién sanitaria.
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7. METODOLOGIA

Este trabajo forma parte de un estudio integral realizado en el estado de Veracruz
denominado “ Importancia de la Enfermedad de Chagas en el Estado de Veracruz’
realizado de 1997 a 2003, con objeto de identificar la prevalencia en cada Jurisdiccidon
Sanitaria del estado, los principales factores de riesgo asociados a ella, asi como los
indices entomolégicos y su interrelacion como factor de riesgo para la infeccién
Chagasica.

7.1 Tipo de estudio. Se llevo a cabo un estudio epidemioldgico de tipo transversal
realizado por el personal del Laboratorio de Biologia de Parasitos, del Departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM,
conjuntamente con el personal de la Secretaria de Salud del estado. Inicialmente se
realizaron un estudio piloto y talleres de capacitacién al personal del area de vectores
de la Secretaria de salud; donde se les indico como realizar la encuesta, toma de
muestra sanguinea en papel filtro y por puncién venosa, asi como busqueda
intencionada de triatominos.

7.2 Tamano de la muestra. El estado de Veracruz se encuentra integrado por 11
Jurisdicciones Sanitarias (J.S.), que incluyen 17,390 localidades y 210 municipios, con
una poblacién estatal de 7,059,360 habitantes.

Se obtuvo un tamafio de muestra que pudiese ser representativo para cada
Jurisdiccién Sanitaria y los individuos incluidos en ella fueron seleccionados en forma
aleatoria, siempre y cuando hubiesen habitado en la comunidad por lo menos durante
el ultimo aiio y sin antecedentes transfusionales.

El tamaiio de muestra se obtuvo para cada Jurisdicciéon Sanitaria, mediante formula de
proporciones poblacionales, en la que la prevalencia es una proporcion'!:

Npq

(n-1)D+pq
En donde:
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n = Tamafio muestral
N = Total poblacional de cada jurisdiccion

p = Prevalencia de enfermedad de Chagas estimada en otros estudios ( 15%)

q=1-p

D= Intervalozde confianza al 95%
B

D= ———————————
4

B = Magnitud del limite de error (2%)

Para compensar el tamafio de la muestra, ain después de aplicar los criterios de
seleccién, se aumenté el 20% al tamafio de muestra.. Con base a lo anterior, el
numero de muestras requeridas y procesadas se describe en el cuadro 2.

Cuadro 2
Muestras requeridas y procesadas en el estudio
Jurisdiccion Sanitaria Requeridas Procesadas

PANUCO 1526 1222
TUXPAN 1525 1270
POZA RICA 1528 1182
MARTINEZ DE LA TORRE 1525 1357
XALAPA 1628 1291
CORDOBA 1528 1290
ORIZABA 1526 1592
VERACRUZ 1528 1313
COSAMALOAPAN 1625 43
SAN ANDRES TUXTLA 1526 1282
COATZACOALCOS 15628 1445
TOTAL 16,793 13,294
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7.3 Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion.
Haber habitado en la comunidad por lo menos durante un afio.
Ser mayor de un afio de edad.

Criterios de exclusion.
Antecedente transfusional.

Criterios de eliminacion.
Muestra de sangre no identificada, insuficiente o contaminada.
Cuestionario ausente o con informacion incompleta.

7.4 Encuesta. Se procedi6 a realizar una encuesta ad hoc por interrogatorio directo
para recabar la informacién requerida relacionada con las siguientes variables de
estudio: Bioldgicas, Socioculturales, Ambientales, Estilo de vida y Clinicas. Esta
informacién se obtuvo mediante entrevista personal a un individuo adulto; cuando en
la primera visita, no se encontré un adulto, se regresé a la vivienda hasta en tres
ocasiones.

Obtenciéon de muestras de sangre en papel filtro. La toma de muestra sanguinea
se realiz6 mediante puncién digital con lanceta desechable estéril en papel filtro
Whatman No.1 asegurandose de que el papel haya quedado bien impregnado por
ambos lados.

Las muestras se identificaron y dejaron secar a temperatura ambiente, sin exposicién
directa a la luz solar y se guardaron individualmente en papeles absorbentes hasta su
envio, junto con los cuestionarios correspondientes al Laboratorio de Biologia de
Parasitos para su procesamiento.

Fig. 8 A. Puncién digital. B. Toma de muestra en papel filtro.
C. Secado de la muestra
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7.5 Antigeno.

7.5.1 Adaptacién y expansién de parasitos (cepa TQ) en medios de cultivo
bifasico y monofasico®. Se utilizaron medios bifasicos para adaptar los parasitos y
monofasicos para la expansion de los mismos con el fin de obtener epimastigotes
libres de componentes sanguineos y realizar las extracciones antigénicas para el
diagnostico serolégico de la enfermedad de Chagas con la prueba de hemaglutinacion
indirecta en microplaca.

7.5.2 Cosecha de parasitos y extraccion antigénica®. Los parasitos se cosecharon
por centrifugacion y se lavaron en 3 ocasiones con PBS pH 7.2 a 7000 rpm durante 15
minutos a 4°C en centrifuga refrigerada (Sorvall RC 26 Plus); el dltimo lavado se hizo
con solucién salina isoténica (SSI); los sobrenadantes fueron desechados en cada
lavado; la masa humeda se cuantific6 y almacené a -45°C hasta la extraccion
antigénica. Para la extraccion antigénica, la masa parasitaria se diluyd 1:20 con una
solucién de tioglicolato de sodio 1:1000; a partir de esta solucién se realiz6 la lisis y
ruptura parasitaria con un homogenizador de tejidos (Tekmar Tissumizer SDT-1810) a
2000 rpm en bafio frio (hielo/etanol) durante 15 minutos; el material obtenido se
centrifugé a 2500 rpm a 4°C durante 15 minutos para obtener el antigeno crudo
(sobrenadante); el cual se isotonizé con NaCl, se fraccioné y mantuvo a 4°C durante
48 hrs. para ser almacenado y conservado en criotubos de tapén de rosca a -35°C
hasta su empleo.

7.5.3 Caracterizacién inmunoquimica del extracto antigénico.

7.5.3.1 Cuantificacién de proteinas y carbohidratos totales*'*. La cuantificacion
de proteinas totales se determiné por método de Lowry modificado, construyendo una
curva patron con albumina sérica bovina (BSA 1mg/ml). Se realizaron diferentes
diluciones del antigeno obtenido para seleccionar la que presentaba lecturas (D.O.)
cercanas a la parte media de la curva patrén y calcular asi la concentracion por ml y el
rendimiento final de la masa parasitaria. La cuantificacion de carbohidratos totales se
realizé por el método de Fenol-Sulfirico de Dubois, construyendo una curva patron con
glucosa (1mg/ml). Se realizaron diluciones del antigeno obtenido de cada aislado para
calcular la concentracién final igual que en el caso anterior.
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7.5.3.2 Separacion de componentes proteicos y determinacion de pesos
moleculares por electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE)'®. Para la
separacién por peso molecular de los componentes de los extractos antigénicos, se
siguié en términos generales la metodologia descrita por Laemmli en 1970; se realizaron
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 y 12.5% en condiciones reductoras, con
dodecil sulfato de sodio al 10% (SDS-PAGE) en un equipo Mini-Protean |l
Electrophoresis Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 100 volts durante 140 minutos
con una fuente de poder Bio Rad Modelo 200/2.0. Se usé amortiguador de corrimiento
constituido por 0.025 M Trizma-base (Tris [hidroximetil] aminometano), 0.192 M glicina y
dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 0.1%, pH 8.3. Las muestras se prepararon en un
amortiguador constituido por 3.125 ml de Trizma-base 1M pH 6.8, 5 ml de glicerol, 1.25
ml de SDS al 10%, 2.5 mlde R mercaptoetanoi, 2.5 mg de azul de bromofenol y agua
desionizada para aforar a 25 ml y se sometieron junto con los marcadores de peso
molecular a ebullicion en bafio maria durante 5 min. El volumen de las muestras se
ajustd para contener entre 20 y 47 ug de proteina por carril. Los marcadores de peso
molecular fueron de 14,300 a 200,000 kDa (weight range, Gibco BRL). Después de la
electroforesis, el gel se tifio con azul de Coomassie R-250 (Sigma) durante 10 min.

7.5.3.3 Electroinmunotransferencia de los componentes del extracto antigénico
con sueros testigo (Western-blot)'*®. Después del anélisis electroforético, las proteinas
se transfirieron a una matriz de nitrocelulosa con poro de 0.45 um (Bio-Rad) en un
equipo Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer (Bio-Rad) a 12 volts durante 22 min, con un
amortiguador de transferencia constituido por Tris-Base 0.025 M, glicina 0.192 M y
metanol al 20%, pH 8.3. Después de concluida la transferencia, el papel de nitrocelulosa
se blogueé con leche descremada al 5% (Difco) en PBS-Tween 20 al 0.3% durante 2
hrs. a temperatura ambiente en agitacion ligera; se realizaron 2 lavados rapidos con
PBS-Tween 20 al 0.3% y se incubaron los sueros testigo reactivos a T. cruzi, L.
mexicana y normales (procedentes de la seroteca del Lab. de Biologia de Parasitos)
en dilucion 1:70 a 4°C en agitacion ligera durante la noche. Se realizaron tres lavados
con PBS-Tween 20 al 0.3% y posteriormente se incubd con el conjugado anti IgG
humano obtenido en cabra unido a peroxidasa (Zymed) en dilucién 1:5000, durante 2
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horas a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados y se colocd el sustrato
correspondiente DAB (3,3 diaminobenzidina) en una solucién de Tris HCI-50mM pH
7.6 con perdxido de hidrégeno al 30% en oscuridad. La reacciéon se frend con agua
destilada. La nitrocelulosa se dejé secar y se conservo a temperatura ambiente hasta
realizar la evaluacién de reactividad antigénica asi como la identificacion de los
componentes por peso molecular.

7.6 Estandarizacion de la técnica de hemaglutinacién indirecta en microplaca.
7.6.1 Sensibilizacién de glébulos rojos con el extracto antigénico®.

a) Obtencion de glébulos rojos de pollo. Los pollos fueron heparinizados con 0.5 mi
de heparina intravenosa (5000 U/ml) en el ala 20 minutos antes de realizar el
sangrado; la sangre se recibi6 en matraces estériles, cada uno con 100 m! de
anticoagulante (BRK) y 0.5 ml de una mezcla de estreptomicina-penicilina-anfotericina
y se dejaron reposar durante 24 horas.

b) 12 Fijacién con Formol. Después del reposo de los eritrocitos, se retiro el plasma y
se filtro por gasa, se adicioné una solucién de PBS pH 7.2 en proporcién 1:10, se
centrifugo durante 10 minutos a 2500 rpm y se deseché el sobrenadante; se repitieron
los lavados hasta que no se observo hemolisis en el sobrenadante.

Se determiné el volumen globular como porcentaje de hematécrito ajustando al 8%
con PBS pH 7.2 y se agregé igual cantidad de una solucién de formol al 8%. El
paquete globular se dej6 en agitacion mecanica durante 24 horas a temperature
ambiente. Posteriormente se centrifugd lavando con PBS pH 7.2, ajustando la
suspensioén a hematécrito al 8% y se agregd azida de sodio al 1% para obtener una
dilucién final de 1/10 000.

¢) Tanado. El paquete globular se llevd al 1.5% con PBS pH 7.2 y se agregd un
volumen igual de acido tanico 1/10 000 en PBS pH 7.2 incubando 40 minutos a 37°C;
posteriormente se deseché el sobrenadante por centrifugacion, lavando 3 veces con
PBS pH 7.2/suero normal.
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d) Sensibilizacion con el extracto antigénico. El botén de eritrocitos se resuspendié
en 50 ml de PBS pH 7.2/suero normal y se calculé el volumen globular como
porcentaje de hematdcrito, sensibilizando los eritrocitos con el extracto antigénico con
la siguiente relacién: por cada mililitro de eritrocitos, 2 ml de antigeno, posteriormente
se incubd a 37°C en baiio termostatizado durante 2 horas agitando manualmente cada
10 minutos; después, el paquete se centrifugd y se lavé con PBS pH 7.2 / suero
normal.

e) 22 Fijacién con formol. El botén fué resuspendido en PBS pH 7.2 agregando igual
volumen de formol al 6% en PBS pH 7.2 en agitacion mecanica a 4°C durante
aproximadamente 12 horas para posteriormente centrifugar, eliminando el
sobrenadante y realizar un lavado del paquete globular con PBS pH 7.2/suero normal,
resuspendiendo con 25 ml de solucién protectora; nuevamente se determind el
hematdcrito ajustando a 5.75% para llevarlo finaimente a 1% con PBS pH 7.2. La
suspension antigénica obtenida fue envasada en frascos de 10 mi con tapén de

caucho y precinto metélico (tipo penicilina) para su almacenamiento y conservacion a
4° C.

7.6.2 Validacion del antigeno®*?*. El analisis consisti6 en los calculos de sensibilidad,
especificidad y determinacion de valores predictivos positivo y negativo empleando un
panel de 20 sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi con un antigeno mexicano y otro
argentino proporcionado por el Instituto “Dr. Mario Fatala Chaben” de la Republica de
Argentina, de acuerdo a las siguientes formulas y definiciones:

VP VN
Sensibilidad = -------eex--- x 100 Especificidad = ------------ x100
VP +FN VN + FP

Sensibilidad: proporcion de muestras positivas (reactivas) correctamente identificadas
por la prueba empleada.

Especificidad: proporcion de muestras positivas (no reactivas) correctamente
identificadas por la prueba empleada.
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Verdaderos Positivos (VP): resultados positivos obtenido con las muestras de
individuos infectados.

Falsos Positivos (FP): resultados positivos obtenido por la prueba con las muestras de
la poblacién normal.
Verdaderos Negativos (VN): resultados negativos obtenido con las muestras de
individuos normales.

Falsos Negativos (FN): resultados negativos obtenido por la prueba con las muestras
de la poblacién de infectados.

Valor predictivo positivo (VPP)

Verdaderos Positivos
VPP = X 100

Verdaderos Positivos + Falsos Positivos

Valor predictivo positivo (VPP): es la probabilidad de un individuo de estar infectado,
cuando el resultado de la prueba empleada ha sido positivo.

Valor predictivo negativo (VPN)

Verdaderos Negativos
VPN = X 100

Falsos Negativos + Verdaderos Negativos

Valor predictivo negativo (VPN): es la probabilidad de un individuo de no estar
infectado, cuando el resultado de la prueba empleada ha sido negativo.

Determinaciéon de reaccion cruzada. Se realizd la prueba de hemaglutinacién
indirecta en microplaca con 10 sueros de individuos con anticuerpos anti Leishmania
mexicana proporcionados por la Dra. Ingeborg Becker de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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7.6.3 Estandarizacion de la técnica con eluidos séricos.

Elucién de sueros. Se realizaron diferentes pruebas de elucién de la muestra de
sangre en papel filtro cortando circulos y eluyendo a diferentes tiempos con solucién de
PBS pH 7.2. Inicialmente se determind por diferencia de pesada, la cantidad de sangre
absorbida por cada circulo y se calculd la cantidad de diluyente con base en la dilucion

requerida para trabajar la muestra (1:16) tomando en consideracién un hematécrito de
47%82,87,88,90,92.

7.6.3.1 Determinacién del titulo de corte.

Se hicieron diluciones seriadas desde 1:2 hasta 1:1024, el titulo de corte se definié con
el titulo ubicado en la zona intermedia entre los sueros reactivos (positivos) y no
reactivos (negativos) con 20 sueros de referencia (argentinos), el cual fue determinado
para cada lote de antigeno.

Cuando un procedimiento es empleado con fines de tamizaje, especiaimente cuando
se emplea Unicamente una técnica serolégica, se recomienda recorrer el titulo de corte
a la diluciéon previa con el fin de incrementar la sensibilidad epidemiolégica, aun
cuando se vea afectada la especificidad.

7.6.3.2 Evaluacién de la técnica serolégica con pruebas intraensayo e

interensayo?>'4°.

Intraensayo. Con el fin de evaluar la reproducibilidad de la prueba seroldgica se
realizd un ensayo con 3 sueros reactivos a T. cruzi (sueros 12, 14 y 20), usando 2
lotes de antigeno, uno de reciente extraccion (Ag-TQ-2) y otro mantenido en
conservacion mas de un 1 afio a 4°C (Ag-TQ-1). Para determinar diferencias en el
comportamiento de ambos antigenos, la prueba se repitié 15 veces en un dia, con los
datos obtenidos se realizé un andlisis comparativo por X* desviacién estandar y
coeficiente de variacion.
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Interensayo.

1) Se realiz6 el ensayo con los mismos sueros 15 veces cada 24 hrs con los datos
obtenidos se realizdé un andlisis comparativo por X2, desviacién estandar y
coeficiente de variacion.

2) Con el fin de conocer el comportamiento de los dos lotes de antigeno se realiz6
una prueba de concordancia kappa (k), la cual es util cuando se requiere evaluar
dos o mas reactivos (lotes de antigeno) frente a un mismo panel de sueros de
referencia segun la formula: ‘

k = indice kappa
Po = concordancia esperada por azar
Pi = concordancia observada

7.6.3.3 Procesamiento de muestras.

Elucién de sueros

Se colocaron los circulos de papel filtro con la muestra sanguinea en tubos de
polipropileno desechables y se agregaron 125 pl de PBS pH 7.2 estéril. Se dejaron
- reposar a temperatura ambiente durante 2 horas y se mezclaron en agitador mecanico
tipo vortex durante 2 min. Se tomaron 25 pl del sobrenadante para realizar la técnica en
microplaca.

Fig.9 Procesamiento de muestras con la prueba

de hemaglutinacién indirecta
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7.6.3.4 Reaccion de hemaglutinacion indirecta.
La prueba se realizé en diluciones seriadas del suero problema en placas de poliestireno

de 96 pozos con fondo en U desechables frente a la suspensiéon de eritrocitos
sensibilizados con el antigeno:

Se colocaron 25yl de PBS pH 7.2 en cada pozo.

Se agregaron 25pl de los sueros testigo positivo y negativo en los 2 primeros pozos y en
los subsecuentes 25l de los sueros problema.

Se hicieron las diluciones seriadas con pipeta multicanal (1:16, 1:32 y 1:64).

Se agregaron 25l de la suspension antigénica en cada pozo y se agit6 la placa para
homogenizar el contenido de los pozos.

Finalmente, se dejaron reposar durante 60 min a T° ambiente para realizar la lectura
correspondiente.

Positivo Negativo
Interpretacién de la prueba: ==
- L 12 . (e
Positiivo: manto de aglutinacién en el O ( )
1/4 *
fondo del pozo entre el 100 y 50%. <
18 (*)
116 (@ @
Negativo: los eritrocitos se aprecian 1132 ‘e
. . L/
sin aglutinar en el fondo del pozo. 1164 @ G)
1/128 0) (D
1256 (° Q\/

Fig.10 Interpretacién de la prueba,
donde se observa el manto positivo
desde la dilucién 1:2 hasta 1:64%

36



FUNDAMENRTO DE LA TECNICA DE
HEMAGLUTINACION INDIRECTA

Yolande Guevers - Morths oo

Fig.11 Fundamento de HAIl

Se usan eritrocitos cuya membrana ha sido modificada por tratamiento con &cido
tanico, comportandose asi como particulas inertes capaces de absorber los antigenos
sobre su superficie, estos eritrocitos sensibilizados con el antigeno son aglutinanados
en presencia de anticuerpos especificos (suero positivo). La reaccion de
hemoagiutinacion puede ser efectuada de un modo rapido y simple en placa de
poliestireno con pozos fondo en “U”, con lectura a ojo desnudo.

La ventaja principal de esta técnica es su sensibilidad, ademas de que puede probar
un gran numero de sueros. En esta prueba se debe tener cuidado para controlar las

reacciones inespecificas, lo que hace necesario utilizar los controles adecuados *2%°
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VERACRUZ

JURISDICCIONES SANITARIAS
1 Panuco

Tuxpan

Poza Rica
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Cosamaloapan

10 San Andrés Tuxtla

11 Coatzacoalcos
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Fig.12 Mapa de Veracruz mostrando ias zonas de estudio
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8. RESULTADOS

Se procesaron 13,294 eluidos séricos procedentes de 10 jurisdicciones sanitarias del
estado de Veracruz cuyos resultados se muestran en la Tabla 1 y Grafico 1, en donde
se observa que la seroprevalencia determinada para el estado fue de 2.4% con un
intervalo de confianza de 2.3% - 2.5%, la jurisdiccién sanitaria que presentd la mas
elevada fue Coatzacoalcos (4.3%) y la mas baja Martinez de la Torre (0.7%).

En la dilucién 1:16 se observé mayor nimero de muestras positivas, en todas las
jurisdicciones sanitarias excepto en Martinez de la Torre donde se observé en la
dilucién 1:32 (Tabla 2 y Grafico 2).

La distribucién porcentual por sexo en individuos seroreactivos en el estado fue de
55% en mujeres y 45% en hombres (p < 0.05), en las jurisdicciones sanitarias de
Tuxpan, Poza Rica, Orizaba y Coatzacoalcos; tambien se observan diferencias
estadisticamente significativas entre hombres y mujeres (tabla 3 y grafico 3).

En los seronegativos se presentaron diferencias entre el niimero de hombres y
mujeres seronegativos en la mayoria de las jurisdicciones sanitarias y en la
totalidad del estado en la que se observan mayor nimero de mujeres. (Tabla 4
y Gréfico 4).

La distribucion porcentual de seropositivos por grupos de edad mostré una
distribucion semejante entre los grupos de edad de 5 —14 hasta el de 45 a 64
afos, excepto en las jurisdicciones 4 y 5 donde no hubo individuos en el grupo
de edad de 1-4 afios (tabla 5, 6 y gréafico 5, 6).




Tabla 1
Distribucién de seropositivos y seronegativos a Trypanosoma cruzi

Jurisdiccion Tamanio de | Seroreactivos Prevalencia Seronegativos

Sanitaria muestra % (IC95%) n(%)
1 Panuco 1272 31 24 (2.3-2)5) 1241 (97.6)
2 Tuxpan 1270 31 24 (2.3-25) 1239 (97.6)
3 Poza Rica 1182 11 0.9 (0.83-0.97) | 1171(98.4)
4 Mtz. de la Torre 1357 10 0.7 (0.63-0.77) | 1347 (99.2)
5 Xalapa 1291 29 22(21-23) 1262 (97.8)
6 Cérdoba 1290 38 29(2.8-3.0) 1252 (97.1)
7 Orizaba 1692 49 3.0(29-3.1) 1543 (97.0)
8 Veracruz 1313 46 35(3.4-3.6) 1267 (96.5)
9 Cosamaloapan 0 0 F E* F E*
10 San Andrés Tuxtla 1282 19 1.5(1.4 - 1-6) 1263 (98.5)
11 Coatzacoalcos 1445 63 4.3 (4.2-44) 1382 (95.7)
TOTAL 13294 327 2.4 (2.3-2.5) 129 (97.5)

*Fuera del estudio: Esta jurisdiccion no se analizd estadisticamente debido a que sélo se
recibieron 143 muestras de las 1271 solicitadas.
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Tabla 2
Séroprevalencia a T. cruzi por Jurisdiccién Sanitaria a tres diluciones.

Jurisdiccién 1:16 1:32 1:64 | Muestras | Tamaiio
Sanitaria reactivas de
n(%) muestra
1 Panuco 28 3 0 31(2.4) 1272
2 Tuxpan 15 8 8 31(2.4) 1270
3 Poza Rica 2 1 11(0.9) 1182
4 Mtz. de la Torre 6 2 10(0.7) 1357
5 Xalapa 26 3 0 29(2.2) 1291
6 Cérdoba 31 7 0 38 (2.9) 1290
7 Orizaba 44 5 0 49 (3.0) 1592
8 Veracruz 43 3 0 46 (3.5) 1313
9 Cosamaloapan 0 0 0 0 FE*
10 San Andrés Tuxtla 15 4 0 19 (1.5) 1282
11 Coatzacoalcos 39 18 6 63 (4.3) 1445
TOTAL 261 59 17 327 (2.4) 13,294

*Fuera del estudio: Esta jurisdiccién no se analiz6 estadisticamente debido a que
sélo se recibieron 143 muestras de las 1271 solicitadas.

Gréfica 2
Seroprevalencia a T. cruzi por Jurisdiccién Sanitaria a tres diluciones.

B dilucion 16
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Tabla 3

Distribucién porcentual por sexo en individuos seropositivos

Jurisdiccién Sanitaria H‘;"(';r)es M:j&?)’s o P

1 - Panuco 19 (61) 12 (39) 31 0.204
2 - Tuxpan 10 (32) 21 (68) 31 0.0009
3 - Poza Rica 2 (18) 9 (82) 11 | 0.0028
4 - Martinez de la Torre 6 (60) 4 (40) 10 0.371
5 — Xalapa 14 (48) 15 (52) 29 0.792
6 — Cdrdoba 20 (53) 18 (47) 38 0.358
7 — Orizaba 16 (33) 33 (67) 49 0.001
8 — Veracruz 22 (48) 24 (52) 46 1.00
10- San Andrés Tuxtla 11 (58) 8 (42) 19 0.745
11- Coatzacoalcos 29 (46) 34 (54) 53 0.0326
Total 148 (45) 179(55) 327 0.0001

*p < 0.05
Grafica 3
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Tabla 4

Distribucion porcentual por sexo en individuos seronegativos

Jurisdiccién Sanitaria H?‘T,,er s M: jg;js Tc:‘tal P

1 - Panuco 632 (51) 609 (49) 1241 | 04775
2 - Tuxpan 537 (43) 702 (57) 1239 | 0.0000
3 - Poza Rica 570 (49) 601 (51) 1171 | 0.4653
4 — Martinez de la Torre 710 (53) 637 (47) 1347 | 0.0273
5 — Xalapa 546 (43) 716 (57) 1262 | 0.0000
6 — Cérdoba 583 (46) 669 (54) 1252 | 0.0047
7 - Orizaba 718 (46) 825 (54) 1543 | 0.0015
8 - Veracruz 575 (45) 692 (55) 1267 | 0.0003
10- San Andrés Tuxtla 571 (45) 692 (55) 1263 0.0003
11- Coatzacoalcos 636 (46) 746 (54) 1382 | 0.0032
Total 6078 (47) | 6889(53) | 12,967 | 0.0000

*p < 0.05
Grafica 4
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Tabla 5

Distribucion porcentual de seropositivos a HAl por grupos de edad

Jurisdicciones 1 -5

J-1 % J-2 % J-3 % J-4 % J-5 %
+In +n +/n +/n +/n
Gpo. etareo » *
1-4 3/31 9.7 1/31 3.2 0/10 0 2/29 6.9
5-~14 9/31 29.0 | 8/31 25.8 0/10 0 4/29 13.8
15-24 4/31 13.0 | 5/31 16.1 3/10 30.0 6/29 20.7
25-34 2/31 6.4 4/31 13.0 3/10 30.0 4/29 13.8
35-44 1/31 3.2 2/31 6.4 110 10.0 4/29 13.8
45 —64 9131 29.0 | 8/31 25.8 2110 20.0 7/29 241
65- + 3/31 9.7 3/31 9.7 1/10 10.0 2/29 6.9
Total 31/31 100 | 31/31 100 10/10 100 29/29 100
311272 ] 24 13111270 2.4 10/1357 | 0.7 291291 | 22

* no se obtuvo la informacién por no tener cuestionarios

Gréafica 5

Distribucién porcentual de seropositivos a HAI por grupos de edad
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PORCENTAJE

Tabla 6

Distribucion porcentual de seropositivos a HAI por grupos de edad
Jurisdicciones 6 - 11

J-10

J-6 % J-7 % J-8 % % J-1 %
+n +n +/n +/n +/n
Gpo. etareo
14 2/38 5.3 1/49 204 3/46 6.5 2/19 10.5 5/63 8
5-14 8/38 21.0 8/49 26.5 6/46 13.0 5/19 26.3 2/63 31.7
15-24 4/38 23.7 5/49 24.5 11/46 24.0 2/19 10.5 5/63 8
25-34 2/38 21.0 4/49 224 9/46 19.5 1119 53 12/63 19
35-44 1/38 7.9 2/49 20.0 5/46 10.9 4/19 21 7163 11.1
45 64 9/38 131 8/49 4.1 9/46 19.6 119 5.3 12/63 19
65- + 3/38 7.9 3/49 0 3/46 6.5 4/19 21 2/63 3.2
Total 31/38 100 | 49/49 100 46/46 100 19/19 100 63/63 100
38/1290 | 2.9 [49/1592| 3.0 [46/1313| 35 19/1282 1.5 [63/1445| 43
NOTA: La jurisdiccién 9 esta fuera del estudio por falta de muestras
Grafica 6
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La adaptacién y expansion de los parasitos, fue a los dos meses, obteniendo una
masa parasitaria de 4 gramos en un volumen de 8 litros de medio de cultivo

monofasico, con un rendimiento de 85 ml de antigeno crudo.

Caracterizacion inmunoquimica del extracto antigénico.
Como se observa en la tabla 7, la relacién proteinas/carbohidratos fue de 78/22%.

Tabla 7 Relacion de proteinas y carbohidratos totales.

Proteinas Carbohidratos Proteinas Carbohidratos
mg/ml mg/mi % %
2.71 0.77 78 22

En la separacién de componentes proteicos y determinaciéon de pesos moleculares por
electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE), al realizar el analisis electroforético en
gel al 10% se aprecian 14 componentes con pesos moleculares entre 32 y 92 kDa.
(32, 33; 37, 39, 42, 44, 47, 54, 58, 60, 64, 72, 85 y 92) siendo los de mayor relevancia
los de 72, 48 y 42 kDa. segun se aprecia en la figura 13.
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Figura 13
SDS-PAGE del extracto antigénico de T. cruzi al 10%

La electroforética se realizé en un equipo Mini-Protean Il (Bio-Rad) a 100 volts durante 140

min. Se colocaron entre 20 y 40 ug de proteina por carril en un gel de poliacrilamida al 10%, el

cual fue teflido con azul de Coomassie. MPM: Marcadores de peso molecular (Gibco), K MPM:

(kaleidoscopio, Bio-Rad), ambos de rango amplio.

K = kaleidoscopio (marcador de peso molecular pretefiido)
TQ= Extracto antigénico (Tequesquitengo)
kDa = kilodaltons

En la separacion de componentes proteicos y determinacién de pesos moleculares por
electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE), al realizar la electroforesis en gel al
12.5% se aprecian patrones de corrimiento de18 componentes con pesos moleculares
entre 25y 110 kDa (110, 92, 85, 72, 68, 64, 60, 54, 48, 45, 42, 39, 36, 33, 32, 30, 28 y
26 25 kDa; los de mayor relevancia fueron 72, 42, 32, 28 y 25 kDa. segln se aprecia
en la figura 14.
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Figura 14
SDS-PAGE del extracto antigénico de T. cruzi al 12.5%.
La electroforesis se realizé en un equipo Mini-Protean Il (Bio-Rad) a 100 volts durante 2 horas

. Se colocaron entre 23 y 47 ug de proteina de cada muestra por carril. Se utilizé6 un gel de
poliacrilamida al 12.5% el cual fue tedido con azul de Coomassie. MPM: Marcadores de peso
molecular (Gibco), K MPM: (kaleidoscopio, Bio-Rad), ambos de rango amplio.

K = kaleidoscopio (marcador de peso molecular pretefiido)
TQ= Extracto antigénico (Tequesquitengo)
kDa = kilodaltons

En la electroinmunotransferencia de los componentes del extracto antigénico con sueros
testigo (Westem-blot): Se evaluacié la reactividad inmunolégica con sueros humanos
reactivos a T. cruzi, L. mexicana y normales, se aprecia que los sueros reactivos a T.
cruzi mostraron un patron de reconocimiento de 16 componentes con pesos
moleculares entre 16 y 210 kDa y los reactivos a L. mexicana, 7 componentes con
pesos moleculares entre 26 y 72 kDa, segun se observap en la figura 15.
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T (-) Tc MPM Lm

Figura 15
Electroinmunotransferencia del extracto antigénico
con sueros humanos reactivos a T. cruzi, L. mexicana y normales
Las proteinas fueron transferidas a una matriz de nitrocelulosa con poro de 0.45 um (Bio-Rad) en
un equipo Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer (Bio-Rad) a 12 volts durante 22 min. Los sueros se

emplearon en dilucién 1:70 y el conjugado (Zymed) en dilucién 1:5000. El sustrato empieado fue
3,3 diaminobenzidina con H,0, al 30%.

T (-)= testigo negativo (sueros normales)
Tc = testigo positivo (sueros de T. cruzi)
MPM= marcador de peso molecular

Lm = sueros de Leishmania mexicana
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La validacion del antigeno mostré una sensibilidad del 100% y una especificidad del
90%.

Antigeno Argentino

(+) )
Antigeno
. Verdaderos Falsos
Mexicano (+) Positivos 10 positivos 1
(') Falsos verdaderos
negativos 0 negativos 9

El valor predictivo positivo (VPP) fue de 90.9% y el valor predictivo negativo (VPN) de
100%.

El titulo de corte se estableci6 en la dilucién 1:16.

Al realizarse las pruebas intraensayo e interensayo con los dos lotes de antigeno se
presentaron variaciones de un titulo de dilucién arriba o abajo, o bien se mantenia el
mismo titulo como se observa en las tablas 8-11, excepto en el caso de la prueba
intraensayo del lote 1 (tabla 8) con los sueros 12 y 14 los dias 9,12 y 15
respectivamente.
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Tabla 8 Prueba intraensayo Ag-TQ-1 (lote1)

Dia —» 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Suero 4

S~12 1:128 | 1:128 |1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 (1:64 |1:128 |1:64 (1:32 (1:128 |1:128 | 1:128
S-14 1:64 1:64 1:128 | 1:64 1:64 1:64 1:64 1:128 11:32 [1:64 |1:64 [1:32 |1:64 |1:64 [1:32
S$-20 1:32 1:32 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 |1.64 | 1:64 |1:64 |1:32 |1:32 |1:32 | 1:64

Tabla9 Prueba interensayo Ag-TQ-1 (lote 1)

Dia » 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15
suero ¥

S-12 1:256 | 1:256 | 1:128 | 1:256 | 1:256 1:256 | 1:256 | 1:128 1:128 1:256 1:128 | 1:256 1:128 | 1:256 | 1:256
S-14 1:512 | 1:512 | 1:512 | 1:256 | 1:256 1:256 | 1:512 | 1:512 1:512 1:512 1:256 | 1:512 1:256 | 1:512 | 1:512
$-20 1:64 |1:64 [1:64 |1:32 |1:64 1:64 | 1:64 |1:64 1:64 1:64 1:32 | 1:32 1:64 |1:32 |1:64

Tabla 10 Prueba intraensayo Ag-TQ-2 (lote 2)

Dia—> |1 2 3 4 5 6 7 8 -9 10 11 12 13 14 15
suero ¥

S-12 | 164 1:64 1:64 [1:64 |1:64 |1:64 |1:64 |1:64 1:64 | 1:64 1:64 | 1:64 1.64 1:64 1:64
S-14 | 1:1024 | 1:1024 | 1:512 | 1:512 | 1:512 | 1:512 | 1:512 [ 1:1024 | 1:512 [ 1:1024 |1:512 (1:1024 |1:512 | 1:1024 | 1:512
S~20 |1.64 1:32 1:64 |1:32 |1:32 | 1:64 |1:32 |l:64 1:64 | 1:64 1:32 [ 1:32 1:32 1:32 1:64

Tabla 11 Prueba interensayo Ag-TQ-2 (lote 2)

dia-> 1 2 3[4 5 6 7 [8 |9 [10 1 12 13 14 15
suero 4

S-~12 1:256 |1:128 |1:128 | 1:256 [ 1:256 | 1:256 | 1:128 [ 1:128 | 1:128 [ 1:256 |1:256 |[1:256 |1:128 |1:128 |1:256
S~14 1:1024 | 1:1024 | 1:512 [ 1:512 | 1:1024 [ 1:1024 |1:512 | 1:512[1:512 | 1:1024 | 1:1024 |1:512 |1:1024 {1:1024 | 1:512
S$-20 1:64 1:64 1:32 [1:32 | 1:64 1:64 1:32 [1:332 | 1:32 | 1:64 1:64 1:32 1:64 1:64 1.64
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En el andlisis intraensayo de los lotes de antigeno 1 y 2 con la prueba estadistica de

proporciones %2, los resultados obtenidos muestran que en el lote 1 en el suero 12y 14

hay diferencias estadisticamente significativas y con el lote 2 no hay diferencias como

se observa en los siguientes resultados:

Intraensayo Ag TQ-1

Intraensayo Ag TQ-2

Suero 12

Suero 12

1:32 115=0.07x100=7%

1:64 8/15=0.53x 100 = 53%
X2=571
p 0.01

1:64 8/15=0.53 x 100 = 53%
1:128 6/15=0.4 x 100 = 40%
X2=0.54
p 0.48

1:32 1/15=0.07 x 100 = 70%
1:128 6/15=0.4 x 100 = 40%
X2=0.228

p 0.84

1:64 15/15 100 %

Suero 14

Suero 14

1:32 3/15=0.02 x 100 = 20%
1:64 10/15=0.67 x 100 = 67%
X2=6.65
p 0.009

1:64 10/15=0.67 x 100 = 67%
1:128 2/15=0.13x100 = 13%
X2 =8.89
p 0.002

1:32 3/15=0.02 x 100 = 20%
1:128 2/15=0.13x 100 = 13%

X2=0
p10

Suero 20

1:512 6/15=0.4 x 100 = 40%
1:1024 9/15=0.6 x 100 = 60%
X2=12
p 027

1:32 5/15=0.33x 100 = 33%
1:64 10/15=0.67 x 100 = 67%
X2=3.33

p 0.067

Suero 20

1:32 8/15=0.53 x 100 = 53%
1:64 7/15=0.47 x100 = 47%
x2=0.13
p 0715
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En el analisis interensayo de los lotes de antigeno 1 y 2 con la prueba estadistica de
proporciones %, los resultados obtenidos muestran que en el lote 1 en el suero 20 hay
diferencia estadisticamente significativa y en el lote 2 no hay diferencias como se
observa a continuacion:

Interensayo Ag TQ-1 Interensayo Ag TQ-2
Suero 12 Suero 12
1:128 5/15=0.33x 100 = 33% 1:128 8/15=0.54 x 100= 54 %
1:256 10/15=0.67 x 100 = 67% 1:256 7/15=0.46 x 100 = 46%
X%=333 X?=013
p 0.07 p 0.71
Suero 14 Suero 14
1:256 5/15=0.33 x 100 = 33% 1:512 9/15=06 x 100 = 60%
1:512 10/15=0.67 x 100 = 67% 1:1024 6/15=0.4 x 100 = 40%
X2=0.33 X2=12
p 0.067 p 027
Suero 20 Suero 20
1:32 4/15=0.26 x 100 = 26% 1:32 6/15=0.4 x 100 =53%
1:64 11/15=0.74 x 100 = 74% 1:32 6/15=0.4x100 = 40%
X?=6.53 164 9/15=06x 100 =60%
p 0.01 X2=12

p 0.27
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Al realizarse las pruebas intraensayo e interensayo con los analisis estadisticos
desviacion estandar y coeficiente de variacion se obtuvieron resultados semejantes a lo
observado anteriormente; es decir que hay variaciones entre los dos lotes de antigeno.
Por lo anterior se puede interpretar que la reproducibilidad de la prueba es aceptable,
tomandoen cuenta que en trabajos serolégicos realizados por otros grupos de trabajo,
no se han hecho este tipo de ensayos intra e interensayo; sélo reportan pruebas de
kappa para observar concordancia entre resultados de eluidos y sueros.

Intraensayo Ag TQ-1 Intraensayo Ag TQ-2
Suero 12 Suero 12
X =87.47 X =64
s =35.19 \ s=0
CV =402 cv=0
Suero 14 Suero 14
X =66.13 X =68267
s =28.28 s = 249.83
Cv=427 Cv=36.5
Suero 20 Suero 20
X =53.33 X =46.93
s =15.61 s = 16.52
Cv=292 Cv=35.2
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Interensayo Ag TQ-1
Suero 12

X=213.33

s =62.46

Cv=29.2

Suero 14
X =426.67
s =124.92
Cv=292

Suero 20
X =55.47
s=14.65
Cv=264

Interensayo Ag TQ-2
Suero 12
X =196.27
$=66.10
Cv=336

Suero 14
X =716.80
s = 259.63
Cv=362

Suero 20
X =51.20
s=16.23
Cv=316

El andlisis interensayo con la prueba estadistica de concordancia kappa (k), se

muestran a continuacién, para interpretar los resultados de ésta se utilizd la

clasificacién segun Landis-Koch'*':

1. Leve

2. Regular
3. Moderada
4. Buena

5. Muy buena

(0 - 0.20)

(0.21 - 0.40)
(0.41 — 0.60)
(0.62 - 0.80)
(0.81 — 1.00)

De acuerdo a los siguientes resultados observamos una concordancia moderada en el
suero 12 y leve en los sueros 14 y 20.

E

k=0.118
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9. DISCUSION

Se llevo a cabo un estudio transversal observacional también llamado encuesta de
prevalencia. El disefio de una encuesta transversal debe considerar aspectos
relacionados con la poblacion que se estudiara como los sujetos de quien se obtendra
informacién y la informacion que se busca captar. Las encuestas transversales se
dirigen principalmente al estudio de la frecuencia y distribucién de eventos de salud y
enfermedad; evaluan los resultados como prevalencia global descartando la
intervencion del azar en los resultados mediante analisis comparativos como lo es la
X2, cuyo valor se 1compara con un valor derivado de de la curva normal como lo es el
intervalo de confianza de 95% 4514,

Este tipo de estudios son de gran utilidad para estimar la prevalencia de la infeccién
de Trypanosoma cruzi por lo que se disefio el estudio en once jurisdicciones dell
estado de Veracruz, teniendo que la seroprevalencia obtenida en el estado con la
prueba de hemaglutinacién indirecta fue de 2.4%; en la interpretacién de estos
resultados, se debe considerar que el muestreo fue realizado en poblacién abierta con
un solo procedimiento diagnéstico. Por otra parte, Velasco, reporta una
seroprevalencia para el estado de 3% con dos procedimientos diagndsticos'®.

AUn cuando las muestras proceden del mismo estado, es importante sefialar que en el
presente estudio, la prevalencia mas elevada la presenté la jurisdiccion de Veracruz y
la mas baja la de Martinez de la Torre (tabla 1); se han descrito factores de riesgo
asociados para adquirir la infeccion, como son la presencia del transmisor, las
caracteristicas de la vivienda, factores geograficos y climéticos. En el estado se
observé gran variabilidad de éstos y probablemente estén influyendo en los
resultados’**'*' Considerando uno de los factores méas fuertemente asociados como
es la presencia del transmisor, se encontré6 a Triatoma dimidiata en el peri e
intradomicilio. En las jurisdicciones de Veracruz y Martinez de la Torre el indice de
infestacion fue de 4% y 3%, y el de infeccidn natural fue de 7% y 0% respectivamente;
lo que explica la prevalencia encontrada.
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En el analisis comparativo (X?) de la distribucién porcentual por sexo en individuos
seropositivos, en la mayoria de las jurisdicciones no se observaron diferencias
estadisticas significativas entre hombres y mujeres, ya que el nimero de individuos
fue muy semejante, se observé que 55% correspondia a mujeres y 45% a hombres
(p< 0.05). Las jurisdicciones sanitarias en las que se encontré mayor porcentaje de
mujeres y con diferencias estadisticamente significativas fueron Tuxpan, Poza Rica,
Orizaba y Coatzacoalcos. Se ha descrito que las mujeres se infectan mas y el hombre
se enferma mas, esto se ha observado en condiciones experimentales con ratones,
las hembras son mas susceptibles & la infeccién y los machos al infectarse son mas
propensos a desarrollar la enfermedad'% 1%,

Respecto a los individuos seronegativos el mismo andlisis revelé que no habia
diferencias estadisticas significativas en la mayoria de las jurisdicciones ya que como
en el caso anterior el tamafio de muestra fue muy semejante y también se observaron
mas mujeres que hombres.

La distribucién porcentual de seropositivos por grupos de edad mostré una distribucién
semejante entre los grupos de edad de 5 -64 aiios, excepto en las jurisdicciones 4 y 5
donde no hubieron individuos en el grupo de 1-4 anos (tabla 5, 6 y grafico 5, 6). Lo
anterior representa importancia ya que en la mayoria de las jurisdicciones se observa
reactividad en nifios y jovenes, lo cual representa una gran importancia debido a que
la presencia de individuos infectados menores de 18 anos indica una transmision
activa de la infeccién, ya que significa que los individuos se continuan infectando, aun
cuando existan o no estrategias de control en las poblaciones estudiadas.

La OPS/OMS define que la confirmacién del diagnéstico seroidgico en la enfermedad
de Chagas, requiere de 2 procedimientos de distinto principio; circunstancia que en
casos de estudios de tamizaje seria inoperante al requerir mayor cantidad de recursos
fisicos, materiales y financieros. Debido a que en este tipo de estudios, los tamarios de
muestra son generalmente grandes, la toma de muestras en papel filtro ha sido de
gran utilidad, especiaimente por ser de bajo costo y no requerir de personal calificado
ni de redes frias para su transporte y conservacién, como ha sido reportado por varios
autores %**'. Con los resultados del presente trabajo corroboramos la utilidad del
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empleo de muestras sanguineas obtenidas en papel filtro, ya que el niumero de
muestras procesadas fue de 13,294.

Respecto a la extraccidn antigénica, ésta se realizé cuando el parasito se encontraba
en fase de epimastigote, con lo cual se garantiza la presencia de antigenos
especificos que aln cuando sean de fase, son compartidos con las formas presentes
en.el vertebrado y que con fines diagndsticos presentan buena reactividad,
independientemente de la fase del parasito en que se generen, ya que Trypanosoma
cruzi presenta diferencias antigénicas entre sus estadios, pero también presenta
antigenos  compartidos y ninguna de las fases los presenta

inmunodominantes’#7%105.108

El analisis electroforético (SDS-PAGE) del extracto estudiado, muestra algunos
componentes ya descritos por otros investigadores, algunos con fines diagnésticos y
otros involucrados en aspectos de patogenicidad, virulencia o inmunoprofilaxis.

El analisis electroforético con el gel al 10%, mostré 14 componentes de naturaleza
proteica siendo los mas relevantes los de 72, 47 y 42 kDa.

El patron electroforético del gel al 12.5%, mostré 18 componentes siendo los mas
relevantes los de 72, 42, 32, 28 y 25 kDa.

Al evaluar la reactividad de anticuerpos anti-T. cruzi y anti-L. mexicana por
electroinmunotransferencia (Wb), el patrén de reconocimiento a T. cruzi mostr6 16
componentes con pesos moleculares entre 16 y 210 kDa y un patron de
reconocimiento a L. mexicana de 7 componentes entre 26 y 72 kDa cornpartidos por
ambos géneros y 9 exclusivos del género 7. cruzi. Respecto a esto, los parametros
de sensibilidad y especificidad de extractos antigénicos crudos como es en este caso,
son afectados por la presencia de estos componentes compartidos y exclusivos de
género. Al respecto, existen estudios en donde se han comparado antigenos solubles
extraidos de Trypanosoma cruzi, T. rangeli, T. dionisii, T. brucei, Leishmania donovani'y
L. mexicana definidos por inmunoprecipitacién e inmunoelectroforesis en donde para el
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caso del género Leishmania fueron compartidos 3 de los 10 y para Trypanosoma cruzi 4
de los 10 que fueron especificos en todos los géneros de los que solo uno mostrd
caracteristicas especificas en cuanto a inmunogenicidad y antigenicidad **.

Rangel Aldao, describe un grupo de antigenos respecto a la induccién de anticuerpos en
huéspedes inmunizados o infectados en contra de componentes de PM localizados entre
los 75 y 150 kDa; en este estudio se aprecia un componente de 110 kDa presente en
SDS-PAGE'™.

El componente de 92 kDa, de naturaleza glucoproteica, presente en el SDS-PAGE y
con reconocimiento en Wb, probablemente corresponda a la proteina de 90 kDa
descrita por otros investigadores; este componente, ha llamado la atencién de varios

110112120 con diversos fines: ha sido encontrado en las fases de

investigadores
amastigote, epimastigote y tripomastigote; ha sido referido como el principal antigeno
detectado en sueros de pacientes en fase crénica y en otros estudios ha sido
considerado como un buen candidato con fines inmunoprofilacticos. No presenta

reaccion cruzada con Leishmania sp''®11212,

La proteina de 85 kDa, presente en SDS-PAGE, ha sido involucrada en la patogenia
de la relacion parasito-célula huésped, a la fecha continua siendo motivo de
investigacion por varios grupos de trabajo, especialmente por el papel que desempenia
en el proceso de interiorizacion en células del vertebrado por la presencia de acido
silico en su composicion'3.

La proteina de 72 kDa identificada en SDS-PAGE y por Wb con marcada relevancia, ha
sido descrita en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos y sanguineos. Esta
presente en sueros de pacientes en las fases aguda y crénica de la enfermedad.
Algunos estudios de esta molécula han demostrado que es el receptor de factor C3 de

la via alterna del complemento involucrado asi, en la lisis de epimastigotes por sueros
normales de mamiferos’”:120-123126.
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Respecto al componente de 58 kDa presente en SDS-PAGE, Fischer en sus trabajos
relacionados con la interaccion parasito-célula huésped, implica una glucoproteina de
superficie de 58/68 kDa en sus formas no reducida/reducida purificada de
tripomastigotes de cultivos que inhibe especificamente la unién celular con la C3
convertasa de la via alterna del complemento humano'?'.

En este trabajo, en SDS-PAGE se describe un grupo de antigenos de 47,44 y 42 kDa los
cuales habian sido descritos previamente en nuestro laboratorio *°.

Ferguson en 1985 realiza una extraccion con fenol a partir de epimastigotes y obtiene un
complejo de 3 glucocoproteinas de 24, 31 y 37 kDa, el cual se encuentra presente en
sueros de animales infectados y no se encuentra presente en los tripomastigotes
sanguineos. Realiza el andlisis de la composiciéon de los mismos y refiere el 56% de
~ carbohidratos respecto a proteinas'?’. En el presente trabajo se encontro este
componente de 37 kDa en SDS-PAGE.

Existe un grupo de proteinas de 21 a 31 kDa identificadas por Wb, especificas para T.
cruzi. En el presente estudio, en el patrén electroforético, fue definido dentro de este
complejo el componente de 25 kDa y en Wb los de 21, 24, 26, 29 y 31 kDa. Esta
proteina de 25 kDa se encuentra presente en todas las fases del parasito, es
reconocida por sueros de pacientes sintomaticos y asintomaticos, presenta buena
reactividad en sueros reactivos de diferentes areas geograficas y ademas no presenta
cruce con Leishmania, por lo cual, ha sido propuesta como un anticuerpo monocional
con fines de diagnéstico diferencial para su empleo en regiones donde las

leishmaniasis son coendémicas con la enfermedad de Chagas'?"'%,

Existe un grupo de antigenos entre 130 y 200 kDa que han sido descritos como Utiles
para el diagnéstico en las fases aguda y congénita de la enfermedad'®’.

llama la atencién el hecho de haber encontrado en Wb una proteina con peso
molecular de 210 kDa; al respecto en un trabajo previo de nuestro laboratorio ha sido
identificado un compuesto de 212 kDa'%®; Este resultado puede ser atribuido a que
componentes mayores a 150 kDa han sido poco estudiados en T. cruzi ya que no han
sido importantes para el diagndstico en sueros humanos.
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El extracto antigénico TQ, en la prueba de hemaglutinacion indirecta, no presento
reaccion cruzada con sueros con anticuerpos anti L. mexicana. Esta circunstancia,
tiene especial importancia diagnéstica debido a la existencia de areas geograficas
coendémicas para ambas infecciones en nuestro pais.

Los célculos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo
seflalan claramente la posibilidad de que se presente un 10% de individuos con
resultados falsos positivos, circunstancia por demas esperada en toda prueba
estandarizada con fines de tamizaje, en donde se requiere disminuir la probabilidad de
perder a todo individuo reactor aun con el riesgo de incrementar el porcentaje de falsos
positivos (especificidad). La existencia de falsos positivos en estos procedimientos se
ha visto en casos de enfermedades generalmente infecciosas que generan anticuerpos
afines como es el caso del género Leishmania y otros tripanosomatidos asi como en
procesos autoinmunes y es por esta razon que normativamente en esta enfermedad,
después de realizar el tamizaje inicial, la confirmacién debera hacerse con 2 pruebas
de diferente principio y con suero obtenido por puncién venosa.

El analisis estadistico para la evaluacién de antigenos y procedimientos, muestra que
la prueba de hemaglutinacién indirecta realizada con eluidos séricos empleada en este
estudio satisface los objetivos inicialmente planteados del presente trabajo;
especialmente relacionados con la factibilidad de estos procedimientos para realizarse
en campo y en grandes volimenes de muestras. Aun cuando la reproducibilidad de la
prueba se ve afectada, segun los andlisis estadisticos, esto puede deberse, no sélo a la
vida media del reactivo antigenico, sino también al procedimiento en si de la técnica.
Actualmente, respecto a lo anterior, se estan llevando a cabo estudios para determinar
tanto estabilidad y reproducibilidad de la técnica y procedimiento.

El analisis estadistico con X? y kappa realizado para evaluar la calidad de la prueba y
del procedimiento de hemaglutinacion indirecta, (analisis intra e interensayo) dio como
resultado que el lote del antigeno AgTQ-1 con mas de un afio de conservaciéon mostré
diferencias estadisticas significativas, a diferencia del antigeno AgTQ-2 (de reciente
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preparacion) que no presentd éstas diferencias, lo anterior se explica por un detrimento
en la reactividad antigénica, debido a que los antigenos, por su naturaleza proteica,
pierden reactividad con el tiempo, debido a la presencia de enzimas proteoliticas
(proteasas). Como resultado de las evaluaciones intraensayo e interensayo y analisis
estadistico de los mismos, se concluye que la vida de anaquel del reactivo antigénico,
es de un afio.

Existen pruebas serolégicas no convencionales que no han sido sometidas aun a
suficientes validaciones, algunas se encuentran disponibles comercialmente y otras se
realizan exclusivamente en universidades y centros de investigacion; al respecto, la
OPS/OMS es muy clara, segin se muestra en el cuadro 1, donde se plantea la
factibilidad de emplear otros procedimientos diagnésticos como es el caso de la PCR y
de los antigenos recombinantes en la deteccion de casos de transmision connatal o

para evaluacion clinica de pacientes tratados'*®'%.

En México, existen reactivos comerciales para realizar el diagnéstico serolégico en
laboratorios de diagnéstico clinico y bancos de sangre, pero son de alto costo para su
empleo masivo por lo que el tamizaje obligatorio en Bancos de Sangre, aun cuando esté
contemplado normativamente por la SSA'®%'¢!  operativamente no es de observancia
obligatoria, por lo que es necesario realizar el diagndstico con técnicas y procedimientos
eficaces, confiables, factibles, rapidos y de bajo costo como es el que se presenta en
este trabajo.
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10. CONCLUSIONES

¢ La prueba de Hemaglutinacion indirecta sigue siendo un procedimiento util para
realizar tamizaje serolégico en estudios epidemiolégicos masivos de la enfermedad
de Chagas.

¢ La toma de muestra sanguinea en papel! filtro es una herramienta util en la prueba de
Hemaglutinacion indirecta y en trabajos epidemiolégicos con gran numero de
muestras.

« El reactivo antigénico de esta prueba, no presenta reaccion cruzada con Leishmania

mexicana.

* El extracto antigénico TQ, muestra buena sensibilidad y especificidad, por lo que se

propone como un candidato para su empleo en el diagndstico de la infeccidén por
Trypanosoma cruzi.

» Se mejora la reactividad al utilizar antigenos extraidos de cepas regionales.
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12. PERSPECTIVAS

1. Incorporar la toma de muestra en papel filtro a los programas de estudios
epidemiolégicos masivos.

2. Continuar con el uso de esta prueba de tamizaje en estudios epidemiolégicos,
bancos de sangre y centros donde se realice pruebas para el diagnéstico y tener asi
un panorama general actualizado de la prevalencia de la infeccién por Trypanosoma
cruzi en el pais.

3. Determinar la efectividad de otras pruebas serolégicas como pruebas de tamizaje
alternativas.

ESTA TESIS NO 541K
DE LA BIBLIOTECA
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13. ANEXOS

ANEXO 1: DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO"2163,

El estado de Veracruz tiene una superficie de 72,815 km? que representa el 3.7% de
la superficie del pais, con un minimo de 32 km. y un maximo de 212 km., teniendo una
longitud entre 780 y 800 km. v |

Colinda al norte con Tamaulipas y el Golfo de México; al este con el Golfo de México,
Tabasco y Chiapas; al sur con Chiapas y Oaxaca; al oeste con Puebla, Hidalgo y San
Luis Potosi.

Ubicacién geografica: Al norte 22°28’ , al sur 17°09’ de latitud norte; al este 93°36’; al
oeste 98°39’ de longitud oeste.

El estado de Veracruz se encuentra integrado por 11 jurisdicciones sanitarias que
incluyen 17.390 localidades y 210 municipios, con un total pobllacional de 7'059,360
habitantes. La jurisdiccién sanitaria mas extensa es Coatzacoalcos con 12 062.49 km?
y la més pequefia es Orizaba con 2 163.49 km?.

La altitud de las juridicciones varia entre los 10 y 1230 msnm. Las principales
elevaciones van de los 860 msnm (Sierra La Garganta) a los 5610 nsnm. (volcan
Citlaltepetl o Pico de Orizaba).

Presenta climas variados como son: Célido himedo con lluvias todo el afio (Af),
Célido himedo con abundantes lluvias en verano (Am), Célido subhimedo con lluvias
en verano (A(w)), Semicdlido humedo con liuvias todo el afio (Acf), Semicalido
hiimedo con abundantes lluvias en verano (Acm), Semicalido humedo con lluvias en
verano (Acw), Templado hiumedo con lluvias todo el afio (C(f)), Templado himedo con
abundantes lluvias en verano (C(m)), Templado subhimedo con lluvias en verano
(C(w)), Semifrio himedo con abundantes liuvias en verano (C(E)(m)), Semifrio
subhumedo con lluvias en verano (C(E)(w)), Semiseco templado (BS1k) y Frio (E(T)).
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La vegetacion es basicamente selvatica (23.81% de la superficie estatal),26.81% son
zonas de pastizal, 3.67% son bosques y 43.23% de la superficie estatal es usada para
la agricultura; el 2.48% restante esta representado por otro tipo.

Las cuencas hidrolégicas estan compuestas por los rios Balsas, Panuco, Tuxpan-
Nautla, Papaloapan, Coatzacoalcos y Grijalva-Usumacinta.

La temperatura media anual varia de los 8.3°C a los 23°C.

La precipitacion total anual varia de 728 a 2428 milimetros.
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ANEXO 2 ENCUESTA

TRIPANOSOMIASIS AMERICANA EN EL
ESTADO DE VERACRUZ, MEXICO.

CLAVE DEL ENTREVISTADOR

FOLIO

FECHA
Afio Mes Dia

LOCALIDAD

MUNICIPIO

ESTADO

JURISDICCION SANITARIA

SECCION A, ESTA PARTE DEL CUESTIONARIO SE APLICARA
A CADA PERSONA QUE SE INCLUYA EN EL ESTUDIO.

"HEMOS SABIDO DE CASOS DE PERSONAS QUE ENFERMAN POR LA
PICADURA DE CHINCHES EN ESTA ZONA. QUISIERAMOS QUE UD.
HICIERA FAVOR DE RESPONDER ALGUNAS PREGUNTAS QUE NOS
AYUDARIAN A SABER SI UD. Y SU FAMILIA ESTAN EXPUESTOS A
ESTE RIESGO. POR SUPUESTO QUE LO QUE UD. NOS DIGA, ES
CONFIDENCIAL Y SOLO LO USAREMOS PARA PREVENIR LA PRE-
SENTACION DE LA ENFERMEDAD EN SU COMUNIDAD."

1) DOMICILIO:

2) NOMBRE DEL JEFE DE FAMILIA:

APELLIDO PATERNO

|
APELLIDO MATERNO NOMBRE (S) |
|
|




4) PARENTESCO CON EL JEFE DE FAMILIA:

l.- JEFE DE FAMILIA 5.- NIETO (A)
2.- ESPOSA(O) 6.- PADRE (MADRE)
3.- HIJO(A) 7.- OTRO (ESPECIFIQUE)

4 .- YERNO(NUERA)
3)MIEMBRO DE LA FAM,. 4) PARENTESCO 5)EDAD 6) SEXO 7) LUGAR DE
(NOMBRE COMPLETO) CON J.DE F. NACIM.

8) ESCOLARIDAD:

1.~ ANALFABETA 6 . -PREPARATORIA
2.- SABE LEER Y ESCRIBIR 7.-TECNICO
3.- PRIMARIA INCOMPLETA 8. -NORMALISTA
4 .- PRIMARIA COMPLETA 9.-PROFESIONISTA
5.- SECUNDARIA COMPLETA
MIEMBRC DE LA ESCOLARIDAD 9) FECHA DE NACIM.
FAMILIA

1

2




10) OCUPACION:

1.-AGRICULTURA 4.-COMERCIANTE 7.-ESTUDIANTE 10.-OBRERO
2.-GANADERIA 5.-HOGAR 8.-PROFESIONISTA 11.-OTRO (ES-
- 3.-ARTESANO 6.-PESCADOR 8.~ TECNICO PECIFIQUE)

1 5

2 6

3 - 7

4 8

11) ¢CUANTO TIEMPO TIENE DE VIVIR EN LA COMUNIDAD?

MIEMBRO DE LA

FAM.

1 ______ANos . TIEMPO APROXIMADO
2 ____ ANOs _______ TIEMPO APROXIMADO
3 ______ANOS ______ TIEMPO APROXIMADO
4 _____ANos _____ TIEMPO APROXIMADO
5 ____ ARos ____ TIEMPO APROXIMADO
6 ______ANOS _____ TIEMPO APROXIMADO
7 ______ANOs ______ TIEMPO APROXIMADO
8 ANOS TIEMPO APROXIMADO

12) ¢HA VIVIDO EN OTRA(S) COMUNIDAD(ES) DEL PAIS?

1 SI NO (PASE A LA PREG. 17)
2 SI NO
3 SI NO
4 ST NO
5 SI NO
6 SI NO
7 -SI NO
8 SI NO




13) ¢CUAL HA SIDO EN LA QUE PERMANECI® POR MAS TIEMPO?
MIEMBRO DE LA
FAMILIA
1 .
LOCALIDAD ESTADO

2

3

7

8

14) :CUANTO TIEMPO VIVIO EN ELLA?

~

1 ANOS MESES
2 ANoS MESES
3 ANOS MESES
4 ANOS MESES
5 ANOS MESES
6 ANOS MESES
7 ANOS MESES
8 ANOS MESES

15) ¢COMO ERA EL CLIMA DE ESE LUGAR LA MAYOR PARTE DEL ANO?

1 ____ FRIO ____TEMPLADO ____CALUROSO
2 —___ FRIO —___TEMPLADO —___CALUROSO
3 ___ FRIO —___TEMPLADO ~___CALUROSO
4 —_ FRIO —___TEMPLADO ____CALUROSO
5 ___ FRIO —__TEMPLADO ___CALUROSO
6 —__ FRIO ___TEMPLADO ___CALUROSO
7 ___ FRIO ____TEMPLADO ~___CALUROSO
8 ___ FRIO —__TEMPLADO ~__CALUROSO

16) QHABIA CHINCHES EN AQUELLA COMUNIDAD?

1 sl __NO ___NO SABE
2 —_sI __NO ___NO SABE
3 —__sI __NO ___NO SABE
4 —__sI __NO ___NO SABE
5 —__sI __NO ~__NO SABE
6 —__sI __NO ~__NO SABE
; —__sI —_NO NO SABE

SI NO NO SABE



17) ¢HA VIVIDO EN OTRO PAIS?

1 SI NO (PASE A LA PREGUNTA 22)
2 SI NO
3 SI NO
4 SI NO
5 SI NO
6 SI NO
7 SI NO
8 SI NO

18.- ;CUAL HA SIDO EN EL QUE PERMANECI® POR MAS TIEMPO?
MIEMBRO DE LA
FAMILIA
1

LOCALIDAD PAIS
2 :

3

7

8

19.- ¢CUANTO TIEMPO VIVIO EN ESE PAIs?

1 ANOS MESES
2 ANOS MESES
3 ANOS MESES
4 ANOS MESES
5 ANOS MESES
6 ANOS MESES
7 ANOS MESES
8 ANOS MESES

20) :;COMO ERA EL CLIMA DE ESE PAfS LA MAYOR PARTE DEL ANO?

1 ____ FRIO ____TEMPLADO ___CALUROSO
2 ____ FRIO ____TEMPLADO ____CALUROSO
3 ____ FRIO ___TEMPLADO ____CALUROSO
4 ____ FRIO ___ TEMPLADO ___CALUROSO
5 ___ FRIO ___TEMPLADO = __ CALUROSO
6 —__ FRIO TEMPLADO ____CALUROSO
7 ___ FRIO ____TEMPLADO ____CALUROSO
8 __ FRIO ____TEMPLADO ___CALUROSO

|



21) ¢HABIA CHINCHES EN AQUELLA(S) COMUNIDAD (ES)?

1 SI NO ____ NO SABE
2 ___sI ___NO ~__ NO SABE
3 s8I NO ~__ NO SABE
4 —__sI | __No ~___ NO SABE
5 s8I __NoO —__ NO SABE
6 ~__sI __NO ____ NO SABE
7 st ~_No ____ NO SABE
8 ____sI ___NO ____ NO SABE

SECCION B. CEDULA DE OBSERVACION .
LA INFORMACION QUE A CONTINUACION SE SOLICITA, SE RECABARA
MEDIANTE OBSERVACION DIRECTA DEL ENTREVISTADOR. PARA ELLO

SOLICITARA PERMISO PARA ENTRAR EN 1A VIVIENDA.

22.~ ;HAY ANIMALES DOMESTICOS?

PERRO (S) SI NO
1 2
GATO(S) SI NO
v 1 2
23.- :EN DONDE DUERMEN SUS ANIMALES DOMESTICOS?
DENTRO DE LA CASA. ESTABLO.
1 2
EN EL PATIO OTRO (ESPECIFIQUE)
3 4
24.~ EL PRINCIPAL MATERIAL DE CONSTRUCCION DEL TECHO DE ESTA
CASA ES: '
MADERA/CORTEZA. LAMINA DE CARTON
1 : 5
CARRIZ0O/BAMBU PALMA O ZACATE
2 6
LAMINA DE ASBESTO. TEJA.
3 7
LAMINA DE ZINC. CEMENTO/CONCRETO.
4 8
25.~- EL PRINCIPAL MATERIAL DE LOS MUROS DE ESTA CASA ES:
ADOBE , CEMENT
1 % .
PIEDRA. MADERA
2 7
LADRILLO. CARRIZO/BAMBU
3 8
BARRO. BLOCK

9
LAMINA DE CARTON

o+



26.- EL PRINCIPAL MATERIAL DEL PISO DE ESTA CASA ES:

TIERRA MOSAICO
1 4
CEMENTO. PIEDRA.
2 5
MADERA.
3

27.- ¢SE OBSERVAN FISURAS O GRIETAS EN EL SITIO DONDE DUER-

MEN LAS PERSONAS?

MUROS SI
1

TECHO SI
1

SI

PISO

1

__NO
2

___NO
2

___NO(PASE A LA PREG.29)
2

28.- ¢HA VISTO SALIR CHINCHES DE LAS FISURAS?

SI

1 2

NO

29.-LA VENTILACION DE LA VIVIENDA ES:

DORMITORIO BUENA
1
AIMACEN BUENA
1
LUGAR DONDE DUERMEN
SUS ANIMALES BUENA

1

30.-LA ILUMINACION DE LA VIVIENDA ES:

DORMITORIO BUENA
1

AIMACEN BUENA
1

LUGAR DONDE DUERMEN

SUS ANIMALES BUENA

1

REGULAR MALA
2 3
REGULAR MALA
2 3
REGULAR MALA.
2 3
REGULAR MALA
2 3
REGULAR MALA.
2 3
REGULAR MALA.

2 3

I
I
!
I
I
I
I
|
|
I
|
I
|
I
|
|
I
|
|
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
|
|
I
I
I
|
I
I
I
|
I
I
{
I

|
f

|
I

I

[
I



SECCION C. ESTA PARTE SE LE APLICARA A CADA UNA DE LAS PER-

SONAS INCLUIDAS EN ESTA ETAPA.

31.-SABEN UDS. CUALES SON LAS CHINCHES HOCICONAS, BESUCONAS?|

SI

1

NO
2

(PASE A LA 36)

32.-¢CON QUE OTRO NOMBRE LAS CONOCEN?

33.- ¢DONDE LAS HAN VISTO?

DENTRO DE LA CASA

FUERA DE LA CASA

34.-;LE HAN PICADO

O doy s W

RERRRRR

35.-HACE CUANTO TIEMPO

1 AnOS
2 __ AnOS
3 __ AnOS
4 __ BAnOS
5 __ AnOS
6 __ AROS
7 ANOS
8 AROS

(ESPECIFICAR)

NO

2
NO

2

(PASE A LA 36)

DIAS.

DIAS.

DIAS.

DIAS.

DIAS.

DIAS.

DIAS.

SI
1
SI
1
ALGUNA VEZ?
SI NO
SI NO
SI NO
SI NO
SI NO
SI NO
ST NO
SI NO
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES

DIAS.

I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
!
I
I
I
|
|
!
I
I
!
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
|
I
I
|
|

I_

I
I_

|_
[_
|
I
I_
I_
I _
l_

I
I

|
_
|
|
|
|
|
|



36.-DURANTE LOS ULTIMOS 15 DIAS, ¢HA TENIDO UD. CALENTURA

SIN MOTIVO APARENTE?

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

OO WM

[T

37.- ¢SE PUSO (O LE PUSIERON)EL TERMOMETRO?

1 s8I
2 ~__sI
3 s8I
4 ___sI
5 ___sI
6 ___sI
7 s8I
8 st
38.- ;CUANTO MARCO EL
1
2
3
4
5
6
7
8

39.-DURANTE LOS UTIMOS 15 DIAS,

CAUSA APARENTE?

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

o WD

PP

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

L

|

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

|

|

|

|

|

RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA

l

(PASE A LA 39)

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

L

4
@)

ny

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

|

|

|

|

|

|

RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
|

(PASE A LA 39)

TERMOMETRO?

GRADOS
GRADOS
GRADOS
GRADOS
GRADOS
GRADOS
GRADOS
GRADOS

CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.
CENTIGRADOS.

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

|

|

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

|

|

|

|

|

¢HA TENIDO ESCALOFRIOS SIN

RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA
RECUERDA



40.-DURANTE LOS ULTIMOS 15 DIAS, ¢HA TENIDO UD. SENSACION DE
DE CANSANCIO O AGOTAMIENTO SIN CAUSA APARENTE?

1 s8I NO ___NO RECUERDA | |_|
2 ~_sI ~__NO —__NO RECUERDA ||_|
3 ___sI NO ___NO RECUERDA ||_|
4 ~sI __NO ___NO RECUERDA ||_|
5 s8I __No ___NO RECUERDA ||_|
6 —_sI __NO ___NO RECUERDA ||_|
7 SI NO ~__NO RECUERDA ||_|
8 ~__sI ~_No NO RECUERDA | |_|

DE MALESTAR GENERAL, SIN CAUSA APARENTE?

1 s8I NO ___NO RECUERDA ||_|
2 s8I __No ___NO RECUERDA | |_|
3 SI NO NO RECUERDA | |_|
4 ~__sI —__NO ___NO RECUERDA ||_|
5 ~__sI __No —__NO RECUERDA | |_|
6 SI NO —_ NO RECUERDA | |_|
7 —_sI __No —___NO RECUERDA ||_|
8 —sI __NO ___NO RECUERDA ||_|

I
I
I
|
|
|
|
|
I
|
|
I
|
I
41.-DURANTE LOS ULTIMOS 15 DIAS, ¢HA TENIDO UD. SENSACION |
|
I
|
I
|
I
I
I
I
|
|
|

42.-EN LOS ULTIMOS 15 DIAS, ;HA NOTADO APARICION DE "BOLITAS"
EN AXILAS, ATRAS DE LAS OREJAS, LAS INGLES, YA SEAN DOLO- |
ROSAS O NO? (SENALAR EL LUGAR)

1 s8I NO ___NO RECUERDA ||_|
2 ___sI ~_NO ___NO RECUERDA ||_|
3 s8I () —__NO RECUERDA ||_|
4 st __No ___NO RECUERDA | |_|
5 ____sI __No ____NO RECUERDA | |_|
6 s8I __No ___NO RECUERDA | |_|
7 s8I NO ___NO RECUERDA ||_|
8 —__sI —_No NO RECUERDA ||_|

|

I

|

|

I

I

I

|

|

I

, |
43.-DURANTE LOS ULTIMOS 15 DIAS, ¢SE LE HA HINCHADO UN OJO |
(O LOS DOS) SIN CAUSA APARENTE? |
' |

I

I

I

I

I

I

I

|

1 ___sI __NO ___NO RECUERDA ||_|
2 ___s1 __NO __NO RECUERDA ||_|
3 —__sI __NO —__NO RECUERDA ||_|
4 —__sI __NO —__NO RECUERDA ||_|
5 —__sI —_NO —_NO RECUERDA ||_|
6 __sI __NO ___NO RECUERDA ||_|
7 ) ~No —__NO RECUERDA ||_|
8 ~sI NO NO RECUERDA | |_|



44 .-EN LOS ULTIMOS 15 DIAS,

¢HA NOTADC UD. QUE LE SALGAN

"BOLITAS" ROJAS, DURAS Y QUE DAN COMEZON?

O~Joude W

EERRRRR

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

NO RECUERDA
NO RECUERDA
NO RECUERDA
NO RECUERDA
~_ NO RECUERDA
NO RECUERDA
NO RECUERDA
NO RECUERDA
|

|

45.- (EN QUE PARTE DEL CUERPO?

1 CARA ANTEBRAZO
ABDOMEN . TORAX
2 CARA ANTEBRAZO
ABDOMEN TORAX
3 CARA ANTEBRAZO
ABDOMEN TORAX
4 CARA
ABDOMEN TORAX
5 CARA _ ANTEBRAZO

BRAZOS

BRAZOS

BRAZOS

ANTEBRAZO BRAZOS

BRAZOS

ABDOMEN TORAX

6 CARA
ABDOMEN TORAX
7 CARA ANTEBRAZO
ABDOMEN TORAX
8 CARA ' ANTEBRAZO
ABDOMEN TORAX

ANTEBRAZO BRAZOS

BRAZOS___

BRAZQS

|
(PASE A LA 46)

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

PIERNAS PIES

46 .-~GENERALMENTE, :LE DUELE A UD.AL PASAR EL ALIMENTO?
' NO(PASE A LA 48)

1

QIO Ods W

RARARAR

ORONORONONONONO
HHHHHHHAH

—_NO
—__NO
(e
—_NO
~_NO
__NO
~_NO



47.-LE SUCEDE CON ALIMENTOS:

1 sOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
2 __sOLIDOS __ LIQUIDOS  ___ AMBOS
3 ___SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
4 __SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
5 __SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
6 ___SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
7  __SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS
8 ___SOLIDOS ___ LIQUIDOS  ___ AMBOS

48.-;LE SUCEDE CON FRECUENCIA QUE EL ALIMENTO QUE COMIO,
SE LE REGRESE A LA BOCA?

49.- LE SUCEDE CUANDO SE ENCUENTRA:

OJoOdx WK

50.-LE SUCEDE CON FRECUENCIA QUE SIENTA DESEO DE "OBRAR" Y

NO PUEDE?

oOJooesewNRr

L]

ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO
ACOSTADO

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

BENRRRN

SENTADO
SENTADO
SENTADO
SENTADO
SENTADO
SENTADO
SENTADO
SENTADO

NO

NO

NO

|

NO

NO

NO

NO

NO

RERRRRN

1 __sI ___NO (PASE A LA 50)
2 ___sI __NO
3 s8I __NO
4 __sI ___No
5 __sI __NO
6 ___sI NO
7 __sI —_NO
8 __sI —__NoO

PARADO
PARADO
PARADO
PARADO
PARADO
PARADO
PARADO
PARADO



51.-¢SE DISTIENDE O "AVIENTA" UD. DEL ABDOMEN O

"BARRIGA" FRECUENTEMENTE?

1 __sI ___NO(PASE A LA 53)

2 ___sI ___No

3 __sI ___No

4 ___sI __No

5 ___ st __No

6 ___sI __No

7 __sI NO

8 __sI ___No

52.- ;DESDE CUANDO?

1 ANOS MESES
2 ANOS MESES
3 ANOS MESES
4 ANOS ___MESES
5 ANOS MESES
6 ANOS MESES
7 ANOS MESES
8 ANOS MESES

53.-AL REALIZAR SUS ACTIVIDADES COTIDIANAS:PRE-
SENSACION

SENTA UD.

OO WM
>
G
%
=
2z
=
=

AUSENTE

LIGERA
LIGERA
LIGERA
LIGERA
LIGERA
LIGERA
LIGERA
T LIGERA

L

)

DE AHOGO O FALTA DE AIRE?

___MODERADA __ INTENSA
__MODERADA  ___INTENSA
__MODERADA ____INTENSA
___MODERADA  ___INTENSA
—_MODERADA  ___INTENSA
__ MODERADA  ___ INTENSA
___MODERADA  ___INTENSA
__MODERADA ___ INTENSA

I
|
I
I
I
I
I
|
I
I
|
I
I
I
I
|
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
|
I
|
I

54.-SE FATIGA CUANDO CAMINA LA MISMA DISTANCIA QUE|
RECORRIA HACE ALGUNOS ANOS?

O~ WD

L]

nunounumMunuunmnumimn
HHHHHHHH

NO(PASE A LA 56)
NO
NO
NO
NO
NO
NO
—_NO

|

|



55.

56.-¢SIENTE QUE SU CORAZON LATE MUY RAPIDO Y FUERTE

" ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
ANOS

OO U WP

- :DESDE CUANDO?

MESES
MESES
MESES
_MESES
MESES
MESES
MESES
MESES

|

|

CUANDO CAMINA SIN PRISAS?

O JO U WP

L]

SI
SI
ST
SI
SI
SI
SI
SI

57.- ¢DESDE CUANDO?

58.- ¢SE FATIGA UD. CUANDO REALIZA ESFUERZOS
PEQUENOS? (COMO AGACHARSE)

ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
ANOS
A@os

ANOS
ANOS

LT

DI WN

QDO U WN

R

—

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

NO(PASE A LA 58)

o
—_NO
__NO

NO

ZIZI
(oNe)

NO

MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES
MESES

|

|

|

NO
NO

2 z‘z|z|zl
OO0OO0O0O0

2
(@]



59.-PUEDE DORMIR UD. SIN ALMCHADAS?

OO UT WM

LLELLLL

nunnunnunnn
HHHHHHH

SI(PASE A 61)

60.~ :CUAL ES LA RAZON?

POR
POR
POR
POR
POR
POR
POR
POR

o~ WP

FALTA
FALTA
FALTA
FALTA
FALTA
FALTA
FALTA
FALTA

DE
DE
DE

DE-

DE
DE
DE
DE

61.-DESPIERTA UD.

O~ W

L]

AIRE
AIRE
AIRE
AIRE
AIRE
AIRE
AIRE
AIRE

EN LA NOCHE CON SENSACION DE AHOGO?

nNnununhnhnmwon n
HHEHMHHHHHH

T

62.-SE LE HINCHAN SUS PIES?

DO~ W

RERRAAN

0n n
H H

SI

SI

NO

NO

|

NO

|

NO
NO
NO

NO

NO

POR
POR
POR
POR
POR
POR
POR
POR

NO

i
oNoNoNoNoNoNe

NO(PASE A LA 64)

NO
NO
NO
—_NO
NO
NO
NO

|

OTRA
OTRA
OTRA
OTRA
OTRA
OTRA

-OTRA

OTRA

RAZON
RAZON
RAZON
RAZON
RAZON
RAZON
RAZON
RAZON




63.-A QUE HORA DEL DIA SE LE HINCHAN?

1 EN LA MARANA _ EN LA TARDE __ TODO EL DIA
2 ___EN LA MARANA EN LA TARDE ___ TODO EL DIA
3 ___EN LA MARANA __ EN LA TARDE __ TODO EL DIA
4 EN LA MARANA _ EN LA TARDE __ TODO EL DIA
5 ___EN LA MARANA __ EN LA TARDE __ TODO EL DIA
6 ~_ EN LA MAnANA ___ EN LA TARDE ___ TODO EL DIA
7 __EN LA MARANA ___ EN LA TARDE ___ TODO EL DIA
8 ___EN LA MARANA ___ EN LA TARDE __ TODO EL DIA
64.- ¢HA CONSUMIDO ALGUNA VEZ CUALQUIER BEBIDA QUE CON-
TENGA ALCOHOL?
1 s8I ___NO
2 __sI ___NO
3 __sI __No
4 __sI ~__NO
5 ~sI __NO
6 __sI ~_No
7 s8I __No
8 ___sI ___NO
65.- ¢HA CONSUMIDO CUALQUIER BEBIDA ALCOHOLICA DURANTE
LOS ULTIMOS 12 MESES?
1 __s1 ___NO (PASE A LA 68)
2 __sI ~__NO
3 __sI __No
4 s8I __No
5 _s1 __NO
6 __sI ~___No
7 __SI __No
8 s8I NO

66.- DURANTE LOS ULTIMOS 12 MESES ¢CON QUE FRECUENCIA
TOMO 3 0 MAS COPAS DE CUALQUIER BEBIDA, EN UNA SOLA|
OCASION (CUALQUIER COMBINACION DE CERVEZA,VINO, DES- |

TILADOS, PULQUE, ETC)?

1) TODOS LOS Dias
2)DE 3 A 4/SEM.
3)DE 1 A 2/SEM.
4)DE 1 A 3/MES
5)DE 7 A 8/ANO

7)2 VECES/ANO
8)1 VEZ/ANO
9) NINGUNA VE

W
o JdJoy

]

6)DE 3 A 6/ANO

2

10)NO SABE O NO RECUERDA,

|
|
l
I
|
!
I
|
|
l
|
|
I



67.~ ¢CON QUE FRECUENCIA LLEGO AL ESTADO DE EBRIEDAD DURAN-
TE LOS ULTIMOS 12 MESES? .
1) TODOS LOS Dias 6)DE 3 A 6/ANO

2)DE 3 A 4/SEM. 7)2 VECES/ANO

3)DE 1 A 2/SEM. 8)1 VEZ/ANO

4)DE 1 A 3/MES 9) NINGUNA VEZ

5)DE 7 A 8/ANO 10)NO SABE O NO RECUERDA.
1 5

2 6

3 7

4 8

68.- EL LUGAR DONDE DUERME, ESTA JUNTO A LA PARED?

1 sI __NO
2 s T NO
3 ___sI __NO
4 _sI T NO
5 _sI —__NO
6 __sI —_NO
7 ___sI —__NO
8 ___sI (e

69.-SOBRE QUE DUERME CADA UNA DE LAS PERSONAS DE ESTA

FAMILIA?

1 _ CAMA _ HAMACA __ PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
2 __CAMA __ HAMACA __ PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
3 __CAMA _ HAMACA ___PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
4 __ CAMA __ HAMACA __ PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
5 __ CAMA _ HAMACA _ PETATE _ OTRO(ESPECIFIQUE)
6 ___CAMA — HAMACA __ PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
7 __CAMA _ HAMACA __PETATE __ OTRO(ESPECIFIQUE)
8 CAMA HAMACA ___ PETATE___ OTRO (ESPECIFIQUE)

|
|

SECCION D.EN ESTA SECCION SE OBTENDRA INFORMACION ACERCA DE
LA VIVIENDA.
70.-:HACE CUANTO TIEMPO VIVEN UDS. EN ESTA CASA?

UN ANO O MENOS. MAS DE UN ANO. NO SABE,
1 2 3

|
PASE A LA PREG. 72



71.-¢;CUANTO TIEMPO PERMANECIO DESOCUPADA LA VIVIENDA?

UN ANO O MENOS. MAS DE UN ANO. NO SABE.
1 2 3

72.-CUANTAS PERSONAS VIVEN(COMEN Y DUERMEN) EN ESTA CASA?

73.-¢DE CUANTOS CUARTOS CONSTA LA VIVIENDA (SIN CONTAR
COCINA NI BARO?

UNO DOS TRES O MAS

1 2 ER
74.-CUANTOS CUARTOS SE USAN PARA DORMIR?

UNO DOS TRES O MAS

1 2 3
75.- ¢(TIENEN ANIMALES DE PATIO O DE CORRAL?

SI NO (PASE A LA PREG. 77)

1 2

76.- EN DONDE DUERMEN SUS ANIMALES?
ESTABLOS CABALLERIZA CORRAL
PALOMAR GALLINERO CHIQUERO

4 5 6
OTRO (ESPECIFICAR)

7
77.- ¢ACOSTUMBRA ROCIAR INSECTICIDAS EN LA CASA?

SI NO (PASE A LA PREG. 80)
1 2

78.-QUE TIPO DE INSECTICIDA SE UTILIZO: (ANOTE LA MARCA)




79.- EL ROCIAMIENTO LO HIZO:

PARTICULARMENTE EL GOBIERNO. ||

1 2

SECCION E.CEDULA DE OBSERVACION

NOS PERMITIRIA ENTRAR A SU CASA PARA VER SI ENCON-
TRAMOS ALGUNA SENAL DE QUE PUDIERA HABER CHINCHES,
O ALGUN LUGAR DONDE PUDIERAN ANIDAR PARA CAPTURAR-
LAS EN CASO DE ENCONTRAR ALGUNA?

80) EL NUMERO DE TRIATOMAS CAPTURADAS DENTRO DE LA
VIVIENDA FUE:

ADULTOS VIVOS NINFAS VIVAS |
1 2 ~
HECES FRESCAS INSECTO MUERTO |||
3 2
HUEVECILLOS EXUVIAS |
5 6

I
I
|
|
|
|
I
I
|
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
NO SE ENCONTRO I _

7 [

|

|

I

|

|

I

I

|

|

I

I

I

|

I

f

I

[

|

I

I

81.-SITIO EN EL QUE SE CAPTURARON:

____ DORMITORIO ___ ALMACEN ||

_i_ LUGAR DONDE DUERMEN Log ANIMALES _
_i_ OTRO LUGAR (ESPECIFICAR)

82.- NU&ERO DE TRIATOMAS CAPTURADAS FUERA DE LA

VIVIENDA FUE:

||

pu—

ADULTOS VIVOS NINFAS VIVAS L1

1 2
HECES FRESCAS INSECTO MUERTO || |

3 4
HUEVECILLOS EXUVIAS ||

5 6

NO SE ENCONTRO
—5—



83.- SITIO EN EL QUE SE CAPTURARON:

PATIO TRONCO DE ARBOLES.

—

1 ' 2

NIDOS DE AVES OTRO (ESPECIFIQUE)
3 4

SECCION F, REGISTRO DE PESO, TALILA Y %ABORATORIO.
ESTA PARTE DE LA ENCUESTA, SE APLICARA A CADA UNA DE LAS
PERSONAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO.

PESO TALLA

RHAT (TITULOS) ELISA (D.0O.)
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¢NOS PERMITIRIA ENTRAR A SU CASA PARA VER S| ENCONTRAMOS ALGUNA SENAL
DE QUE PUDIERA HABER CHINCHES, O ALGUN LUGAR DONDE PUDIERAN ANIDAR
PARA CAPTURARLAS EN CASO DE ENCONTRAR ALGUNA?

1.- EL NUMERO DE TRIATOMAS CAPTURADAS DENTRO DE LA VIVIENDA FUE:

___ADULTOS VIVOS ___NINFAS VIVAS
1 2

___HECES FRESCAS ___INSECTO MUERTO
3 4
__HUEVECILLOS ___EXUVIAS

5 6

___NO SE ENCONTRO
7

2.~ SITIO EN EL QUE SE CAPTURARON:

___ DORMITORIO ___ ALMACEN
1 2

___LUGAR DONDE DUERMEN LOS ANIMALES
3

___ OTRO LUGAR (ESPECIFICAR)
4 .

3.-EL NUMERO DE TRIATOMAS CAPTURADAS FUERA DE LA VIVIENDA FUE:

___ADULTOS VIVOS ___NINFAS VIVAS

i 2
__HECES FRESCAS ___INSECTO MUERTO
3 4
__HUEVECILLOS __ EXUVIAS

5 6

NO SE ENCONTRO

=
4.~ SITIO EN ELL QUE SE CAPTURARON;

___PATIO ___ TRONCO DE ARBOLES.
1 2

____NIDOS DE AVES ___OTRO (ESPECIFIQUE)
3 4

1 DE TRIATOMAS ESTUDIADAS EN LA VIVIENDA

It DE TRIATOMAS INFECTADAS

EN EL ESTADO DE VERACRUZ. Meéxico Salud 2000



ANEXO 3 FORMULAS Y REACTIVOS

MEDIO DE CULTIVO BIFASICO
fase solida

agar nutritivo 23g
NaCl 8g
agua destilada 1000mi
fase liquida

Brain heart infusion (BHI)
agua destilada

3749
1000ml

MEDIO DE CULTIVO MONOFASICO (Expansion)

Extracto de levadura
Triptosa

Brain heart infusion
Glucosa

Fosfato disédico 2H,0
NaCl

KCl

Higado en polvo
Hemina

agua destilada

ANTIGENO:

SOLUCION ANTICOAGULANTE
Glucosa
Citrato de sodio
Cloruro de sodio
cido citrico
Aqua destilada
Esterilizar a 1 atm. (15 libras)
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SOLUCION PBS pH 7.2

SOLUCIONES MADRE

A. solucién de fosfatos monopotasica:

fosfato monopotasico anhidro (KH.HPO-2H;0) 20.414 g

agua destilada ¢.s.p. 1000 mi

B. solucion de fosfatos disodico:

fosfato disodico dihidratado (Na;HPO,-2H,0) 5372 ¢

agua destilada c.s.p. 1000 mi

SOLUCIONES DE TRABAJO

A. solucion de fosfatos monopotasico 28 ml

B. solucion de fosfatos disodico 72 ml

C. cloruro de sodio 85 g
agua destilada c.s.p. 1000 ml

SOLUCIONES DE FORMOL

Formol al 8% en PBS pH 7.2:
216 ml de formol al 37% - c.b.p. 1000 ml de PBS pH 7.2
Formol al 6% en PBS pH 7.2:

162 ml de formol al 37% - c.b.p. 1000 ml de PBS pH 7.2

SOLUCION DE ACIDO TANICO AL 1%
1 g &cido tanico en 100 ml de PBS pH 7.2 disolver y llevarlo a 1000 ml.

SOLUCION DE AZIDA DE SODIO AL 1%
1 ml de azida de sodio en 100 ml de agua destilada estéril.

SOLUCION DE TIOGLICOLATO 1:1000
1 g de tioglicolato / 1000 ml agua destilada.

SOLUCION PROTECTORA

Glicina 4 g
Leche descremada en polvo 2.7 g
Glutamato de sodio 2 g
Tioglicolato de sodio 01g
Timerosal 01g

PBSpH64 100 ml
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SUEROS TESTIGOS

Los sueros testigos para las reacciones serologicas se obtienen de un "pool" de sueros
de reactividad conocida.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS METODO DE LOWRY (FOLIN-CIOCALTEU)

Reactivos:

Solucién A:

1 ml - tartrato de sodio y potasio al 2% (2g en 100 ml H20)
1 ml - sulfato de cobre al 1% (CuS04.5H,0) (1g en 100 ml H20)

50 ml - carbonato de sodio al 5% (NaxCO3) 5g/100 ml NaOH 0.1N.
Reactivo de fenol (Folin-Ciocalteu) 1:1 con agua destilada.

Curva estandar

Solucion de albumina sérica bovina (BSA), que contenga 1mg/ml.

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS (METODO FENOL - SULFURICO DE
DUBOIS)

Reactivos:
Fenol 5%
H2SO4 (acido sulfarico concentrado)

Curva estandar
100 mg de glucosa en 100 ml de agua destilada

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Gel concentrador (5%)

Acrilamida / bis 850 ()
Agua desionizada estéril 4.55 (ml)
Tris 1M pH 6.8 800 (ul)
SDS-10% 62.5 (ul)
Mezclar y desgasificar 15 min al vacié o a 37°C 10-15min.

Persulfato de amonio 10% 31 ()
TEMED

3.1(ul)
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Reactivos y soluciones
Acrilamida 30% -bis/acrilamida 0.8%

Pesar 30 g de acrilamida + 0.8 g de N-bis-Acrilamida. _
Aforar a 100 ml con agua desionizada estéril, filtrar y cubrir con aluminio.

Guardar a 4°c.

Tris 1.5 m pH 8.8

Pesar 33.33 g de Tnis-base (trizma base)
Disolver en 160 ml de agua desionizada estéril
Ajustar el pHa 8.8 conHCI6 N

Aforar a 200 ml.  Esterilizar y guardar a 4°C.
Tris1m pH6.8

Pesar 12.1 g de Tris-base

Disolver en 80 ml| de agua desionizada
Ajustar el pH a 6.8 con HCI

Aforar a 100 ml con agua desionizada estéril
Esterilizar y guardar a 4°C.

SDS-10%

Pesar 1 g de SDS

Disolver en agua desionizada esteril
Aforar el volumen a 10 ml.

Guardar a 4°C.
Buffer de muestra

2X 4X
SDS 10% (g) 1.25 1.25
Tris IMpH 6.8 (ml) 3125 3125
2- mercaptoethanol (ml) 25 25
Azul de bromofenol (mg) 25 25
Glicerol (mi) 5 5
Agua (aforara) (ml) 25 12.5

Amortiguador de corrida 5X pH 8.3

Tris-base 9g
Glicina 43.2g
SDS 3g

Agua desionizada estéril (aforar a) 600 mi
Guardar a 4°c.

A 60 ml del stock 5X ariadir 240 mi de agua por corrida.

Colorante Azul de Coomassie

Azul de Coomasie 0.06 g
Acido acético 10 ml
Metanol 50 mi

Agua desionizada estéril 40 ml
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Solucién para desteiiir el gel

Acido acético 10 ml
Etanol 15 ml
Agua desionizada estéril 75 mi

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT)

Electroforesis del gel de corrida
Amortiguador de transferencia pH 8.1-8.4

Tris-base 25mM 3.03g
Glicina 192mM 1449
Metanol 20% (VIV) 200 ml

Aforar a 1000 mi con agua desionizada estéril
no ajustar el ph con acidos ni bases

Revelado de la prueba con el sustrato

- 4-chloro-1-naphtol (4CN)

Tris HCI/NaCl 10 mm - 8.5 m! + 5.1 mg de chloronaphtol en 1.7 ml de metanol frio
agregar 5 ul de H20- al 30%

Tris HCI(10mm)/NacCl (0.14M) pH 7.5

Tris HCI 0.158 g
Agua desionizada estéril 100 ml ajustara pH 7.5
NaCl 0.819g

Esterilizar y guardar a 4°c
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ANEXO 4 REACTIVIDAD ENTRE ELUIDOS SERICOS Y SUEROS (VERACRUZ)

Antes de iniciar el procesamiento de muestras del estudio epidemiolégico, se realizd
un estudio para determinar la reactividad obtenida en eluidos séricos de muestras

sanguineas obtenidas en papel filtro y ser comparadas con

los sueros

correspondientes obtenidos por puncién venosa en antebrazo con los resultados

siguientes:

ELUIDO SUERO
ELISA HAl ELISA HAl IFl

I-28  Santiago Hemandez Bautista 011012201 494 1116 206 1:128 1:128
I-961  Jorge Valle Cruz 019032001 140 1116 695 1:32  1:128
II-2236  Hermelinda del Angel Dominguez 02250603 307 132 334 132 1128
11-283(40) Josefina Lopez del Angel 02260903 363 1116 380 1:32  1:128
I1-311(43) Narcisa Hemandez Erasmo 02261603 398 1116 206 132 1128
11-319(47) Alberta Gaspar Catarina 02261802 652 1:32 279 1:256 1:256
11-344(51) Bonifacio Santiago Inés 02262201 389  1:16 481  1:.32 neg
[I-381  Alberta Antonio Dominguez 02280102 218 164 524 132 1128
I-386 Adelaida Santiago Reyes 02280202 314 164 473 132 1:256
11-389 Magdalena Dominguez Santiago 02280205 331 164 677 132 132
11397  Onésimo Nava Hemandez 02280502 413 1116 456  1:32  1:256
11-423  Amalia Cruz Franco 02281202 427 164 450 1:32  1:64
111433 Ma. Isabel Lugo Nieto 02290202 352 132 506 1:32  1:128
[1-449  Policarpo Flores Blanco 02300101 457 132 558 1.2 1:256
1-481  Manuel Hilario Librado 02310703 228 132 380 132 1128
[-493  Eduardo Hilario Francisco 02311004 306 1:32 483 132 164
[-514  Antonio Benito Carballo 02320301 304 1116 509 1:32 1512
-713 Isidora Plata Vigueras 03137201 410 164 427 132 132
V-930 Margarita Guevara Avila 05261502 22 1116 511 132 1128
V-1064 Herlinda Cuevas Castillo 05291201 047 1116 225 132 neg
VII1-425 Isidro Trujillo Alvarez 08150403 A58 116 463  1:32  1:256
TITULOS DE CORTE: EN ELUIDOS HAIL: 1:16  ELISA: 2 140 (D.O.)

EN SUEROS HAI: 1:16  ELISA: 2180 (D.O.)
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