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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 GENERALIDADES DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O ENFERMEDAD DE
CHAGAS.

Enfermedad causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, transmitido entre animales y humanos
por triatominos que, al momento de alimentarse de sangre, expulsan trypanosomas en sus
deyecciones, que penetran a través de la herida causada por la picadura, por el rascado, otras
abrasiones de la piel o de las mucosas y que afectan diversos érganos, principalmente corazén,

esoéfago y colon. (1)

1.1.2 VIAS DE TRANSMISION DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O ENFERMEDAD
DE CHAGAS

1.1.2.1 Transmisién por vectores:

El mecanismo de transmisién mas importante en el humano y otros mamiferos es vectorial; los
vectores son insectos del orden Hemiptera, familia Reduviidae y subfamilia Triatomidae. De 118
especies de triatominos conocidos, sélo algunos son epidemiolégicamente significativos como
vectores de Trypanosoma cruzi, algunas especies colonizan las viviendas de los humanos en el
medio rural, otras son estrictamente silvestres. (2)

Ofras especies silvestres que viven en su habitat natural, pero que eventualmente invaden los
espacios domésticos y pueden transmitir el parasito al hombre y a los animales domésticos. (3)
Las especies de triatominos domiciliarias son las responsables del 80% de los casos de
enfermedad de Chagas en humanos en las areas endémicas (4

1.1.2.2 Infeccién adquirida por transfusion sanguinea y transplante de 6rganos parasitados.
Por transfusién sanguinea es el segundo mecanismo importante después del vectorial en la
transmisién de Trypanosoma cruzi en algunas regiones endémicas. La migracion humana de las
areas endémicas a cientos de areas urbanas aumenta el riesgo de la transmision de la infeccién
chagasica. (5
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Se estima que va en aumento la transmisién de Trypanosoma cruzi por transfusién sanguinea
debido a que en muchos paises entre elios México, no se realizan pruebas serolégicas en
donadores para detectar anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en forma obligatoria. ()

1.1.2.3 Transmisién congénita.

La patogenia de esta forma de transmisién es inespecifica y controvertida, habitualmente la
transmisién por esta via no sélo ocurre en embarazadas con abundantes parasitos en sangre
periférica, ya que se ha observado en madres con escasa parasitemia. (7)

También la infeccion transplacentaria puede ocurrir durante alguna de las etapas del embarazo,
causando productos de bajo peso, o bien causar muerte fetal. ()

Ademas, se ha observado que niflos cuyas madres son positivas a anticuerpos contra
Trypanosoma cruzi, tienen de 3 a 9 veces mas riesgo de ser positivos, que aquellos nifios que
estan en riesgo constante por la presencia de los Triatominos en sus casas (9)

1.1.2.4 Transmision por manipulacion de animales infectados.

Las personas pueden infectarse con el parasito, cuando las heces o la orina de los mamiferos
infectados entran en contacto con las mucosas o la piel de quienes los manipulan, asi ocurre en
ciertas regiones rurales al desollar animales silvestres y también por la ingestién de carne
semicruda de animales parasitados. (1,4)

1.1.3. HISTORIA NATURAL DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O ENFERMEDAD DE
CHAGAS.

La enfermedad de Chagas o Trypanosomosis americana es una afeccién parasitaria histica y
hematica producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi hematofilo que se anida y se
reproduce en los tejidos. La infeccion es transmitida por insectos hemipteros hematéfagos por
medio de las deyecciones contaminadas del parasito al picar a animales domésticos,
peridomesticos, salvajes y el humano. (2

La infeccién en el humano se produce por la penetracién de los tripomastigotes metaciclicos en los
macréfagos del tejido conjuntivo de la dermis o en los tejidos subcutaneos, donde se transforman
en amastigotes intracelular, sin flagelo o membrana se multiplican por fisién binaria durante 4 a 5
dias, desintegran a la célula invadida e infectan otros macréfagos. Algunos parasitos del foco
primario llegan al torrente sanguineo, se transforman en tripomastigotes, la forma flagelada
provista de membrana, se diseminan por el organismo invadiendo células de diferentes visceras,
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en cada localizacion se producen complejos de destruccion, reaccién inflamatoria que prolongan
la enfermedad. (10) El periodo de incubacién de la enfermedad de Chagas es de una a dos
semanas, después hay inflamacién en el sitio de entrada del parasito. El cuadro clinico de la
enfermedad de Chagas cursa con distintas etapas: Una fase aguda caracterizada por el sindrome
febril infeccioso, seguido por una fase indeterminada asintomatica y silente que puede durar hasta
30 afos, para finalizar en una etapa crénica con lesiones manifiestas e irreversibles sobre todo con

lesione cardiacas. (10) (Figura 1)

1.1.4. METODOS PARA DIAGNOSTICO DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O
ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1.1.4.1. Busqueda del parasito completo.

a) Inmediata: Gota gruesa, microhematocrito, método de Strout, método de Dean y Kirchner,
método de silicona. (11)

b) Tardia: Xenodiagnéstico, hemocultivo, inoculacién de animales sensibles para estudio en
laboratorio. (11)

1.1.4.2. Mediante la identificacién de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi

a) Serologia: Fijacion de complemento (Machado-Guerreiro), hemagiutinacion directa,
hemaglutinacién indirecta (HA!), inmunofluorescencia (IFi), inmunoenzimatico (ELISA). (11,12
enzimoinmunotransferencia (Western Blot). (13)

1.1.4.3. Hallazgos de fracciones del parasito

a) Por busqueda de antigenos libres en sangre (antigenemia), en orina (antigenuria) o antigenos
unidos a anticuerpos (complejo inmune especifico). (12)

b) Por determinacién del ADN del parasito: amplificacion de la regién hipervariable por el método
de lareaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR). (1417

1.1.5 IMPORTANCIA DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O ENFERMEDAD DE CHAGAS

Los vectores de la enfermedad de Chagas se encuentran en América Continental desde la latitud
43° norte a la latitud 46° sur. Cubre asi un area que va de San Francisco California en Estados
Unidos a Basiloche y Santa Cruz en Argentina; sin embargo, la eficiencia vectorial es cambiante y
en el norte de México y los Estados Unidos la enfermedad es rara, pero por debajo del Trépico de
Cancer y en Centro y Sudamérica hay 90 millones de personas expuestas a la transmision
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vectorial y unos 18 millones de personas ya infectadas (chagasico indeterminado), entre el 10 y
30% desarrollaran enfermedad crénica con lesiones progresivas en visceras huecas (enfermedad
mega) o en el corazén, con invalidez cardiaca. (34)

Una buena parte de los infectados crénicos no enferman, este 70 a 90% llamado chagasico
indeterminado, pueden tener parasitos tisulares de por vida y episodios de parasitemia
autolimitada y asintomatica. Si donan sangre o tejidos es posible la infeccién iatrogénica cuya
magnitud es desconocida. Ademas los casos indeterminados de trypanosomosis americana son
los responsable de la urbanizacién de la enfermedad de Chagas en donde no existen vectores, a
través de la migracion dentro de la Republica Mexicana e internacionalmente hacia Estados
Unidos y Canada. (4

Desde el punto de vista de la Salud Publica la importancia de la trypanosomosis americana esta
relacionada con el llamado ciclo doméstico, no sblo porque millones de seres humanos en
América Latina y México estan expuestos al riesgo de adquirirla, ya que en el ciclo doméstico
estan implicadas 6 vias de transmision del parasito; también porque todas las medidas preventivas
son solamente contra este ciclo. (4) (Figura2)

Actualmente se desconoce en algunos estados de la Republica Mexicana la distribucién geogréfica
de los vectores entre ellos se encuentra el estado de Puebla y en forma precisa a nivel Nacional la
prevalencia de personas positivas a anticuerpos contra Trypanosoma cruzi, ya que la cobertura de
la Encuesta Nacional de Seroepidemiologica (ENSE) realizada en 1988 no fue 6ptima en este
aspecto, ya que la trypanosomosis americana esta mas distribuida en las areas rurales. (18)

1.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

1.21 EPIDEMIOLOGIA DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O ENFERMEDAD DE
CHAGAS.

Al parasito Trypanosoma cruzi se le ha detectado en reservorios humanos y animales domésticos,
desde ia latitud 42° norte hasta la latitud 46° sur dei Continente Americano, pero la distribucién de
los vectores (Triatoninos) y de los reservorios silvestres es mucho mas amplia que la de la
enfermedad en humanos.

La infestacién de las viviendas por los vectores pone en riesgo de adquirir la infeccién a un minimo
de 90 millones de personas en estas latitudes. En las ciudades consideradas endémicas, se ha
estimado que de 16 a 18 millones de personas estan infectadas con Trypanosoma cruzi,
excluyendo a paises como México y Nicaragua de donde no hay disponibilidad de datos
adecuados. 34
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La enfermedad de Chagas no es un problema que se da aisladamente entre las poblaciones
humanas de América Latina principalmente en el medio rurales, en las areas endémicas esta
estrechamente asociada con las tipicas enfermedades llamadas sociales, como la desnutricion,
enfermedades infecciosas intestinales, tuberculosis o de enfermedades parasitarias que la
delimitan y por el contexto general en el que ocurre; por lo que esta considerada como una
enfermedad del medio rural, sélo que ahora una nueva tendencia esta modificando su espectro en
todo el Continente y son los profundos cambios socioeconémicos que en las Gltimas cuatro
décadas ha hecho que se incremente la migracion de personas de las zonas rurales endémicas a
las zonas urbanas. (34)

Por la gran importancia en Salud Publica de la trypanosomosis americana en Colombia, los
estudios sobre los vectores son numerosos y tienen la informaciéon de casi 130 categorias
taxonémicas, especies y subespecies, de ailrededor de 20 especies de Triatominos y 26 de
Lutzomyias .(19)

En México los Tnatominos que se han encontrado infectados con T. cruzi han sido localizado en
regiones que se encuentran ubicadas en altitudes que van de 0 a 2,000 metros sobre el nivel del
mar, lo que hace suponer que el area endémica de la infeccién por 7. cruzi en humanos y
reservorios en México debe ser amplia ya que casi dos terceras partes del territorio Nacional estan
dentro de este rango, (20)y el principal vector en México es T. barben . (21)

Con respecto a los estudios de Triatominos que se han lievado a cabo en México destacan las
colectas de Triatominos realizadas principalmente por Mazzotti en 1936; Aguirre en 1947; Tay y col
en 1961,1967,1969,1980,1992; Biagi y col, 1964; Zavala y col en 1974; Galavez y Arredondo en
1992. (2

En un estudio efectuado en el afio de 1995 en 13 Estados se detectaron 27 nuevas localidades
con triatominos infectados y correspondieron a T. dimidiata, T. barber, T. pallidipennis, T.
phyllosoma, T. phyllosoma mazzotli y T. gerstaecken; en este ultimo estudio no fue incluido el
Estado de Puebla. (2)

El Estado donde se tiene el conocimiento mas amplio sobre la distribucion de los Triatominos es
Jalisco, en un estudio se capturaron y clasificaron 8 especies de Triaforninos que correspondieron
a las especies de T. barbarie, T. brailovskyi, T. dimidiata, T. longipennis, T. mazzotti, T.
pallidipennis, T. phyllosoma y T. picturata, la mayoria de los municipios estudiados fueron lugares
nuevos de ubicacion de las especies de Triafominos en este estado, la especie mas distribuida y
mas parasitada en los 51 municipios estudiados fue T. longipennis y solo en 27 de los municipio
estudiados fueron encontrados Triatominos infectados con T. cruzi. (23



Figura 3
Colectas de Triatominos efectuadas en la Repiblica mexicana, se observa las efectuadas en el
Estado de Puebla hasta 1995.
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En el estado de Puebla la presencia de estos vectores ha sido estudiada mas ampliamente por
Tay y col. en el sur del estado. (22) (Figura 3)

Aun asi, falta conocer mas sobre su distribucion en el resto del estado; en 1998 fueron capturados
ejemplares de T. barberi infectados con Trypanosoma cruzi, en la localidad de San Andrés
Mimihuapan en el Municipio de Molcaxac, que se localiza en el centro del estado y esta a una
altitud de 1,850 metros sobre el nivel del mar (24)

Con respecto a las especies de animales que sirven de reservorios en diferentes situaciones
ecolégicas, entre los animales domésticos, el perro y el gato son reservorios comunes e
importantes del parasito ya que conviven con las personas. En diversas ocasiones se ha
comprobado que la prevalecia de infeccion chagasica en estas especies en las areas endémicas
es superior a la del hombre. (4

En varias localidades de paises como Brasil y Argentina, mediante xenodiagnéstico se encontraron
tasas de infeccion de mas del 20% en perros y gatos, siendo la tasa mas alta en los gatos y se
podria explicar por las grandes poblaciones de ratones domésticos infectados adquiriendo la
infeccion por via oral al cazar y alimentarse de estos roedores. (25)
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Ademas, en Argentina se han confimado una alta prevalencia de anticuerpos contra
Trypanosoma cruzi en perros, empleando la técnica de ELISA. (26)

Otros animales domésticos también pueden actuar como reservorios, en un estudio serolégico
empleando la técnica HAI, en 34 localidades rurales de Chile se detectaron anticuerpos contra
Trypanosoma cruzien el 7.8% de 2,232 caprinos, 1.7% de 145 conejos y 4,8% de 120 ovinos. (2,4
En México ha sido confirmado que los roedores entre ellos las ratas y ratones, juegan un papel
importante en la persistencia de la infeccion por Trypanosoma cruzi, por o que pueden ser
reservorios importantes debido a su abundancia. @7

1.2.2 SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O
ENFERMEDAD DE CHAGAS.

El método seroldgico sélo indica la presencia de sustancias en la sangre capaces de reaccionar
con el parasito o sus componentes tales como los anticuerpos provocados por la infeccién, es
importante tomar dos aspectos fundamentales, el primero es, el grado de certeza de que una
reaccidn positiva signifique realmente la presencia de anticuerpos especificos contra Trypanosoma
cruziy el segundo es, si esa presencia debe constituir un criterio suficiente para el diagnéstico de
la enfermedad de Chagas, puesto que un resultado positivo ocasiona que los pacientes
experimenten serios problemas emocionales, a los que se asocia la idea de enfermedad incurable,
invalidez, riesgo de muerte repentina y que condiciona actitudes especiales, tanto por parte del
enfermo como de los que lo rodean, ya que la pérdida de productividad origina que sean excluidos
incluso del su trabajo, por lo que el grupo de estudios de serologia de la enfermedad de Chagas
patrocinado por la OPS, recomendé para el diagnéstico serolégico de la enfermedad de Chagas se
utilice mas de un procedimiento serolégico para evitar error en el diagnéstico. (28)

El dato fundamental en el diagnéstico de la trypanosomosis americana, en su fase cronica, es el
estudio serolégico, ya que es dificil la demostracion del parasito en circulacioén o en los tejidos. Por
lo que en México la confirmacién de caso se establece Unicamente con dos pruebas serolégicas
diferentes positivas y a la vez, ya se han establecido los criterios para la clasificaciéon de casos y
para el tratamiento de la trypanosomosis americana. (1) (Cuadro 1)

Una seria limitacion en el diagnéstico serolégico se relaciona con la estandarizacion de las
diferentes técnicas accesibles, y esto depende considerablemente de la calidad de los antigenos
usados para el inmunodiagndéstico. Los laboratorios del INDRE e Instituto Nacional de Cardiologia
en 1994, compararon sus técnicas de inmunodiagnéstico: IFl, HAl y ensayo inmunoenzimatico en
fase sélida ELISA, con cepas de Trypanosoma cruzi aisladas en México. La concordancia
interlaboratorios fue de 0.8 (indice Kappa) y la sensibilidad, especificidad y valor predictivo
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positivo y negativo de las pruebas, aseguran resultados confiables en el inmunodiagnéstico de la

enfermedad de Chagas. (29)

Cuadro 1
Criterios para la clasificacién de casos y tratamiento en Trypanosomosis americana
Parasitos Criterio Tratamiento
Cualquier Serologia Diagnéstico de
método 2 pruebas Sintomatologia caso Especifico Sintomatico
+ + + Agudo *
¥ N + Agudo *
- + + Agudo *
+ + - Indeterminado *
- + - Indeterminado * <12 afios
- + + Crénico * <15 afios *
- - + No caso

La transmision sanguinea es un mecanismo artificial que depende sobre todo de la situacion
social, epidemiolégica y mas directamente esta conectada con la calidad de los Sistema de
Servicios de Salud en las areas endémicas. (4)

El primer estudio para determinar anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en donadores de bancos
de sangre, se realiz6 en el afo de 1978 en el estado de Oaxaca, se estudié a 278 donadores
mercenarios, empleando las técnicas de HAI, HAD y la reaccion de fijacién de complemento de
Guerreiro y Machado, se obtuvo una prevalencia del 4.4%. En 1984 llamo la atencién los estudios
de Bayona en Puebla realizados en el HU UAP, que informé un 16.5% de seropositivos. (30)

En la dltima década los estudios realizados en México sobre los riesgo de la transmisién de
Trypanosoma. cruzi por transfusién sanguinea y los cuales hasta la fecha han sido publicados son
los siguientes: (Cuadro 2)

En el INC en México D.F. empleando técnicas de ELISA y Westem Blot se reportd una prevalencia
de 0.28% en 1,076 donadores. (30)

De 1991 a 1992 se estudiaron 3,419 muestras al azar de donadores de 12 localidades rurales y 8
hospitales urbanos del IMSS en el estado de Jalisco, utilizando la técnica de HAI se obtuvo una
prevalencia del 1.28%. (31)

De 1992 a 1993 se estudiaron 215 donadores en un banco de sangre de la SSA de Mérida,
Yucatan utilizando la técnica de IFl, se obtuvo una prevalencia del 5.6%, todos fueron del sexo
masculino y el riesgo de transmisidn por transfusion sanguinea se calculo empleando la formula de
Cerisola y este fluctio entre 5.6% y 68.3% dependiendo del nimero de transfusiones. (32
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En 1993 se colectaron 318 muestras de donadores en el banco de sangre del Hospital Regional

de Cuernavaca Morelos, se utilizo la prueba de ELISA (Hemagen Chagas’ Kit, Waltham, MA, USA)

se reportd una prevalencia del 17%, donde la prevalencia en donadores femeninos fue del 58.8%

y en donadores masculinos fue del 11.9%. (33)

Cuadro 2
Seroepidemiologia de la determinacién de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en

donadores de Bancos de Sangre

Tamaiio de
muestra Pruebas Prevalencia
Banco de sangre Afio donadores | serolégicas | Tipo de antigeno empleado %
Banco de sangre del Extracto crudo soluble de
Instituto Nacional de 1992 1,076 ELISA parasitos, de la cepa NINOA 0.28
Cardiologfa, México . WB
Bancos de sangre Cepa Argentina del Instituto
hospitales rurales y 1993 3419 HAI Mario Fatala Chaben 1.28
urbanos IMSS Estado
de Jalisco
Banco de Sangre de la Parasitos epimastigotes en
SSA de  Mérida, 1993 215 IFl medio de LIT 56
Yucatan
Hospital General SSA Comercial Whalthan M.A.
de Cuernavaca, 1993 318 ELISA USA. 17.0
Morelos
Centinela Nacional en Extracto crudo soluble de
bancos de sangre SSA| 1994- 64,969 HAI parasitos, de 15 cepas de 1.5
en 19 estados 1996 aislados mexicanos (de seres
humanos y vectores)
Banco de sangre del ELISA Extracto crudo soluble de
Instituto Nacional de 1998 3,300 IFt parasitos y epimastigotes de 0.3
Cardiologia, México WB la cepa NINOA
D.F.

A nivel Nacional de 1994 a 1996 se realizd una encuesta centinela de 18 bancos de sangre de la

Secretaria de Salud (19 Estados), se estudiaron las muestras de 64,969 candidatos a donador,

utilizando la técnica de HAI, se obtuvo una prevalencia del 1.5%. (6

En 1998 en el banco de sangre del INC en la Ciudad de México se estudiaron 3,300 muestras de

donadores, utilizando como prueba tamiz ELISA, se reportd una prevalencia del 0.3% y se observé

que los donadores seropositivos eran originarios de otros Estados del Pais

Ademas, se detecté el ADN del parasito en la fraccién de células rojas y plaquetas de las unidades

de sangre de estos donadores seropositivos. (34)

Con respecto a estudios en poblacién, para México Scholfield en 1985 calculdé 3,800,000 de

infectados, casi un millén mas que lo calculado por Velasco Castrejon. (7

11
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Se han realizado pequefias encuesta seroepidemiolégicas, pero mencionaremos las de los ultimos
quince aftlos: (Cuadro 3)

En las comunidades del Estado de Oaxaca en las cuales se ha reportado seroprevalencia a T.
cruzi se encuentran San Juan Chilateca con un 7.8% empleando técnica de HAI-BOYDEN y
antigeno de CDC de Atlanta Georgia. En Tlacochahuaya de Morelos, Santo Domingo de
Tomaltepec con un 6.40% y 21.1% respectivamente, empleando la técnica de HAl y en Miahuatlan
de Porfirio Diaz, empleando la misma técnica fue del 2.25%.(35)

En San Agustin Loxicha Oaxaca por medio de las técnicas de IFl y ELISA se detecté una
seroprevalencia del 29%, de ellos el 73% presentaron anormalidades en el ECG, la mas comun
fue el bloqueo incompleto de la rama derecha de Haz de His. (36)

En Santiago Yosotiche Oaxacas empieando la técnica de HAI, reportd una seroprevalencia del
25%. @37)

La Encuesta Nacional de Seroepidemiologia (ENSE) realizada en 1987, para la investigacién de la
trypanosomosis americana de como estaba distribuida en el pais, solamente pemitio ratificar los
focos de transmisién ya conocidos en los estados de Oaxaca, Chiapas y San Luis Potosi e
identificar algunos nuevos en los estados de Hidalgo, Chiapas y Veracruz. Al parecer la cobertura
de la ENSE no fue 6ptima, ya que la trypanosomosis americana es mas de las areas rurales, por lo
que se obtuvo una seroprevalencia Nacional empleando la técnica de HAI tamiz 1:8 del 1.6%, con
HAI 1:32 fue del 0.5% y con HAI 1:8 e IFI 1:32 fue del 0.2%. (18)

En Santo Domingo Tomaltepec y Tlacochahuaya Morelos en un grupo de 50 jovenes, se reportd
una prevalencia del 14% empleando la técnica de HAI; diez presentaron alteraciones
electrocardiograficas, como bloqueos incompletos de la rama derecha de Haz de His y 7 de ellos
fueron seropositivos al parasito. (38)

La encuesta realizada en 1988, por la Universidad de Guadalajara para medir la prevalencia de
anticuerpos en el suero de una muestra de poblaciéon de 13,274 habitantes en 124 Municipios del
estado, se reporté una prevalencia del 17.4%, empleando la técnica de HALI.. (39)

En 4 localidades del municipio de General Teran, Nuevo Leén empleando la técnica de HAIl se
reporté una prevalencia del 12.55% . (40

En la poblacién de Amoxochitl, Zacatecas se realizé un estudio seroepidemilégico usando las
técnicas de HAIl e IFl o por ELISA se reporté una prevalencia del 12.2% entre las dos primeras
técnicas y de un 6.06% por ELISA y en la comunidad de Francisco |. Madero, Zacatecas
empleando HAI e IF| se reporté una prevalencia del 7.89% y por ELISA 2.63%. (1)

En Palma Arriba Veracruz, empleando la técnica de IFl se reporté una prevalencia del 19.5%. 42)
En el Estado de Puebla, en la localidad de San Andrés Mimiahuapan en el Municipio de Molcaxac

se realiz6 un estudio seroepidemiol6gico empleando tres técnicas inmunolégicas HAI, IFl y ELISA.
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empleando antigeno autéctono y comercial para la deteccion de individuos positivos a anticuerpos

contra Trypanosoma cruzi, se obtuvo una seroprevalencia del 7.5% con el antigeno comercial y

del 10% con el antigeno autéctono. (24)

Cuadro 3
Seroepidemiologia de la determinacién de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en grupos
de poblacién efectuadas en comunidades de la Republica mexicana

Tamaiio
de Tipo de
Localidad muestra Pruebas antigeno Prevalencia
Estado Ao | habitantes | serolégicas empleado %
San Juan Chilantenca, Oaxaca 1984 128 7.80
Tiacochahuaya de Morelos, Oaxaca | 1984 125 6.40
Santo Domingo de Tomaltepec, 1984 379 HAIl de Boyden Cepas mexicanas 21.11
Oaxaca DEH-FM-UNAM
Miahutlan de Poffirio Diaz, Oaxaca 1984 578 225
Santiago Yosotiche ,Oaxaca 1985 308 HAI Cepas mexicanas
ELISA DEH-FM-UNAM 25.00
Encuesta Nacional HAI 1:8 Cepas mexicanas 1.6
seroepidemiolégica 1987 66,678 HAI 1:32 INDRE 0.5
{ENSE) para T.cruzi HAI1:8 e IF11:32 0.1
ENSE en el Estado de Puebla 1987 2,867 HAlL 1:8 0.3
HAl 1:32 Cepas mexicanas 0.0
HAl 1.8 e IF1 1:32 |INDRE 0.0
124 municipios del Estado de 1988 13,274 HAI Cepa argentina 17.4
Jalisco Instituto Mario
Fatala Chaben
Zona endémica Sto Domingo 1989 50 HAI Cepa Corpus 16.27
Tomaltepec y Tlacochayac, Oaxaca Christis del sur de
Zona no endémica México D.F. 50 HAI USA 0.0
4 localidades del Municipio Gral 1990 HAI Cepas mexicanas 12.55
Teran Nuevo Leén INDRE
Amoxochil, Zacatecas 1990 HAl e IFI Cepas mexicanas 12.2
ELISA INDRE 6.06
Francisco |. Madero, Zacatecas HAl e IFI Cepas mexicanas 7.89
1990 ELISA INDRE 263
Palma Arriba, Veracruz 1990 IFI Cepas mexicanas 19.5
INDRE
Zona endémica San Agustin 104 ELISA e IFI 20.0
Loxicha, Oaxaca 1993 Cepa Ninoa
Zona no endémica México D.F. 1,076 ELISA e IFI 0.0
Localidad de San Andrés HAI, IFIyELISA Cepa autdéctona a
Mimihuapan en el municipio de 1998 280 partir de (vector) 10.0
Molcaxac, Puebla
HAl, IFly ELISA | Cepa comercial 75
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1.2.3 DISPOSICIONES OFICIALES SOBRE LA TRYPANOSOMOSIS AMERICANA O
ENFERMEDAD DE CHAGAS

Con respecto a la legislacién sanitaria en México sobre la Trypanosomosis americana se tiene
contempiada en la Ley General de Salud, en el Titulo Octavo, Capitulo |, Articulo 134, Fraccién |y
VII. (43)

En la Norma Técnica de Emergencia NOM-EM- 001-SSA2-1999, para la vigilancia, prevenciéon y
control de enfermedades transmitidas por vector. (1)

La Organizacién Mundial de la Salud y la Secretaria de Salud de México, han creado programas
para el control de la enfermedad de Chagas: (44-47)

. Informacién basica sobre la Trypanosomosis americana.

. Del parasito

. Los vectores

A

B

C

D. Reservorios animales
E. Epidemiologia:

F. Estrategias de prevencién y control (resuitados del programa y desarrollo del programa)
G. Desarrollo de recursos humanos

H

. Investigacion:

Aun asi en México es necesario un apoyo continuo por parte de las autoridades de salud y una
vinculacién con los académicos para enriquecer el conocimiento de la Trypanosomosis americana
en el pais, para poder proponer programas eficaces de control y lo mas importante asegurar que
México no permanezca sé6lo como un pais endémico en el presente siglo. Ya que en el contexto
de la globalizaciéon, México no estuvo presente en Belice en 1997 en la promocién hecha por los
paises centroamericanos, cuyas metas primordiales de sus programas fueron evitar la transmision
vectorial y por transfusion sanguinea de la trypanosomosis americana, asi como, cuando estos
programas fueron evaluados en el mes de Octubre del 2000 en la ciudad de San Salvador. (48)

14
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2. EL MUNICIPIO DE PALMAR DE BRAVO EN EL ESTADO DE PUEBLA.

2.1 Aspectos fisicos y geograficos

El Municipio de Palmar de Bravo se localiza en la parte centro-este del Estado de Puebla, sus
coordenadas geograficas son paralelos 18° 45’ 36" y 18° 55’ 06” latitud norte y meridianos 97° 22’
54" y 97° 40’ 00” de longitud oeste, extensién 341.8 Km. cuadrados, su altitud entre a 2,180 a
2,500 metros sobre el nivel del mar y tiene un clima semi seco templado y sub humedo templado,
temperatura media de 12 a 18 °C; pertenece a dos regiones morfoldgicas, la sierra de Soltepec y
los llanos de San Andrés; su flora es de matorral desértico rosetéfilo, principalmente matorral
crascicaulo y bosque de tascate. (Figura 3

2.2 Demografia

El Municipio esta integrado por 37 localidades, 2 tienen mas de 5,000 habitantes, 8 con mas de
500, 12 con mas de 100 y 16 con menos de 100 habitantes, existe dispersién entre las menos
pobladas, con la consecuente dificultad en el otorgamiento de servicios publicos incluyendo los
servicios de salud.

Tiene una poblacién calculada en el afio 2000 de 36,286 habitantes, la poblacién en edad
productiva es de 18,111 y la poblacién del sexo femenino en edad fértil es de 7,855, tiene una
media étarea de 17.8 afios, es decir la mitad de la poblacién del Municipio es menor de edad ya
que su indice de dependencia es de 0.77. Tasa de crecimiento anual del 2.67%, tasa de natalidad
del 30.30 por 1,000 habitantes y tasa de fecundidad de 131.69 por 1,000 habitantes.

2.3 Servicios publicos

La fuentes de abasto de agua potable son pozos y 17 localidades de mas de 100 habitantes
cuentan con un 70 a 100% de cobertura de agua potable, sélo 4 localidades cuentan con obras de
drenaje, la cobertura de alumbrado publico y pavimentacién en la mayoria de sus zonas urbanas
es muy deficiente, cuenta con 2 mercados publicos, 3 panteones y solo jardines en los zécalos de
algunas localidades

2.4 Caracteristicas de construccion y saneamiento de las viviendas particulares

Con respecto a las caracteristicas de construccidn de las viviendas, en el 61.89% los techos estan
construidos con materiales ligeros (laminas, teja, palma o madera) y el 38.10% de concreto.

En el 79.49% de las viviendas el material predominante en las paredes es block o ladrilio, pero la
mayoria de las paredes al interior de las viviendas estan sin algin recubrimiento, el 9.10% son de
adobe y el 11.41% de lamina, madera, palma o piedra.
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Con respecto al tipo de piso en las viviendas el 42.6% de las viviendas es de tierra y el 57.4% de
firme o loseta.
Con respecto al saneamiento de las viviendas particulares la eliminaciéon de excretas el 18.5%
tienen drenaje conectado a un recolector publico, el 68.15% cuentan con fosa séptica o con letrina
y en 13.8% las elimina a ras de suelo
La eliminacién de desechos sélidos en el 1.8% por la red publica, el 61.9% los incinera o entierray
el 36.15% en basureros a cielo abierto.
Los habitantes por vivienda en promedio es del 5.7 miembros de familia.
El 52.96% de las viviendas cuentan con 1 a 2 cuartos y el 46.24% tiene mas de 3 cuartos
El 563.7% de las viviendas cuentan con la cocina dentro de alguno de los dormitorios

2.5 Grado de escolaridad de poblacion en edad productiva

El grado de escolaridad en la poblacidén de mas de 15 afios, el 29.4% son analfabetas, el 29.25 %
tienen primaria completa, el 8.97 % tienen secundaria completa, el 2.12 % tiene otro tipo de
estudios y el 30.26% tienen la primaria o secundaria incompleta.

2.6 Economia

2.6.1 Sector agropecuario

El Municipio por sus caracteristicas geograficas de orografia, clima y edafologia, se ve favorecido
en las actividades agropecuarias ya que se cultivan y cosechan 23 productos agricolas diferentes,
se crian diferentes especies de ganado principalmente porcinos y caprinos y se cuenta con
productos pecuarios, una lata produccién de huevo; por lo que la produccién de alimentos no se ve
limitada, pero no asi la distribucién y comercio de esos productos agropecuarios hacia dentro del
mismo Municipio, lo cual tiene repercusiones en la nutricién y en la economia familiar.

2.6.2 Ocupacién y percepciones econdmicas de la poblacién en edad productiva

De la poblacién econémicamente activa el 78.66% trabaja en el sector primario de la produccién, el
8.39% en el sector secundario y el 12.98% en el sector terciario. Por lo que la mayoria depende de
la produccién de las cosechas de las tierras de temporal que son el 74.97% del total de las tierras
de labor.

Los salarios que percibe la poblacién econdmicamente activa, salario bajo (menos de un salario
minimo) en el 49.69%, salario medio (menos de 2 salarios minimos) en el 23.69% y salario alto
(mas de 2 salarios minimos) en el 2.11%, por lo que a la mayoria no les es posible cubrir sus
propias necesidades ni la de su familia con repercusiones en su salud
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2.6.3 Grado de marginalidad del municipio de Palmar de Bravo

La poblacién en pobreza en el Municipio es del 74.1%. El Municipio tiene un grado de
marginalidad alta, ya que el 19% de sus localidades tienen un grado de marginalidad media, el
46% como altay el 35% como muy alta

Debido al grado de marginalidad del Municipio, la SEDESOL en Octubre de 1999 implementa el
programa PROGRESA beneficiando a 2,656 familias en 28 localidades, aproximadamente al
43.91% del total de la poblacién

2.7 Recursos para la salud

Cuenta con un hospital integral de segundo nivel en la localidad de Cuacnopalan, 3 unidades de
salud y 16 casa de salud de la SSA y la UMF 38 del IMSS, ademas se cuenta con de 4 salas de
expulsién, 5 salas o areas de hidratacién oral, 4 unidades dentales; 5 unidades de red friay 4
radios de comunicacién. Los recursos humanos con los que se cuenta son 9 médicos, 7
enfermeras, 5 odontélogos y 16 auxiliares de salud. Se llevan a cabo en el Municipio por los
trabajadores de la salud programas sustantivos, programas de lineas estratégicas y un programa
de politicas y estrategias de salud el PABASS.

2.8 Priorizacién de los problemas de salud del Municipio de Paimar de Bravo

Por un analisis de priorizacién utilizando datos de la mortalidad del Municipio de 1994 a 1998 por
el método de Hanlon y el de Hanlon modificado por Julio Frenk, los cuales ordena los problemas
de salud de acuerdo a su magnitud, factibilidad, vulnerabilidad y trascendencia segun el grupo de
edad que ocurra la defuncién, asi Hanlon considera trascendente las muertes que ocurren en
menores de 15 anos y Julio Frenk considera trascendentes las muertes que ocurren en edad
productiva ya que tiene repercusién socioecondémica entre los pobladores.

Se puede considerar a la neumonia e influenza, a las enfermedades infecciosas intestinales, a las
deficiencias de nutricién como los principales problemas de salud publica del Municipio ya que por
ambos métodos estan dentro de los 5 primeros lugares, ademas de las afecciones en el periodo
perinatal, las infecciones respiratorias agudas, la cirrosis y enfermedades cronicas del higado y los
accidentes. (49) (Cuadro 4y 5)

Por su magnitud las muertes por enfermedades del corazén ocupan el 5° lugar en el Municipio,
después de neumonia e influenza, afecciones del periodo perinatal, cirrosis y deficiencias de la

nutricién. (Cuadro 6)
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i Cuadro 4
Indice de priorizacion de los problemas de salud del Municipio de Paimar de
Bravo en los afios de 1994 a 1998 (Método de Hanlon)

Magnitud | Trascen- |Factibilida | Vuinera indice
dencia d bilidad | Priorizacién | Lugar
CAUSA
Neumonia, influenza 5 4 4 4 17 1
Enfermedades inf. intestinales 2 4 5 4 16 2
Infeccion respiratoria aguda 1 5 5 4 15 3
Afecciones en periodo perinatal 4 5 4 1 14 4
Deficiencias de la nutricién 3 3 4 4 14 5

Fuente: Sistema Epidemiolégico y Estadistico de Defunciones Jurisdiccion sanitaria No. 9 Tepexi de Rodriguez SSA

Cuadro 5
indice de priorizacién de los problemas de salud del Municipio de Palmar de Bravo
en los afios de 1994 a 1998 (Método Hanlon modificado por Julio Frenk)

Magnitud | Trascend | Factibilida |Vulnera| Indice de
CAUSA encia d bilidad | priorizaciéon | Lugar
Neumonia e influenza 5 3 4 4 16 1
Enfermedades infe. intestinales 2 3 5 4 14 2
Deficiencias de la nutricion 3 2 4 4 13 3
Accidentes 2 5 3 3 13 4
Infecciosas respiratorias agudas 1 3 5 4 13 5

Fuente: Sistema Epidemiolégico y Estadistico de Defunciones Jurisdiccién sanitaria No. 9 Tepexi de Rodriguez

SSA Puebla.

Cuadro 6
Priorizacion de los problemas de salud en funcién de su magnitud en el Municipio
de Palmar de Bravo en los afios de 1994 a 1998.

Frecuencia Valor
CAUSA Casos relativa Ponderado Lugar
Neumonia e influenza 115 15.45 5 1
Afecciones del periodo perinatal 85 11.40 4 2
Cirrosis, enf. crénicasdelhigado | 83 | 1115 | 4 3
Deficiencias de la nutricién 65 8.72 3 4
Enfermedades del corazén 62 8.32 3 5

Fuente: Sistema Epidemioldgico y Estadistico de Defunciones Jurisdiccion Sanitaria No. 9 Tepexi de Rodriguez

SSA, Puebla.
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2.9 Evaluacién de la efectividad de los principales programas de salud en funcién de la

morbilidad y mortalidad

Se realizo la evaluacién de la efectividad de los principales programas de salud en el Municipio de

Palmar de Bravo donde fueron aplicados por los trabajadores de la salud y se evaluaron en funcién

de la morbilidad y mortalidad presentada en los afios de 1994 a 1998.
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2.9.1 Programa de enfermedades diarreicas agudas: Es un programa que tiene varios afios
operando con logros importantes, pero no asi en poblacién infantil (menores de 1 afio) ya que es
la 6ta causa de mortalidad en este grupo étareo y entre el grupo de preescolares ( 1 a 4 afos)
ocupa el 1ro lugar.

2.9.2 Programa de enfermedades respiratorias agudas y sus complicaciones: Las infecciones
respiratorias agudas y sus complicaciones son la primera causa de morbilidad y de mortalidad
entre los pobladores del Municipio, principalmente en la mortalidad en el grupo étareo de menores
de 5 afos y en el de edad post productiva, ademas se ha observando en los ultimos afos un
alarmante incremento en la morbilidad en el grupo étareo de edad productiva.

2.9.3 Programa de nutricion: La mortalidad por deficiencia de la nutricién ocupa el 4to lugar en el
grupo étareo de infantes (menores de 1 afio), el 3er lugar en el grupo de preescolares (1 a 4 afos)
y el 3er lugar en el grupo en edad post productiva.

2.9.4 Programa de atencion del recién nacido: Las afecciones originadas en el periodo perinatal
son la principal causa de muerte entre el grupo étareo infantil (menos de 1 afios)

2.9.5 Programa de enfermedades transmitidas por vectores: Paludismo, dengue, alacranismo,
y enfermedad de Chagas, no fue posible evaluar su efectividad, ya que se requiere de informacién
sobre su impacto en la morbilidad y mortalidad de los pobladores del Municipic y no existen
reportes de casos o defunciones en los afios estudiados de 1994 a 1998 por lo que el Municipio de
Palmar de Bravo no esta considerado como zona endémica de alguna de estas enfermedades
transmitidas por vectores.

20



21

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La trypanosomosis americana o enfermedad de Chagas se sabe que es un padecimiento que
ocurre mas frecuentemente en el medio rural donde los factores bidticos y abidticos favorecen su
transmisién a través del ciclo silvestre y mas frecuentemente por el ciclo doméstico de la
enfermedad. (4

En algunos estados de la Republica Mexicana, entre ellos el estado de Puebla poco se conoce
sobre la presencia y distribucién de los vectores ( Tnatominos) y de los reservorios animales
domésticos y silvestres, mas aun sobre la prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi
en poblacién humana del medio rural y de los factores que son riesgo para adquirirla.

El Municipio de Palmar de Bravo esta clasificado como de un alto grado de marginalidad y sus
principales problemas de salud son padecimientos de tipo social. 49) Ademas existe el reporte de
la presencia de Trnatominos cercanos a esta region y de reservorios silvestres infectados con el
parasito Trypanosoma cruzi. (22,24

Por lo que considero que se pueden estudiar la prevalecia de anticuerpos séricos contra
Trypanosoma cruzi en humanos, asi como identificar y relacionar los factores bidticos y abiéticos
gue la determinan en este Municipio.

3.1 PREGUNTA CIENTIFICA

¢La prevalencia de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en personas en edad productiva
esta determinada por los factores bibticos y abidticos existentes en el Municipio de Palmar de

Bravo?

4178
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar y relacionar la prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en personas en

edad productiva con los factores bidticos y abiéticos que la determinan en el Municipio de Palmar

de Bravo, Puebla.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.21

4.2.2

4.23

4.24

4.2,5

Determinar la prevalencia de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en personas en
edad productiva (15 — 65 afos) del Municipio de Palmar de Bravo, con las técnicas de
ELISA, HAI, IFl y Westem Blot.

Aislar al parasito por hemocultivo en medio de LIT o bien detectar el ADN del parasito por
PCR en personas voluntarias detectadas como chagésico indeterminado.

Identificar y clasificar a los Trniatominos capturados en viviendas habitadas y en sitio peri
domésticos de estas viviendas, en las localidades del Municipio de Palmar de Bravo.
Determinar la prevalencia de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en reservorios
domeésticos Canis familianis.

Relacionar la prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en personas en edad
productiva con los factores biéticos y abi6ticos del Municipio de Palmar de Bravo.
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5. METODOLOGIA

5.1.

DISENO DE ESTUDIO:

Basandose en los objetivos, dependiendo de los recursos disponibles y con respecto a las

caracteristicas del problema, el estudio se clasifica como:

OBSERVACIONAL, TRANSVERSAL, DESCRIPTIVO Y PROSPECTIVO.

5.1.1

5.1.2

513

5.1.4

5.2

5.21

5.2.2

5.23

OBSERVACIONAL: No se modificara ninguno de los factores condicionantes durante el
estudio.

DESCRIPTIVO: Describira los factores bibticos y abiéticos que influyen en la prevalencia
de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en las personas en edad productiva del
Municipio de Palmar de Bravo, Puebla.

TRANSVERSAL.: Permite una imagen en un punto especifico de tiempo, de la magnitud de
la prevalencia de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en las personas en edad
productiva del Municipio de Palmar de Bravo, Puebia.

PROSPECTIVO: Se registrara la informacién de las variables a investigar, segun vaya

ocurriendo el estudio

UBICACION ESPACIO TEMPORAL

En el presente trabajo las platicas sobre la enfermedad de Chagas, la aplicacién del
cuestionario epidemiolégico y la toma de muestras sanguineas se efectuara en los 4
Centros de Salud de la SSA ubicados en las localidades de Palmar de Bravo,
Cuacnopalan, San Miguel Xaltepec y Cuesia Blanca y en las 10 casas de salud que se
encuentren bajo la influencia de cada uno de los centros de salud , asi como en la UMF 38
del IMSS en la cabecera Municipal.

La separacién de suero de ias muestras sanguineas y su almacenamiento se lievara a
cabo en el laboratorio de parasitologia del Centro de Investigacién Biomédica de Oriente
del IMSS. Puebla, Pue.

La determinacién de la prevalencia de anticuerpos contra 7. cruzi empleando las técnicas
inmunoenzimatica (ELISA-INC) como prueba tamiz y las pruebas confirmatorias
inmunofluorescencia indirecta (IFI-INC) y Western Blot (WB-INC); para aisiar al parasito
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por hemocultivos en medio de LIT y la deteccién del ADN del parasito en los hemocultivos
por el método de la replicacién en cadena de ADN polimerasa PCR se realizaran en el
laboratorio de inmunoparasitologia del Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio Chavez
México D.F.

5.2.4 La determinacion de la prevalencia especifica de anticuerpos contra T. cruzi empleando
las técnicas hemaglutinacién indirecta (HAI-INDRE 1:8) Y (HAI-InDRE semi cuantitativo) y
las pruebas confirmativas IFI-InDRE e ELISA-INDRE se realizara en el laboratorio de
Chagas del departamento de Parasitologia del Instituto de Referencia Epidemiolégica Dr.
Manuel Martinez Baez, México D.F.

5.2.5 La clasificacion de los Triatominos capturados en viviendas vy sitios peri domésticos, se
efectuara en el laboratorio de Parasitologia y Entomologia Escuela de Biologia de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla BUAP.

5.2.6 La determinacién de anticuerpos séricos anti-T. cruzi en Canis familianis con la técnica HAI-
INDRE, se efectuara en el Laboratorio de Banco de Sangre del HE del CMN MACI IMSS

5.2.7 La relacién de la prevalencia de anticuerpos contra 7. cruzi y de los factores biéticos y
abibticos se realizd con: los resultados de la encuesta epidemioldgica, el resultado de la
prevalencia de anticuerpos contra T. Cruzi, con la clasificacién e identificaciéon de los
Triatominos infectados con T. cruzi empleando el programa estadistico epiinfo 5

5.3 MARCO MUESTRAL

5.3.1 De las localidades

5.3.1.1 Definicién de la muestra: muestreo aleatorio.

5.3.1.2 Criterios de inclusién: localidades de mas de 100 habitantes del Municipio de Palmar de
Bravo en el Estado de Puebla.

5.3.1.3 Criterios de exclusion: Localidades que no pertenecen al Municipio de Palmar de Bravo en
el Estado de Puebla.

5.3.2 De las viviendas

5.3.3 Definicion de ia muestra: muestreo aleatorio de sustitucion.

5.3.3.1 Criterios de inclusiéon: Viviendas de las localidades donde hubo participacién de personas
voluntarias y estas pemmitieron la captura de los triatominos

5.3.3.2 Criterios de exclusion: Viviendas de las demas localidades donde no hubo participacion de
personas voluntarias.
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5.3.3 De las personas

5.3.3.1 Definicién de la muestra: muestreo aleatorio

5.3.3.2 Criterios de inclusién: Personas en edad productiva de sexo femenino y masculino que
voluntariamente deseen participar como parte del estudio y que tengan mas de 10 afios de
radicar en el Municipio de Palmar de Bravo, Puebla

5.3.3.3 Criterios de exclusién. Personas que no pertenecen al grupo de edad productiva sexo
femenino y masculino y que tengan menos de 10 afios de radicar en el Municipio de
Palmar de Bravo, Puebla.

Tamaro de muestra de acuerdo con la siguiente formula:
N z* pq

n= = 380 personas en edad productiva
d® (N-1) + 2 pq

N = Poblacidn total de las 37 localidades del Municipio de Palmar de Bravo, Puebla.
z = 1.96 valor de confianza al 95%

d = error maximo permitido = 0.05

p = proporcion de la poblacién en edad productiva 18,111/ 35,870 = 0.504
g=1-p =1-.504 = 496

n = tamafo de muestra = 380

5.3.4. De los Triatominos

5.3.4.1 Definiciéon de la muestra: muestreo aleatorio

5.3.4.2 Criterios de inclusién: Triatominos capturados en las viviendas y entorno peri doméstico
de las localidades del Municipio de Palmar de Bravo.

5.3.4.3 Criterios de exclusién: Tnatominos capturados en localidades que no pertenezcan al
Municipio de Palmar de Bravo, Puebla.

5.3.5 De los Canis familiaris

5.3.5.1 Definicién de la muestra: muestreo aleatorio

5.3.6.2 Criterios de inclusién perros domésticos de las localidades de mas de 100 habitantes del
Municipio de Palmar de Bravo, Puebla.

5.3.5.3 Criterios de exclusién: perros callejeros 0 que no pertenezcan al Municipio de Paimar de
Bravo, Puebla.
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§.4 CARACTERIZACION DE LAS VARIABLES (anec2)

§.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
§.5.1 Encuesta clinico epidemiolégica

5.5.1.1 Seleccién del Municipio

El Municipio de Palmar de Bravo se seleccioné debido a que su Presidente Municipal solicité a la
Universidad Popular del Estado de Puebla un Diagnéstico de Salud del Municipio, un Plan de
Salud para el Municipio y un Proyecto de Salud que fuera trascendente para los pobladores del
Municipio de Palmar de Bravo.

5.5.1.2 Sensibilizacién de la poblacién

Se solicitara la colaboracién de los médicos responsables de las 4 unidades de salud de la SSA
que se localizan en las localidades de Cuesta Blanca, San Miguel Xaltepec, Cuacnopalany en la
cabecera municipal Palmar de Bravo y del médico a cargo de la UMF 38 del IMSS, con los cuales
se planeara la estrategia a seguir para reunir personas de las localidades que estan bajo la
influencia de cada una de las 4 unidades, en primer lugar se daran platicas sobre la enfermedad
de Chagas a los auxiliares de salud, que posteriormente se encargaran de reunir a las personas en
las casas de salud que estan a su cargo,

Las platicas sobre la enfermedad de Chagas tendran varios objetivo, entre ellos, que las personas
conozcan ¢ Qué es la enfermedad de Chagas?, ¢ Quién la causa?, ¢Quién la transmite?, ¢ Como
se transmite?, ¢ Cudles son sus consecuentes manifestaciones clinicas?

Se empleara la técnica de exposicidn con material visual como laminas y ejemplares de
Triatominos procurando usar un lenguaje comprensible para este grupo de personas en su
mayoria con deficiente instruccién o analfabetas.

A las personas que sean caso indeterminado se les localizara, para que accedan a proseguiren el
estudio con su autorizacion (anexo 3), estas personas se les extraera muestra de sangre pare realizar
un hemocultivo y la prueba de PCR, asi como, un electrocardiograma; ademas se les practicara un
electrocardiograma a un grupo de personas que fueron negativas anticuerpos contra T. cruzi

relacionadas en edad y sexo con las personas que fueron casos indeterminados.
5.5.1.3 Aplicacién del cuestionario epidemiolégico

A las personas voluntarias con el fin de obtener sus datos personales, habitos y las caracteristicas
de sus viviendas, entre otras preguntas se les aplicara un cuestionario. (anexo 4)
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5.5.1.4 Toma de muestra sanguinea:

A las personas que aceptaron voluntariamente participar en el estudio, se les indicara que
deberan estar em ayuna, para la extraccion de la muestra de sangre se utilizara el sistema
Vacutainer empleando tubos sin anticoagulante, los cuales seran centrifugados para la
recuperacion de 1a fase sérica y ésta sera dividida en 5 alicuotas guardadas en tubos plasticos de
fondo cénico de 1.5 mly se mantendran a -20 ° C hasta su uso.

5.5.2 Técnicas para la determinacién de anticuerpos contra T. cruzi

5.5.2.1 Obtencién de Antigeno extracto crudo soluble de 7. cruzi para (ELISA-INC)

Se obtiene antigeno (extracto crudo soluble) a partir de un cultivo masivo de parasitos 7. Cruzi de
la cepa NINOA en medio de cultivo liquido LIT o en medio de cuitivo bifasico de BHI enriquecidos
con suero fetal bovino desactivado al 10% en PBS 0.01M.

Se cosechan los parasitos, centrifugando el medio de cultivo liquido en alicuotas a 4,000 rpm se
desecho el sobrenadante y el decantado se lavé 3 veces con solucién PBS 0.01M a 3,000 rpm
cada vez, Al decantado ya lavado se le adiciono igual volumen de solucién de PBS 0.01M y se le
adiciona inhibidores de proteasas como EDTA de 0.5 — 2.0 mM/ml; Pepstatin 1 ug/ml; PMSF de 20
a 100 pg/mi; TLC 50 mg/ml; Aprotinin de 0.1 a 2.0 pg/mi

Después el decantado fue sonicado 5 veces por 10 segundos a 100 W en un sonicador Braunsonic
1510 de B. Braun Melsungen AG, después se centrifugo a 13,000 rpm durante 20 minutos y al
sobrenadante que se obtuvo, fue congelado a —70 °C hasta su uso. Se obtuvo la concentracion de
proteinas del (antigeno extracto crudo soluble) empleando el método de Lowry.

5.5.2.2 Obtencién de antigeno parasitos de T. cruzi para (IFI-INC)

Se obtiene antigeno (suspensién de parasitos) a partir de un cultivo masivo de parasitos T. Cruzi
de la cepa NINOA en medio de cultivo liquido LIT o en medio de cultivo bifasico de BHI
enriquecidos con suero fetal bovino desactivado al 10% en PBS 0.01M.

Se cosechan los parasitos, centrifugando el medio de cultivo liquido en alicuotas a 4,000 rpm se
desecho el sobrenadante y el decantado se lavé 3 veces con solucién PBS 0.01M a 3,000 rpm
cada vez, a la masa de parasitos ya lavado se le adiciono un volumen de solucién de PBS 0.01M
para asi obtener una suspension de parasitos completos con 25 a 30 células por campo de
microscopio de 400X.

5.5.2.3 Determinacién de proteinas en el extracto crudo soluble de T. cruzi por el método de
Lowry.

27



28

Reactivos:

Solucién A se prepara afadiendo:1ml de solucién de Tartrato de Sodio y Potasio al 2%,

1mi de solucién de CuSO4 al 1% y 100 mi de solucién de Na2COs al 2% en NaOH 0.1N
Solucién B se prepara con: Reactivo de Folin (Ciocateu’s phenol reagent 2.0 N) en dilucién 1.2
con agua destilada.

Técnica para la curva de calibracién.

1. A cada uno de los tubos que contienen solucién stock de albumina o de agua destilada en
las cantidades de (0.0 a 1.0 mi) se les adiciona 3 ml de solucién A, se mezclan y se dejan
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

2. Después a cada tubo se les adiciona 0.3 mi de solucién B y se dejan incubar a temperatura
ambiente por 30 minutos.

Numerc |[Ml de soluciéon stock de| Mideagua | Mide solucion | Ml de solucién
de tubo alblimina 0.1 mg /ml destilada A B
1 0.0 (00ug/mi) 1.0 30 03
2 0.2 (20pg/ml) 08 30 03
3 0.4 (40ug/ml) 0.6 3.0 03
4 0.6 (60ug/ml) 0.4 3.0 03
5 0.8 (80ug/ml) 0.2 30 03
6 1.0 (100ul/ml) 0.0 3.0 0.3
3. Realizar todo lo anterior por duplicado
4. Leera 750 nm
5. Graficar la curva de calibracién
6. Al problema ( antigeno de T. Cruzi ) se diluye 1:50 y 1:100 y se trabaja en igual forma, se
escoge aiguna de las diluciones de los 6 tubos empleados para realizar la curva de
calibracién.
7 Calculos:

Resultado del problema se obtiene de la grafica de la curva de calibracién, asi se obtuvo
(37 ug/mi de proteinas en la dilucion del antigeno 1:50 ) en 600ul de antigeno (0.6 ml de problema
+ 0.4 agua), por lo que en 1,000ul de antigeno habra 61.66ug de proteinas y esto por 50 (dilucién
1:50) = 3,083.33 ng de proteinas /1,000 ul de antigeno = 3.08 pg de proteinas/ 1ul de antigeno.

5.5.2.4 Determinacién de anticuerpos contra T. cruzi por la técnica inmunoenzimatica en
medio sélido (ELISA-INC).
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Reactivos, material y equipo:

SHEEY

ado anti IgG humana (chivo) - peroxidasa
control positivo y negativo

Buffer de Carbonatos 0.01M a pH 9.6
PBS Tween al 0.05%

Albumina al 1% en PBS tween

Buffer Citrato — Fosfato 0.1M a pH 5.0
Solucién de revelado

Micropipetas de 1uL y de 40 a 200 uL (multiple)

Puntas para micropipetas

Microplacas con fondo en u
Lector de ELISA
Técnica:

a) Sensibilizacién de la microplaca con el antigeno de T. cruzi

1.

La técnica requiere de 1 pg de proteina en 200 pl Buffer de Carbonatos 0.01M pH 9.6 por
pozo para sensibilizar los pozos de la microplaca, si la concentracion fue de 3.08 ug de
proteina /ul de antigeno, se requerird de 0.32 ul de antigeno que contienen 1.0 pg de
proteinas por pozo, por lo que para 100 pozos se requiere de 32 ul de antigeno + 20,000
ulL de Buffer de Carbonatos 0.01M

Se agregan 200 pl de la solucién Antigeno — Buffer de Carbonatos 0.01M pH 9.6, a cada
uno de los pozos, se cubre la microplaca y se deja a incubacién a 37 °C durante 20
minutos.

Se lavan cada uno de los pozos de la microplaca 5 veces y cada vez con 200 ul de solucidon
de tween 0.05% en PBS 0.01M.

Bloquear con 200 ul de albumina al 1% en solucién de tween 0.05% en PBS 0.1M a cada
uno de los pozos, incubando a 37 °C durante 5 minutos.

Se lavan cada uno de los pozos de la microplaca 5 veces y cada vez con 200 pl de solucién
de PBS tween 0.05%.

b) Determinacién de anticuerpos contra T. cruzi

6.

Se agregan 200 ul de buffer PBS tween 0.05% en PBS a cada pozo y 1 ul de muestra

problema o bien control negativo o control positivo, a los pozos que se emplean como
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blancos, solo se les adiciona el buffer PBS tween 0.05%, se cubre la microplaca con mica
adhesiva y se incuba a 37 °C por 30 minutos.

7. Se lavan cada uno de los pozos de la microplaca 5 veces y cada vez con 200 ul de solucion
de PBS tween 0.05%.

8. Se agregan 200 ul de conjugado anti IgG humana- peroxidasa de Calbiochem diluido 1:
25,000 en solucién de albumina al 1% PBS tween 0.05% a cada uno de los pozos y se deja
incubar la microplaca a 37 °C durante 5 minutos.

9. Se lavan cada uno de los pozos de la placa 5 veces y cada vez con 200 ul de solucién de
PBS tween 0.05%.

10. Se agregan 200 pl de solucion de revelado a cada uno de los pozos; se deja la solucion de
revelando durante 10 minutos.

11. Se para la reacciéon de revelado agregando 50 ul de acido sulfurico 2.5N a cada uno de los
pozos

12. Se introduce la microplaca en el Microplate reader Modelo 550 de BIO-RAD para obtener
lecturas en densidad dptica.

13. Se obtiene el valor de corte sumando la media de las lecturas obtenidas + 5(desviacion
estandar) = valor de corte.

14. Interpretacion, los valores que queden por abajo del valor de corte se consideran negativos
y los valores que queden arriba del valor de corte se consideran como positivos a
anticuerpos contra T. Cruzi. Los valores que se encuentran + o - .10 de densidad éptica

del valor de corte se repiten, asi como los valores positivos francos.

5.5.2.5 Determinacién de anticuerpos contra 7. cruzi. por la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFIINC).

Reactivos, material y equipo

Conjugado anti IgG humana (Chivo) — fluoresceina
Buffer PBS 0.01M

Portaobjetos y cubreobjetos

Micropipetas de 1ul, 40 2200 plL

Puntas para micropipetas

Microscopio de fluorescencia

Técnica:

a) Preparacion de los portaobjetos con el antigeno
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Se lava 3 veces una alicuota de parasitos T. Cruzi obtenidos por cultivo en medio de LIT
con buffer PBS 0.01M.

Se coloca sobre el portaobjetos marcados previamente con 2 circulos y dentro de los
circulos una gota de suspensién de parasitos (aproximadamente de 25 a 30 en campo
400X) y se guardan los portaobjetos en congelacién a —20 °C.

Al hacer uso de estos portaobjetos con la suspensién de parasitos es importante no dejar

que se sequen al aire.

b) Deteccién de anticuerpos contra T. Cruzi

10.

Colocar sobre y dentro del circulo que contiene la suspensién de parasitos 50 ul de una
dilucién 1:64 de la muestra problema o bien del control positivo o del control negativo y
para el blanco solo se coloca buffer PBS 0.01N. Dejar incubar los portaobjetos dentro de
una camara humedecida y a temperatura ambiente durante 30 minutos

Introducir los portaobjetos previamente escurridos en vasos de Coplin y lavarios 3 veces
por agitacién durante 5 minutos cada vez con buffer PBS 0.01M.

Colocar sobre y dentro del circulo que contiene la suspensiéon de parasitos y que
previamente fue incubada con la muestra problema o bien con el control positivo o el
negativo, 50 ul del conjugado anti IgG humana - fluoresceina diluido 1:120 en azul de
Evans al 1%. Dejar incubar los portaobjetos dentro de una cadmara humedecida y a
temperatura ambiente durante 30 minutos

Introducir los portaobjetos previamente escurridos en vasos de Coplin y lavarlos 3 veces
por agitacion durante 5 minutos cada vez con buffer PBS 0.01M.

Colocar sobre el circulo marcado en el portaobjetos resina y colocar un cubreobjetos.
Hacer lecturas en Microscopio de fluorescencia

Interpretacion observacién de fluorescencia (+,++ o +++) se da como deteccion positiva de
anticuerpos contra T. cruzi.

5.5.2.6 Obtencién de antigeno para (HAIInDRE)

A partir de epimastigotos de 15 aislamientos de parasitos realizados en México 8 de seres

humanos y del vector, cultivados en medio de triptosa de infusién de higado (LIT) y cosechados en

fase exponencial de crecimiento, el extracto proteinico se mezclé con eritrocitos de pollo tratados

previamente con acido tanico.
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5.5.2.7 Determinacién de anticuerpos contra T. cruzi por el método de Hemaglutinacién
Indirecta (HAIHNDRE 1:8)

Mica adherible

Reactivos, material y equipo

PBS (solucién salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2)

Glébulos rojos de polio sensibilizados (antigeno)

Suero control positivo y negativo

Placas para microtitulacién fondo en U

Micropipetas para medir volumenes de 44 ul, 25 ulL, 3uL y6 pL

Puntas para micropipetas

Técnica

o o s 0N

. Colocar 22 ulL del diluyente PBS (solucion salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2) en cada

uno de los pozos a utilizar, incluyendo controles positivo y negativo.

Colocar 3 uL de suero problema y testigos en cada pozo correspondiente, mezclar bien.
Anadir 25 pL de glébulos rojos sensibilizados a cada uno de los pozos empleados

Agitar la placa durante 30 segundos (golpeando a los lados de la placa)

Dejar en reposo la placa debidamente tapada durante 30 minutos a temperatura ambiente
Efectuar la lectura de la placa de la siguiente manera:

Positivo: Formacién de manto que cubre el fondo del pozo

Negativo: Formacién de botdn depositado en el fondo del pozo

Incluir en cada placa un control positivo y un control negativo

5.5.2.8 Hemaglutinacién indirecta (HAI-InDRE semicuantitativa)

Técnica

. Colocar 44 pul del diluyente PBS en el primer pozo de cada hilera de una placa de

microtitulacién con fondo en U.

2. Colocar25 uL de PBS a los pozos siguientes.

3. Colocar 6 pul de suero problema y testigos en cada pozo correspondiente, mezclar bien

4. Transferir 25 uL de suero del primer pozo al segundo con ayuda de una pipeta, homogenizar

perfectamente y repetir la misma operacion hasta la dilucién deseada.
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Decantar 25 ulL del ditimo pozo.

Anadir 25 ulL de glébulos rojos sensibilizados con antigeno a cada uno de los pozos
Agitar la placa durante 30 segundos

Dejar la placa en reposo, durante 30 minutos a temperatura ambiente

Efectuar la lectura de la placa de la siguiente manera:

Positivo: Formacién de manto que cubre el fondo del pozo

Negativo: Formacién de botdn depositado en el fondo del pozo

El titulo de anticuerpos estara dado por la dilucion del pozo presente 50% de la superficie del

fondo cubierta por el manto de aglutinacién.

5.5.2.9 Determinacion de anticuerpos contra 7. cruzi por la técnica de (IFI-InDRE).

Técnica:

1.Se colocan 30 ul de la dilucién 1:32 de las muestras, asi como del control positivo y del

2.

8.

negativo, como blanco se utiliza PBS pH 7.2 a 7.4 en cada uno de los pozos que
contenian el antigeno de T. Cruzi.

Se deja incubar media hora en camara humeda para evitar la desecacién de las laminillas a
37 °C.

Después de la incubacién las laminillas se colocan en una canastilla y se lavan tres veces con
PBS pH 7.2 A 7.4, cada lavado se realiza durante diez minutos con agitacién constante.
Posteriormente se agregan 20 uL de la dilucién 1:10 del conjugado (Anti-igG humano +
Fluoresceina) en azul de Evans.

Se incuban media hora en camara humeda para evitar |a desecacién de las laminillas a 37 ° C.
Después de la incubacién las laminillas se colocan en una canastilla y se lavan tres veces con
PBS pH 7.2 a 7.4, cada lavado se realiza durante 5 minutos y con agitacion constante.
Posteriormente a cada preparacién se le agrega una gota de buffer de Veronal pH 7.0 se
coloca un cubreobjetos a cada preparacién y se guardan evitando que les diera la luz para
realizar la lectura.

La lectura se realiza en un microscopio de luz U.V.

Criterios de interpretacién de la prueba.

Se considera como muestra sérica positiva a aquellas que presenten fluorescencia a la dilucién

mencionada en la reaccion, con una intensidad de fluorescencia de + a ++++,
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5.5.2.10 Deteccién de anticuerpos contra T. cruzi por el método de (WB-INC)
5.5.2.10.1 Electroforesis en gei de poliacrilamida — SDS de los antigenos de T. cruzi.
1 Se prepararon geles para electroforesis en poliacrilamida al 10% ( gel separadory gel
concentrador)
2 A 250 ul. de antigeno con una concentracion de proteinas de 3,058 ug /ul se afiadieron
250 pul de buffer de muestray .25 ul de 2- mercaptoetanol, calentandose a 100 °C
durante 5 minutos antes de su aplicacién a los geles de poliacrilamina al 10%.
3. Se aplicaron a los geles de poliacrilamina al 10% marcadores de peso molecular
4. La electroforesis se llevo a cabo a 100 V a 4°C durante 150 minutos
5. Una tira del gel de poliacrilamina se corto y fue tefiida con rojo de Ponsou para observar
el corrimiento de las proteinas del antigeno, asi como, la parte del gel donde se
aplicaron los marcadores de peso molecular.

5.5.2.10.2 Inmunotransferencia (IMMUNOBLOTTING) de los antigenos de 7. cruzi

Técnica:

1 El gel de poliacrilamida que contiene las proteinas antigénicas separadas, es puesto en
contacto con una membrana de nitrocelulosa, durante 3 horas a 500 mA, empleando
buffer de transferencia en una camara de electroforesis.

5.5.2.10.3 Western Blot

1 La membrana de nitrocelulosa donde se efectud la transferencia, se bloqued con
albumina al 1% en PBS Tween 0.5% durante toda la noche a 4°C.

2 De la membrana se cortaron tiras de 0.7 cm de ancho, estas se incubaron con los sueros
diluidos 1:1,000 de las personas seropositivas, asi como, de los sueros control positivo y
negativo, durante 1 hora a temperatura ambiente.

4. Después se realizaron 5 lavados a las tiras de nitrocelulosa con PBS Tween 0.5% durante
10 minutos cada vez.

5 Después del lavado se incuban las tiras de nitrocelulosa con conjugado anti IgG humana
(chivo) — peroxidasa diluido 1:2000 en PBS Tween 0.5% durante 1 hora a temperatura
ambiente.

6. Después se realizaron 5 lavados a las tiras de nitrocelulosa con PBS Tween 0.5% durante

7. La reaccion enzimatica se puso de manifiesto con una solucién de revelado durante 10 minuto a
temperatura ambiente, se detuvo la reacciéon con agua destilada.

8 Interpretacion: reconocimiento de bandas entre 48 a 52 Kda
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.5.3 Técnicas para la demostracién del parasito

5.5.3.1 Hemocultivo en medio de LIT con suero fetal bovino en el INC.
1. Tomar muestra sanguinea en condiciones de esterilidad ( limpiar la piel con torundas con
solucién de lodo), extraer sangre en tubos estériles heparinizados, aproximadamente

unos 25 mi.

2. Centrifugar en un tubo de 50 ml estéril la muestra sanguinea a 3,000 rpm a 4° C durante
10 minutos

3. Se separa una alicuota de aproximadamente 3 ml de plasma de la parte mas superficial en
un tubo estéril, luego otro volumen igual de la parte menos superficial y otro volumen
igual del plasma cercano al paquete globular. A cada uno de los tres tubos se les agrega
un volumen igual de medio de cultivo LIT y al tubo que contiene el paquete globular se
le afiade un volumen igual de medio de cultivo LIT.

4. Incubar los tubos a 28 ° C y vigilar crecimiento hasta por 4 meses

5.5.3.2 Deteccion del ADN de T. cruzi en muestras de hemocultivo por el método de
reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR) (Polimerase Chain Reaction).

5.5.3.2.1 Extraccion y precipitacién de ADN en muestras de hemoculitivos.

Material y reactivos

Tubos de fondo cénico de 1500 y 500 pL

Micropipetas de 0.5 A 2.0 uL, 1 a 10 pl, 40 a 200 ul y de 200 a 1000 uL

Puntas estériles

Microcentrifuga Sorvall RMC DUPONT

Acetato de Sodio 3M A pH 5.2

Etanol absoluto frio

Etanol al 70% frio

Agua destilada y esterilizada.

Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (v/v/v)

Técnica

1. A 1 ml de muestra de hemocultivo, se centrifuga a 4,500 rpm durante 5 min y se tira el

sobrenadante que es medio de cultivo.

2. Al paquete de glébulos blancos o rojos que se sedimento se agrega un volumen igual
de agua estéril, se mezcla y se le aflade volumen igual de fenol / cloroformo /alcohol
isoamilico, se mezcla en vortex y se centrifuga a 10,000 rpm durante 2 minutos, se
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separa el sobrenadante donde esta el DNA que se extrajo, se puede repetir este paso de

ser necesario.
3. Al sobrenadante se le mide el volumen y se afade 1/10 v de acetato de Sodio 3M y 2
volimenes de etanol absoluto frio, se mezcla ligeramente y se deja a ~70°C de 1 a 24 horas.
Se descongela y se centrifuga a 12,000 rpm durante 20 minutos.
Al botén se le lava con etanol al 70% centrifugando a 10,000 rpm durante 5 minutos cada vez.
Al botén se le deja secar de etanol

N o o b

El botén es disuelto en 10 a 20 pl de agua estéril y se mide a en un espectrofotometro
Beckman DU 600 en luz uv a 260 nm se detectan acidos nucleicos.
8. Célculos: 1.0 unidades de D.O. equivale a 50 ug de ADN

5.5.3.2.2 Amplificacion del ADN de T. cruzi por el método de reacciéon en cadena de la ADN
polimerasa (PCR) (Polimerase Chain Reaction) .

Técnica
1. Mezcla de reaccion.

Buffer (10X) libre de Mg (10 mM) 5.0 uL
MgCl (20X) (1.5 mM concentracién final) 25ulL
Nucleétidos (10 mM) (Gibco) 1.0 uL
Primers KNS1y KNS2 (0.25 uM) ADN de mini circulos de 1.0 ub
cinetoplasto (CINVESTAP)
ADN de T. cruzi como control positivo, ADN de humano
como control negativo y ADN extraido de la muestra problema 1.0 uL
Enzima tag-polimerasa (2.5 uM) 1.0 uL
Agua estéril 35.5 uL
Aceite mineral (Molecular SIGMA Biology) 50.0 uL

2 A esta mezcla se le dio un pulso en microcentrifuga (Sorvall RMC DUPONT)
3. Transferir la mezcla de reaccion a un Termociclador T gradient Biometra
programa 7. cruzi a 31 ciclos.

5.5.3.2.3 Electroforesis en agarosa del ADN amplificado.

Técnica:
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1. A 0.45 g de agarosa (grado tecnologia genética) se disuelven con 30 mi de PBE 1X con
calor y se agrega a una camara de electroforesis para geles de agarosa vertical Minicell,
se coloca un peine para formar pocillos.
2. Sellena la camara de electroforesis conteniendo el gel de agarosa solidificado con PBE 1X
3. Dentro de los pocillos se colocan 2 uL de colorante + 10 ul. de del ADN amplificado
(control positivo, control negativo, y ADN problema). Se coloca un blanco con la mezcla
de reaccion.
Se corre la electroforesis a 70 V durante 90 minutos.
Se tifie con Bromuro de etidio aproximadamente al 10% durante 10 minutos
Se lava el gel con agua corriente durante 30 minutos

N o o

Se observa el corrimiento en un transluminador de luz uv
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5.6 DIAGRAMAS DE TRABAJO

5.6.1

DIAGRAMA 1

| Seleccién y reconocimiento del Municipio |

v

Planeacién de pléaticas sobre la enfermedad de Chagas
en ias 4 unidades y casas de salud de 15 localidades

v

Platicas sobre la enfermedad de Chagas , aplicacién
de la encuesta epidemiolégica y toma de muestra de
sangre a personas voluntarias

| Recuperacion y
| almacenamiento de la fraccién
| sérica

v

Determinacion de anticuerpos contra Trypanosoma
cruzi empleando las técnicas de ELISA, HA, IFi a las
personas voluntarias

1

Captura de la encuesta epidemiologica en el

programa epiinfo 5
{

Deteccion de anticuerpos por la técnica de Western
Blot, realizacién de hemocultivo y deteccién del ADN
del parasito por PCR en voluntarios seropositivos

Electrocardiogramas a seropositivos y a un grupo
control por sexo y edad de seronegativos

Relacion de resultados de la seroprevalencia y de la
encuesta epidemiologica

v

Discusion y conclusién J

38

38



5.6.1

DIAGRAMA 2

Captura de Triatominos en sitios domésticos y peri
domésticos en localidades con seroprevalenciaa T.
cruzi

y

| Caracterizacién y clasificacién de los Triatominos |

i

| Determinacién de indicadores entomolé6gicos |

v
Discusion y conclusion l
T

Resultados e incorporacion al analisis

T

Determinacion de anticuerpos séricos contra T. Cruzi
en reservorios domésticos y silvestres por la técnica
de HAI

T

Toma de muestras sanguineas a Canis familiaris
separacién y almacenamiento de la fraccién sérica

Toma de muestras sanguinea a reservorios
domeésticos (equinos y porcinos) en localidades con
seroprevalencia a T. cruzi; separaciony
almacenamiento de la fraccién sérica

T

Captura de reservorios silvestres en localidades
donde los encuestados los han avistado; separacion y
almacenamiento de la fraccion sérica
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5.7 CRONOGRAMA DE TRABAJO

40

Nombre del Protocolo: Determinacion de la prevalencia de anticuerpos a Trypanosoma cruzi en

personas en edad productiva y los factores biéticos y abibticos que la determinan en el Municipio

de Palmar de Bravo, Puebla.

Programa de trabajo:
Fnmiasaanr Programado
THEHERERHEAE Real

Fecha de revision: Primer lunes de cada mes.

MESES
No. PRODUCTO M O|N | D A
1 | Revisi6n bibliogréfica #HE
Disefio de protocolo it
2
Aplicacion de la encuesta
3 | epidemioldgica
Toma de muestras de sangre
4 |a persona voluntarias
Determinacién de Ac. vs. T. # |4 |
5 |cruzi (ELISA, HAI, IFly WB)
Toma de muestras para #H#
6 | hemocultivos y PCR
Determinacién de ADN del #
7 | parasito en hemocultivos
Captura de Triafominos y de #\# #Ht
8 |los Canis familiaris, porcinos.
Identificacion y clasificacién #H# |\ ## it
9 |de los Triatominos
Identificaciéon de T. cruzi #\## ## #ht
10 | en Triatominos infectados
Determinacion de anti-T. i
11 | cruzi en Canis familiaris it
Electrocardiogramas en #Ht
12 | personas seropositivas #Ht
Andlisis de resultados de la
13 | encuesta epidemiolégica
14 | Discusion y conclusiones
*HHE
15 |informe -final
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6. LOGISTICA

6.1 Recursos humanos
1 Biomédico
1 Entomélogo
1 Epidemidlogo

1 Q.F.B. (estudiante de maestria para optar al grado de Maestria en Salud Publica)

6.2 Recursos materiales

6.2.1 Laboratorio de Inmunoparasitologia de! Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio
Chavez de la SSA. México D.F.

6.2.2 Laboratorio de Parasitologia y Entomologia de la Escuela de Biologia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla.

6.2.3. Laboratorio de Parasitologia del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente CIBIOR
Puebla, Pue. Instituto Mexicano del Seguro Social

6.2.4. Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Referencia Epidemiolégica INDRE SSA México
D.F.

6.2.5. Laboratorio del Banco de Sangre del Hospital de Especialidades del CMN MAC IMSS

6.3 Recursos financieros:

6.3.1 Instituto Nacional de Cardiologia de la SSA México D.F.

Domicilio: Juan Badiano No. 1 Col. Seccién XVI Delegacion Tlalpan 14080 México D.F.
Responsable: Dr. Pedro A. Reyes Lépez

Puesto: Director General de Investigacion

Descripcién del apoyo:

Asesoria para la realizacién de pruebas serolégicas, hemocultivo y deteccién del ADN del parasito.
Material y reactivos para la determinacion de anticuerpos séricos contra T. Cruzi en humanos por
las técnicas de IFl, ELISA, Western Bloty deteccion del ADN del paréasito por PCR y aislamiento
del parasito por hemocultivo.

Electrocardiogramas a personas seropositivas y a un grupo control de seronegativas .
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6.3.2. Escuela de Biologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Responsable: M.C. José Lino Zumagquero Rios
Puesto: Catedratico de Parasitologia y Entomologia

Descripcién del apoyo:

Captura doméstica, peri doméstica de los Triatominos

Transporte y viaticos para las personas que capturen a los Triatominos

Transporte y viaticos para las personas que capturen a los reservorios domésticos Canis familiaris,
€quinos y porcinos.

Material y reactivos para la clasificacién por especie de los Triatominos capturados.

Material y reactivos para detectar Triatominos infectados por T. cruzi

6.3.3 Instituto Mexicano del Seguro Social

Domicilio:4to Piso del bloque B de la Unidad de Congresos del Centro Médico Nacional “Siglo XXI”
Responsable: Dr. Onofre Mufioz Hernandez

Puesto: Coordinador de Investigacién Médica

Descripcion del apoyo:

Personal de investigacion para realizar y ser responsable del proyecto

Material para toma de muestras sanguineas en voluntarios

Transporte de personal para realizar la toma de muestras sanguineas y platicas sobre la
enfermedad de Chagas a personas voluntarios en las localidades del Municipio de Palmar de
Bravo.

Material para almacenar en congelacion las fraccion sérica de las muestras sanguineas

6.3.4. Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica

Responsable: M.C. Carmen Guzman Bracho

Puesto: Jefe del departamento de Parasitologia del InDRE

Descripcion del apoyo:

Material y reactivos para la determinacion de anticuerpos séricos contra T. cruzi en humanos por
las técnicas de HAI tamiz 1.8 y HAI semi cuantitativa a seropositivos y confirmativas por las
técnicas de IFl y ELISA

Reactivos para la determinacién de anticuerpos séricos contra T. cruzi por HAI tamiz 1:8 y HAI
semi cuantitativa en reservorios domésticos como Canis familiaris, equinos, porcinos y reservorios

silvestres.
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7. RESULTADOS

7.1 De la encuesta epidemioldgica
A las personas que accedieron a participar en el estudio se les aplicé un cuestionario (anexo4)y los

resultados de la encuesta son los siguientes:

Se realizaron visitas a 15 localidades de mas de 100 habitantes en el transcurso de 2 meses,
impartiéndose platicas sobre la enfermedad de Chagas a aproximadamente 3,500 personas de todas
las edades, en estas localidades hubo disponibilidad de los habitantes y sus autoridades para
participar en el estudio.

Las caracteristicas de las localidades fueron: 1 tiene grado de marginalidad media, 1 es de grado de
marginalidad muy alta y 13 son de grado de marginalidad alta, el Municipioc en general esta
considerado como de alta marginalidad.

El Municipio tiene una altitud entre 2,150 a 2,500 metros sobre el nivel del mar (m/nm), de las
localidades estudiadas, 5 estan a una altura de menos de 2,250 metros sobre el nivel del mary 10

estan localizadas a mas de 2,250 metros sobre el nivel del mar. (Cuadro 7)

Cuadro 7
Caracteristicas de las localidades estudiadas

Localidad *Grado de **Altura (metros sobre
marginalidad del nivel del mar)
Palmar de Bravo Media 2,180
La Purisima Muy alta 2,180
San Miguel Xaltepec Alta 2,150
JesUs Nazareno Alta 2,150
Cuacnopalan Alta 2,230
San José Bellavista Alta 2,250
Cuesta Blanca Alta 2,370
Tehuitzo Alta 2,380
Guadalupe Piletas Alta 2,380
Los Reyes Altamira Alta 2,500
Encrucijada primera seccién Alta 2,400
Encrucijada segunda seccior Aita 2,400
Cuesta Chica Piletas Alta 2,400
San Francisco Piletas Alta 2,400
Amozoquillo Piletas Alta 2,400

*Fuente: CONAPO, indices Basicos de Marginacion por localidad en el Municipio de Palmar de
Bravo, Puebla, 1995
** Fuente: Sistema Estatal de Proteccién Civil de Puebla basandose en INEGI
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En estas 15 localidades accedieron a colaborar en el estudio 390 personas en edad productiva (15 a
65 afos), las cuales acuden a recibir servicios de salud al IMSS, a la SSA o bien estan integradas al
programa PROGRESA-SSA de la SEDESOL. (Cuadro 8)

Cuadro 8
Personas encuestadas, localidad donde habitan e instituciones donde
acuden a recibir servicios de salud o programa al que estan integradas.

Nimero de Instituciones de servicios
Localidad Voluntarios de salud o programa
encuestados al que pertenecen
Palmar de Bravo 22 PROGRESA-SSA
IMSS
La Purisima 47 PROGRESA-SSA
IMSS
San Miguel Xaltepec 33 PROGRESA-SSA
Jesus Nazareno 62 SSA
Cuacnopalan 70 PROGRESA-SSA
San José Bellavista 21 SSA
IMSS
Cuesta Blanca 19 PROGRESA-SSA
Tehuitzo 22 PROGRESA-SSA
Guadalupe Piletas 10 SSA
Los Reyes Altamira 3 SSA
Encrucijada primera seccién 5 SSA
Encrucijada segunda secciér 3 SSA
Cuesta Chica Piletas 25 SSA
San Francisco Piletas 24 SSA
Amozoquillo Piletas 24 SSA
Total 390

El 60% (234) de los encuestados habitan en 5 localidades que se encuentran entre los 2,150 a 2,230
metros sobre el nivel del mar y 40% (156) habitan en 10 localidades que estan entre los 2,250 a
2,500 metros sobre el nivel del mar. (Cuadro9)

Cuadro 9
Encuestados y altitud de las localidades donde habitan
Altitud { metros sobre Namero de
el nivel del mar) voluntarios encuestados %
2,150 a 2,230 234 60
2,250 a 2,500 156 40

19.2% (36) de los encuestados habitan en localidades con grado de marginalidad media, el 78% (304)
habitan en localidades con grado de marginalidad altay 12.8% (50) con grado de marginalidad muy

alta. (cuadro 10)
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Cuadro 10
Encuestados y grado de marginalidad de las localidades donde habitan
Grado de Namero de
Marginalidad de las localidades encuestados %
Media 36 9.2
Alta 304 78.0
Muy alta 50 12.8
Total 390 100.00

De los encuestados 60% (234) habitan en 5 localidades donde fueron capturados Triatominos las

cuales son La Purisima con grado de marginalidad muy alta y esta a una altitud de 2,180 m/snm,

San Miguel Xaltepec con grado de marginalidad alta y altitud de 2,150 m/snm, Nazareno con grado

de marginalidad alta y altitud de 2,150 m/snm, Cuacnopalan grado de marginalidad alta y altitud de

2,230 m/snm y Paimar de Bravo con grado de marginalidad media y altitud de 2,150 m/snm. De los

encuestados 40% (156) habitan en las restantes 10 localidades donde no se capturaron o estan a

una altitud de 2,500 metros sobre nivel del marTriatorninos. (Cuadro 11)

Cuadro 11
Encuestados y caracteristicas de las localidad donde se capturaron Triatominos
Ndmero de Altitud (metros sobre Grado de
| Localidad | encuestados % elniveldelmar) | marginalidad
La Purisima 47 12.05 2,180 muy alta
San Miguel Xaltepec 33 8.46 2,150 alta
Nazareno 62 15.89 2,180 _alta
Cuacnopalan 70 17.94 2,230 alta
Palmar de Bravo 22 5.64 2,150 media
Total 234 60.00 Promedio 2,178 Promedio alta

De los encuestados 93.84% (366) fueron del sexo femenino y 6.16% (24) fueron del sexo masculino;.

esta marcada diferencia fue debido a la idiosincrasia de los pobladores (Cuadro 12)

Cuadro 12

Encuestados por sexo

Sexo Namero de encuestados %
Femenino 366 93.84
Masculino 24 6.16

El rango de edad de los encuestados fue de 15 a 65 afios, con una media de 36.6 afios, por grupo
étareo fueron el 17.69% de 15 a 25 anos, el 33.07% de 26 a 35 anos, el 26.42% de 36 a 45 afios, el
13.34% de 46 a 55 arios y el 9.48% de 56 a 65 afios. (Cuadro 13)
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Encuestados por grupo étareo

Cuadro 13

Grupo étareo Namero de encuestados %
15-25 69 17.69
26-35 129 33.07
36-45 103 2642
46 — 55 52 13.34
56 — 65 37 9.48

Media = 36.6 390 100.00
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El rango de afios de radicar en el Municipio fue de 10 a 65 afios, con una media de 41.5 afios, por
afos de radicar el 28.20% (110) tiene de 10 a 21 afios, el 28.46% (111) tiene de 22 a 32 afios, el
21.3% (83) tiene de 31 a 40 arios, el 11.3% (44) tiene de 41 a 50 afios, el 8.5% (33) tiene del 51 a 60
anos y el 3.3% (13) tiene de 61 a 65 anos. (Cuadro 14)

Cuadro 14
Encuestados y los afios de radicar en el Municipio
Namero de
Aitos de radicar encuestados %
10-21 110 28.20
22-32 111 28.46
33-43 83 21.29
44 - 54 46 11.80
55 - 65 40 10.25
Media =41.7 390 100.00

El nimero de habitantes por vivienda entre los encuestados fue en el 71.02% (277) habitan en sus
viviendas hasta 6 personas y en el 28.98% (113) habitan en sus viviendas mas de 6 personas.

{Cuadro 15)
Cuadro 15
Personas voluntarias segin niamero de habitantes por vivienda
Habitantes por vivienda Namero de encuestados %
entre los encuestados

Hasta 6 habitantes 277 71.02
M4s de 6 habitantes 113 28.98
Total 390 100.00

46



47

La ocupacién de los encuestados fue el I138% (148) fueron campesinos y campesinas, el 56% (216)
se dedicaban a las labores del hogar, el 4% (15) fueron empleados u obreros y el 2.0% (12) fueron
estudiantes, profesores o trabajadores de salud. (Grifica 1)

Grafica 1
Personas voluntarias segin ocupacion

Otros
2%
Empleados
v ampesinos
38%

Lab. Hog
56%

La convivencia con animales domésticos, conviven con perros el 32% (125 ), el 10% (39) conviven
con gatos, el 24% (94) conviven con pemros y gatos y el 34% (132 ) no conviven con animales
domésticos. Grafica 2)

Grafica 2
Animales domésticos con los que conviven los encuestados

no tieng
34%

perros/gatos 0%
24%

47



48

Los encuestados que criaban animales de corral, el 74% (288) criaba pollos, el 36% (140) cerdos, el
32% (125) cabras o chivos, el 22% (85) vacas y el 11% (43) burros, caballos o conejos. (Gréfica 3)

Grafica 3
Animales de corral que crian los encuestados

%

Aves Cerdos Cabras o chivos Vacas Burros, caballos o

conejos

Especie

Los animales silvestres que mas son avistados merodeando las viviendas de los encuestados son. 46
avistamientos de tlacuaches, 27 de vibora de cascabel, 15 de zorrillos, 9 de zorra y 3 de conejos y

armadillos (Grafica 4)

Gréafica 4
Avistamientos de especie animales
silvestre merodeando las viviendas de los encuestados

armadillo Jum

CONEJO frywm

g zorm RSB SEY
2
Lﬁ zornllo R
vibora jw
Tlacuache bw
0 10 20 30 40 50
Nimero de
avistamientos
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El 87% (339) de los encuestados refirieron ver fauna nociva (ratas o ratones) merodeando sus
viviendas y el 13% (51) refirieron no ver fauna nociva merodeando sus viviendas. (Gréfica 5)

Grafica 5
Fauna nociva merodeando las viviendas de los encuestados

ratas o ratones
87%

El material con que estaban construidas las paredes de las viviendas de los encuestados fueron: en
el 84% (328) fueron de tabique y blocks, en el 5% (19) de adobe, en el 7% de piedra (27) yen el 4%
(16) de palma, madera o lamina de cartdn. (Grafica 6)

Grafica 6
Material de las paredes en las viviendas de los encuestados

Adobe .
5%, Pledm

Mad/pal/cart
4%

Tabique o block
84%
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El material con que estaban construidas los techos de las viviendas de los encuestados fueron: en el
35% (136) de concreto, en el 62% (241) de laminas (asbesto, metal o plastico), en el 2% (9) de teja y
en el 1% (4) de palma madera o lAmina de carntén. (Grafica 7)

Grafica 7
Material de los techos en las viviendas de los encuestados

palma o madera
1%

El piso de las viviendas de las personas encuestadas en el 6% (23) fueron de loseta, en el 74% (288)
de cemento o firme y en el 20% (79) de tierra. (Grifica 8)

Grafica 8
Piso de las viviendas de los encuestados

loseta

tierra

cemento
74%
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La disposicion de excretas en las viviendas de los encuestados fueron a través de drenaje en el 15%

(58), en fosa séptica, en el 28% (109) en letrina, en el 37% (145) y en el 20% (78) a ras de suelo.
{Gréfica 9)

Gréfica 9
Disposicion de las excretas en las viviendas de las personas voluntarias

ras de suelo drenaje
1o 15%

Sélo el 16% (62) de los encuestados reconocieron a los Triatominos de muestra y mencionaron que
lo habian visto en sus casas o en los corrales de los animales que crian, el 8 %(31) los habian visto
en otros Municipios cercanos, tales como Caflada Morelos y Quecholac e hicieron referencia muchos
de los encuestados a la ciudad de Orizaba, Veracruz. (Grafica 10)

Grafica 10
Encuestados que reconocieron a los
Triatominos (chinches) y donde los han visto

Vistos en viviendas
16%

Vistos en otro

Municipio
8%
No los
reconocieron
76%
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Es importante el hecho de que el 30% (58) de los encuestados de mas de 36 ano (192)
reconocieron a los Triatominos en comparaciéon con los menores de 36 anos (192), sélo el 17%
(32) las reconocieron. El 10% (39) de los encuestados refirieron haber sido picados por los
Triatominos y el 90% (351) refirieron no haber sido picados por los Triatominos. (Grafica 11)

Grafica 11
Personas voluntarias que refieren haber sido picados por los
Triatominos (chinches)

Refieren picadura
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90%

Soélo el 11% (43) de los encuestados refirieron tener dificultades para deglutiry el 2% (8) refirieron
padecer de cansancio y dificultad para respirar.

Grafica 12
Encuestados que refieren historial de donador o de receptor
de productos sanguineos

Han sido donadores
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No donadores o
receptores
93%
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El 5.12% (20) de los encuestados refirieron tener historial de donador de sangre, el 2.32% (9) de

receptores de sangre y el 92.58 % (361) no refirieron tener historial de donador o de haber sido
receptores. (Gréfica 12)

La historia de donacién de los encuestados es de 1 a 5 afios en el 31% (6), de 6 a 10 afios en el
24% (5), de 11 a 15 afios en el 24% (5) y de mas de 15 afios en el 21% (3). (Grafica 13)

Gréafica 13
Historial de donacion de los encuestados

> a 15 anos
21% a 5 afios
31%
11 a 15 aiio
24% -
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24%

Los servicios de salud a los que asistian los encuestados o programas a los que pertenecian
fueron al IMSS el 9% (35), a la SSA el 42% (163) o bien pertenecian al programa PROGRESA-
SSA de la SEDESOL el 49% (192) de este 91%. (Grafica 14)

Grafica 14
Programa o institucion de salud a la que pertenecen o acuden los encuestados

Sector 4 TMSS
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PROGRESA-SSA
49%
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7.2 Determinacion de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en humanos

54

En el INC se uso como prueba tamiz la técnica inmunoenzimatica ELISA-INC, como antigeno se

empleo extracto crudo soluble de parasitos T. cruzi de la cepa NINOA cultivados en medio de LIT

y cosechados en fase exponencial, de las 390 muestras analizadas 13 fueron positivas

obteniéndose una seroprevalencia a anticuerpos contra T. cruzi de 3.33%. En el InDRE se uso

como prueba tamiz la técnica de hemaglutinacién indirecta HAI-INDRE, como antigeno se empleo

extracto crudo soluble de parasitos de T. cruzi de 15 aislados de seres humanos y del vector

cultivados en medio de LIT y cosechados en fase exponencia,| el extracto crudo soluble fue fijado

a eritrocitos de pollo; de las 390 muestras nalizadas 14 fueron positivas, obteniéndose una

Cuadro 16

Resultados de la determinacién de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi

empleando pruebas tamiz HAI 1:8 INDRE y prueba tamiz ELISA-INC

INSTITUTO NACIONAL DE INSTITUTO DE REFERENCIA
CARDIOLOGIA EPIDEMIOLOGICA
FOLIO EDAD Prueba tamiz ELISA Prueba semi cuantitativa HAI
Dilucién 1:200 >1:8
valor de corte 0.220
008 30 0.103 1.8
166 37 0.298 1:128
213 37 0.817 1:64
218 60 1.702 1:1024
253 27 0.528 N
259 35 1.203 1:1024
278 52 0.454 N
284 32 0.323 1:8
304 30 0.717 1:64
317 54 0.125 1:8
318 54 0.193 1:32
324 46 0.138 1:8
326 28 0.402 1:64
353 38 0.358 1:32
363 45 0.463 1:32
379 59 0.424 N
381 40 0.382 1:64
Promedio 41 .41
Prevalencia 13/390 = 3.33 14/390 = 3.58
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seroprevalencia de 3.58%. La concordancia entre las dos técnicas empleadas solo fue en 10
pruebas positivas para ambas, 4 fueron negativas para ELISA-INC, pero positivas para HAI-InDRE
y 3 positivas para ELISA-INC pero negativas para HAKINDRE. La edad promedio de las
encuestadas positivos a anticuerpos contra T. cruzi fue de 41.4 afios  (Cuadro 16)

Entre ambas técnicas fueron detectadas 17 muestras seropositivas a anticuerpos contra T. cruzi,
obteniéndose una seroprevalencia de 4.35% vy limite de confianza de la seroprevalencia de 2.32 a
6.37 %. Se estimo la eficacia de las pruebas tamiz ELISA-INC y HAI-InDRE se recurrié a una tabla
de contingencia 2 X 2 como referencia se tomo a las 17 muestras seropositivas detectadas entre
ambos institutos. Para ELISA-INC la sensibilidad fue de 76.47%, limite de confianza de
sensibilidad de 63.47% a 89.77%, especificidad del 100%, limite de confianza de especificidad de
100%; valor predictivo positivo VP+ de 100% y valor predictivo negativo VP- de 99.19%. Para HAI-
InDRE la sensibilidad fue de 82.35%, limite de confianza de sensibilidad de 78.56% a 86.13%,
especificidad del 100%, limite de confianza de especificidad de 100%, valor predictivo positivo
(VP+) de 100% y valor predictivo negativo (VP-) de 89.30%. También se estimo la concordancia
entre las pruebas tamiz ELISA-INC y HAI-InDRE obteniéndose un coeficiente Kappa de 0.73 que
equivale a una fuerza de concordancia sustancia. Ya que coincidieron en solo 10 muestras
positivas para ambos, 4 fueron negativas para el INC y positivas para el InDRE y 3 negativas para
el INDRE y positivas para el INC. (Cuadro 17)

La Norma Oficial Mexicana NOM-EM-001-SSA2 1999 para la vigilancia, prevencién y control de
enfermedades causadas por vector, ha establecido que para caracterizar casos indeterminados de
la trypanosomosis americana, es aquellas personas que sean positivas a anticuerpos contra 7.
cruzi por dos técnica diferentes y a la vez. (1) Siguiendo este criterio se les realizé a las 17
muestras seropositivas a T. cruzi por las pruebas tamiz de ambos institutos otras dos pruebas
serolégicas.

En el INC se les efectud la determinacién de anticuerpos contra 7. cruzi empleando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta IFI-INC que emplea como antigeno parasitos de 7. cruzi de la cepa
NINOA solo 15 muestras fueron positivas de las 17; usando la técnica de Western Blot WB-INC
que emplea como antigeno extracto crudo soluble de parasitos T. cruzi de la cepa NINOA solo 11
muestras fueron positivas reconocieron el patrén antigenico de la cepa NINOA y 6 muestras no
reconocieron ningun patrén de antigenos estructurales, quiza debido al bajo titulo de anticuerpos
presentes en las muestras 008, 166, 317, 318 y 324 no asi en la muestra 304;
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Cuadro 17
Evaluacion de la eficacia y concordancia de las pruebas serolégicas tamiz ELISA-INC y HAI-InDRE para la determinacién
de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi

Valor Valor Prevalencia
Limite de predictivo Limite de predictivo y
confianza de positivo | Especificidad | confianzade negativo Limite de
Pruebas Sensibilidad | sensibilidad VP+ % especificidad VP- confianza Coeficiente Fuerza de
Serolégicas % % % % % dela Kappa concordancia
prevalencia

ELISAINC |
Dilucién 7647 1 63.17-89.77 100 100 100 99.19 435
1:200
v.c. 0.241 0.73 Sustancial
HAI-InDRE 82.35 | 78.56-86.13 100 100 100 99.30 279-592
>1:8 3
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Resuitados de la determinacion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en encuestados los cuales con dos pruebas
serolégicas positivas resultaron ser caso indeterminado de trypanosomosis americana

Cuadro 18

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA INSTITUTO DE REFERENCIA EPIDEMIOLOGICA
Dr. IGNACIO CHAVEZ Dr. MANUEL MARTINES BAEZ
ELISA ELISA
Dilucién WB Caso Dilucion Caso
Folio Edad 1:200 IFI Dilucién | Indeterminado 1:50 HAI IFl Indeterminado
v.c. 0.241 | >1:64| 1:1,000 v.c. 0.220 >1:8 > 1:32
008 30 0.103 ++ N NO 0.267 1:8 1:128 Sl
166 37 0.298 + N Si 0.666 1:128 1:128 Sl
213 37 0.817 ++ P Si 1.428 1:64 1:128 Sl
218 60 1.702 ++ P St 2.676 1:1024 1:512 St
253 27 0.528 + P Sl 0.205 - 1:32 NO
259 35 1.203 ++ P Sl 1.967 1:1024 1:1024 Sl
278 52 0.454 + P Sl 0.350 - 1:64 Sl
284 32 0.323 + P St 0.700 18 1:128 Si
304 30 0717 + N St 1.609 1:64 1:128 S
317 54 0.125 D N NO 0.203 1:8 1:32 Sl
318 54 0.193 + N NO 0.364 1:32 1:64 Sl
324 46 0.138 + N NO 0.249 1:8 1:128 Sl
326 28 0.402 + P Sl 1.226 1:64 1:128 Si
353 38 0.358 D P Sl 1.320 1:32 1:128 Si
363 45 0.463 + P Si 1.249 1:32 1:128 Sl
379 59 0.424 + P Sl 0.427 - 1:128 Sl
381 40 0.382 +++ P Sl 1.132 1.64 1:128 Sl
Pruebas 13/390 1517 1117 13117 1517 14/390 14/17 1617
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al relacionar los resultados de las tres técnicas empleadas ELISA-INC, IFI-INC, WB-INC vy
aplicando el criterio de la NOM-EM-001-SSA2-1999 fueron detectados13 casos indeterminados de
trypanosomosis americana. En el INDRE se les efectu6 la determinacién de anticuerpos contra
Trypanosoma. cruzi con la técnica de inmunofluorescencia indirecta IFI-InDRE empleando como
antigeno parasitos de T.cruzi de 15 aislados de humanos y del vector 17 muestras fueron
positivas y con la técnica inmunoenzimatica ELISA-INDRE que empled como antigeno extracto
crudo soluble de parasitos T. cruzi de 15 aislados de humanos y del vector solo 15 muestras
fueron positivas. Al relacionar los resultados de las tres técnicas empleadas HAI-InDRE, ELISA-
INDRE, IFINDRE y aplicando el criterio de la NOM-EM-001-SSA2-1999 fueron detectados 16
casos indeterminados de trypanosomosis americana. (Cuadro 18) }

Fueron detectados en total 17 casos de indeterminados de trypanosomosis americana entre
ambos institutos, obteniéndose una prevalencia del 4.35% vy limite de confianza de la prevalencia
de 2.32 a 6.37% para la poblacién en edad productiva del Municipio de Palmar de Bravo.

La evaluacion de la concordancia en detectar casos indeterminados de trypanosomosis americana
por el INC y el InDRE fue de un coeficiente Kappa 0.82 que equivale a una fuerza de concordancia
casi perfecta. (Cuadro19)

Cuadro 19
Evaluacion de la concordancia en la deteccién de casos indeterminado por dos pruebas
serolégicas positivas en el INC e InRDRE

Total Limite de
Casos de casos Prevalencia | confianza de la | Coeficiente Fuerza de
Instituto | indetrminados | indeterminado % prevalencia Kappa concordancia
INC 13
17 435 2.32-6.39 0.82 Casi perfecta
InDRE 16

7.3 Resultados de hemocultivos

Se realizaron 4 hemocultivos a cada uno de los 11 casos indeterminados que prosiguieron en el
estudio, cada 20 dias fueron revisadas cada una de las 4 fracciones de sangre cultivadas en medio
de LIT enriquecido con suero fetal bovino, esto se realizo hasta completar 120 dias después de
este tiempo todas las muestras fueron negativas. (Cuadro 20)

7.4 Resultados de la deteccion del ADN del parasito empleando el método de la PCR
De 44 fracciones de sangre cuitivadas en medio de LIT, 4 de cada uno de los 11 casos

indeterminados, en 21 se detecto el ADN del parasito, en las fracciones que contenian soélo
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Cuadro 20
Hemoculitivos de los casos indeterminados

HEMOCULTIVO
Tubo 1 Tubo 2
Fraccion de Fraccioén de Fraccion del Fraccion del
Folio plasma plasma, paquete paquete de paquete de
de leucocitos y leucocitos y eritrocitos
plaquetas eritrocitos

213 N N N N
218 N N N N
284 N N N N
317 N N N N
363 N N N N
253 N N N N
259 N N N N
304 N N N N
278 N N N N
318 N N N N
379 N N N N

en 4 muestras fue detectado el ADN del parasito, en 7 de las fracciones compuesta por plasma,
paquete de leucocitos y plagquetas, en 4 de las fracciones que contenian paquete de leucocitos y
eritrocitos, y en 6 fracciones que contenia solo paquete de eritrocitos. (Cuadro 21)

No se detecto el ADN del parasito en todas las muestras del hemocultivo 317 el cual no fue
considerado como caso indeterminado para el INC pero si por el InDRE, esto se puede deber a un
resultado falso positivo emitido por el INDRE o a un falso negativo emitido por el INC o también a
una baja parasitemia con la que cursaba la voluntaria en el momento de tomarle la muestra.

Fue detectado el ADN del parasito en 3 de las 4 muestras del hemocultivo 318, pero este no fue
considerado como caso indeterminado por el INC y si por el InDRE se puede deber a un resultado
falso negativo emitido por el INC, también fue detectado el ADN en 1 de las 4 muestras del
hemocuitivo 253, pero no fue considerado como caso indeterminado por el InDRE vy si por el INC,
se puede deber a un falso negativo emitido por el InDRE.

Se detecto el ADN del parasito en 2 de 4 muestras del hemocultivo 213, en 4 de 4 del 218, en 1

de 4 del 259, en 1 de 4 del 284, en 3 de 4 del 304y en 1 de 4 del 363; ademas fueron detectados
anticuerpos contra T. cruzi en estas muestras tanto en las pruebas tamiz y en las confirmativas de
ambos institutos Se detectd el ADN del parasito en 3 de 4 muestras del hemocultivo 278, yen 2
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Cuadro 21
Fracciones de sangre cultivadas en medio de LIT de los casos indeterminados donde se
detecto el ADN del parasito empleando el método de reaccién en cadena de la ADN

60

polimerasa
PCR
Tubo 2
Fraccién de plasma Tubo 3 Tubo 4
Tubo 1 con paquete de Fraccion de paquete | Fraccion de paquete
FoLlo Fraccién de plaguetas y de leucocitos y de de eritrocitos
plasma leucocitos eritrocitos
213 - + + -
218 + + + +
253 - - - +
259 - - - +
278 - + + +
284 - + - -
304 + + - +
317 - - - -
318 - + + +
363 - + - -
379 + ~ + -
Cuadro 22

Relacién de pruebas tamiz y de la deteccién de casos indeterminados con la deteccién de
ADN del parasito por el método de reaccién en cadena de la ADN polimerasa en muestras
de hemocultivos.

Prueba tamiz Namero de
ELISA{NC muestras de
diluciéon 1:200 Casos Prueba tamiz Casos hemocultivo donde
FOLIO | valorde corte | indeterminados HAINDRE Indeterminados fue detectado el
0.241 INC >1:8 InDRE ADN del parasito
por
PCR
213 0.817 Sl 1:64 Si en2de4
218 1.702 Si 1:1024 Sl endde4d
253 0.528 Sl - NO en1ded4
259 1.203 Sl 1:1024 Sl en1ded
278 0.454 Sl - Sl en3de4
284 0.323 Si 1.8 S| en1de4
304 0.717 Sl 1.64 Sl en3ded
317 0.125 NO 1.8 Si en0de4
318 0.193 NO 1:32 Sl en3de4d
363 0.463 Si 1:32 S en1ded
379 0.424 Si - Sl en2ded

60




61

de 4 del 379, pero no fueron detectados anticuerpos con T. cruzi por la técnica tamiz HAI-INDRE,
pero si por las técnicas confirmativas ELISA e IFILINDRE, esto se podria deber a una baja
sensibilidad de la prueba tamiz HAI-INDRE. (Cuadro 22)

Se evalub las pruebas serolégicas empleadas en la deteccion de anticuerpos contra T. cruzi en
relacién a la deteccién del ADN del parasito, la sensibilidad de HAl —InDRE fue de 70%, ELISA-
InDRE de 90% e IFI-INDRE de 100%; la de ELISA-INC y WB-INC fue de 90% e IFI-INC fue de
100%. La especificidad de las 6 técnicas fue de 100%.

Cuadro 23
Evaluacion de las pruebas serolégicas en base a la deteccién del ADN del parésito por el
método de 1a reaccién en cadena de la ADN polimerasa en las muestras de hemocultivo

Pruebas serolégicas Sensibilidad Especificidad
% %
ELISA-INC 90 100
WB-INC 90 100
IFHINC 100 100
HA-InDRE 70 100
ELISA-InDRE 90 100
IFI-inDRE 100 100

Se evaluo la eficacia del método de la ADN polimerasa efectuada a las muestras de hemocultivo, en
base a los casos indeterminados emitidos por ambos institutos y se obtuvo una sensibilidad del 90% y
una especificidad del 100%. (Cuadro24)

Cuadro 24
Evaluacion del método de la reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR) considerando
a los casos indeterminados de trypanosomosis americana detectados por ambos institutos

Método Sensibilidad Especificidad
% %

Reaccion en cadena de la
ADN polimerasa (PCR) 90 100

7.5 De los electrocardiogramas

Se les efectué un electrocardiograma de 12 derivaciones a 10 casos indeterminados de
trypanosomosis americana detectados en este estudio, a los 10 les fue detectado el ADN del parasito
por el método de la PCR, ninguno manifestd signos de disnea, no fumadores y sin sobrepeso; 5 de
estos casos indeterminados presentaron alteraciones electrocardiograficas, presentando las
voluntarias 213 y 363 bloqueo de rama derecha avanzado su edad de 37 y 45 afios, ambas
presentaron un titulo alto de anticuerpos y baja parasitemia 2+ y 1+ respectivamente, la voluntaria
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278 presento isquemia antero-septal subepicardica, bajo titulo de anticuerpos y alta parasitemia 3+, la
voluntaria 284 presento crecimiento auricular izquierdo, aito titulo de anticuerpos y baja parasitemia
1+ y la 304 presento onda T aplastada, alto titulo de anticuerpos y alta parasitemia 3+.

Los otros 5 casos indeterminados que no presentaron alteraciones electrocardiogréaficas, a los 5 les
fue detectado el ADN del parasito, ninguna presento signos de disnea, no fumadores y sin
sobrepeso; la voluntaria 218 de 60 arios presento el mas alto titulo de anticuerpos y la mas alta
parasitemia 4+, la voluntaria 253 de 27 afos tuvo un titulo regular de anticuerpos y baja parasitemia
1+, la voluntaria 259 de 35 aiios tuvo un alto titulo de anticuerpos y baja parasitemia 1+, la 318 de 54
afios tuvo un bajo titulo de anticuerpos y alta parasitemia 3+ y la 379 de 59 afos tuvo regular titulo de
anticuerpos y baja parasitemia 2+. (Cuadro 25)

El grupo control de personas negativas a anticuerpos contra T. cruzi fueron relacionadas con ia
edad con el grupo de casos indeterminados, ninguno presenté sintomas de disnea, no fumadores y
ninguno con sobrepeso,. De 13 personas negativas a anticuerpos contra T. cruzi solo 3 resultaron
con alteraciones electrocardiograficas, la voluntaria 296 de 44 afios presento sindrome Long Ganon
Levin, las voluntarias 210 y 249 de 35 y 55 afos respectivamente ambas presentaron QT largo; la
edad promedio de las voluntarias que presentaron alteraciones electrocardiograficas fue de 38.7
afnos y la de las que no presentaron alteraciones electrocardiograficas fue de 44.2 afios (Cuadro 26)

7.6 De la captura e identificacion de los Triatomas

Se efectuaron 3 colectas de Octubre del 2000 a Junio de 2001, en 5 localidades donde hubo
prevalencia de casos indeterminados de trypanosomosis americana en humanos y en 3 localidades
donde no se detecté prevalencia. En la localidad de Cuacnopalan se obtuvo un indice de infestacién
del 1.51% (1/66 viviendas habitadas); en La Purisima del 3.84% (1/26); en Palmar de Bravo del
1.66% (1/60), en San Miguel Xaltepec del 1.66% (1/62); en Nazareno del 5.00% (1/20) en donde fue
detectado un adulto hembra y 7 huevos que en el laboratorio eclosionaron naciendo 7 ninfas. En las
localidades de Bellavista, Cuesta Blanca y Tehuitzo no se capturaron Triatominos.

Se puedo observar que se capturaron Triaftominos en las localidades que se encuentran a una altitud
de 2,150 a 2,230 m/nm y no fueron capturados en las localidades que estan a una altitud de 2,260 a
2,400 m/nm y en las cuales tampoco detectamos prevalencia en humanos.

El indice de dispersion nos indica el por ciento de localidades donde existen los Triatominos en el
area del Municipio estudiada, que abarco a 8 localidades y este indice fue del 62.5%. Ademas se
obtuvo el indice de colonizacién del area que fue del 40.0%. (Cuadro 27)
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Cuadro 25
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Relacién de los electrocardiogramas con la deteccién de anticuerpos contra T.cruzi con 4 técnicas serolégicas y la deteccién del

ADN del parasito por la PCR

ELISA ELISA
INC WB InDRE PCR
Dilucién | INC IFl Dilucién| HAI IF1
Folio |Edad | 1:200 |Dilucién | INC 1:50 |InDRE |InDRE [Tubo | Tubo Tubo | Tubo Electrocardiograma
v.c. 0.241 1:1,000 [>1:64 |v.c.0.220| >1:8 >1:32 1 2 3 4
213 37 0.817 P ++ 1428 |1:64 1:128 - + + - Bloqueo de rama derecha avanzado
278 52 0454 P + 0.350 N 1:64 - + + + Isquemia antero-septal subepicardica
284 32 0.323 P + 0.700 |18 1:128 - + - - Crecimiento auricular izquierdo
304 30 0.717 N + 1609 |1:64 1:128 + + - + Onda T aplastada
363 45 0.463 P + 1249 |1:32 1:128 - + - - Bloqueo de rama derecha avanzado
218 60 1.702 P + 2676 |[1:1024 |1:512 + + + + Normal
253 27 0.528 P + 0.205 N 1:32 - - - + Normal
259 35 1.203 P + 1.967 [1:1024 |1:1024 - - - + Normal
318 54 0.193 N + 0.364 |1:32 1:64 - + + + Normal
379 59 0424 P + 0.427 N 1:128 + - + - Normal

T1 plasma; T2 plasma con paquete de plaquetas y leucocitos; T3 paquete de leucocitos y eritrocitos; T4 paquete de ritrocitos
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Cuadro 26

Electrocardiogramas realizados al grupo control de voluntarios negativos
a anticuerpos contra Trypanosoma cruzi

Grupo control de encuestados negativos a anticuerpos
contra T. cruzi
ELISA
Folio Edad D.O Electrocardiograma
210 35 0.041 QT largo
211 31 0.050 N
217 27 0.038 N
21 | 38 0.054 N -
228 45 0.046 N T
233 30 0.054 N
236 37 0.034 N
246 56 0.142 N
249 55 0.112 QT largo.
251 60 0.042 N
252 58 0.059 N
294 46 0.071 N
296 44 0.063 Sindrome Long Ganon Levin
Cuadro 27

Indicadores entomolégicos recomendados por la OPS / OMS aplicados a las localidades
del Municipio de Palmar de Bravo, Puebla.

indice de
Altitud | NOmero de casas con | Indice de dispersion indice de
Localidad (m/nm) | Triatominos /casas sin| infestacion (i) del area colonizacién

Triatominos % (D) % (ICY%
Cuacnopalan 2,230 1/66 1.51
La Purisima 2,180 1126 3.84
Paimar de Bravo 2,180 1/60 1.66

San Miguel Xaltepec| 2,150 1/62 1.62 62.5 40.00
Jesls Nazareno 2,150 1/20 5.00
Cuesta Blanca 2.380 0/29 0.00
Bellavista 2,260 0/19 0.00
Tehuitzo 2,380 0/30 0.00

tndice de infestacion: Numero de casas con Triatorninos /namero total de casas estudiadas * 100

indice de dispersién: Nmero de localidades con Triatominos /nimero total de localidades estudiadas * 100
indice de colonizacién: Nimero de casas con ninfas de Triatominos /nimero de casas positivas a Triatominos * 100
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Los Tratominos capturados en sitios intradomiciliarios en la localidades de San Miguel Xaltepec,
Jesus Nazareno, Palmar de Bravo y Cuacnopalan fueron clasificados como Triatoma barberi; los
capturados en sitios peridomiciliarios en la localidad de La Purisima fueron clasificados como
Triatoma pallidipennis. En los Triatominos capturados no se cbservaron parasitos de T. cruzi en sus
heces fecales por lo que el indice de infestacioén natural fue del 10 %. (Cuadro 28)

Cuadro 28
Clasificacion de los Triatominos capturados en el Municipio de Palmar de Bravo

Indice de infestacion natural
Localidad Triatominos %
La Purisima Triatoma pallidipennis 0.00
San Miguel Xaltepec Triatoma barberi 0.00
Jestis Nazareno Triatoma barberi 0.00
Palmar de Bravo Triatoma barberi 0.00
Cuacnopalan Triatoma barberi 10.00

Indice de infeccion natural = nlimero de Triatominos con T. Cruzi / nimero de Triatominos estudiados * 100

7.7 De la determinacion de anticuerpos séricos contra Trypanosoma cruzi en Canis
familiaris.

Se tomaron muestras de sangre a 64 Canis familiarls mestizos y domésticos, durante 2 dias de
una semana de vacunacion antirrabica canina en abril del 2000, en las 5 localidades donde hubo
prevalencia de casos indeterminados de trypanosomosis americana en humanos y a 30 Canis
familiaris mestizos y domésticos de 3 localidades donde no se detecto prevalencia en humanos.
Se realizo la determinacién de anticuerpos séricos contra 7. cruzi a los 94 Canis familiaris,
empleando la técnica de HAI-InDRE tamiz 1:8 y HAI-InDRE semi cuantitativa, resultando 10 Canis
familiaris positivos, 5 a la dilucién 1:16, 4 a la dilucién 1:32 y 1 a la dilucién 1:64.; obteniéndose
una prevalencia del 10.63%. Los 10 Canis familians positivos, fueron de 4 de las 5 localidades
donde se detectd prevalencia de casos indeterminados de trypanosomosis americana en
humanos.

Se pudo observar en este estudio que la prevalencia a anticuerpos contra T. cruzi en reservorios
domésticos fue mas del doble que la prevalencia de casos indeterminados en humanos, por lo
este resultado nos sugirié que los Canis familians son reservorios importantes del parasito
Trypanosoma Cruzi. (Cuadro 29)
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7.8 De la determinacion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en equinos

Se tomaron muestras de sangre a 12 burros, 4 caballos los cuales eran empleados para
transportar paja sobre su lomo, del campo de labor a las viviendas de sus duefios, en las
localidades donde se detecto prevalencia de casos indeterminados de trypanosomosis americana,
en humanos, consideramos que el cargamento de paja era un factor de riesgo para que estos
equinos fueran reservorios de Trypanosoma cruzi , al realizar la determinacién de anticuerpos
contra T. cruzi por la técnica tamiz 1:8 de HAI-INDRE, las 16 muestras de los equinos fueron

negativas. (Cuadro 29)

Cuadro 29
Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi en reservorios domésticos como Canis
familiaris, porcinos y equinos

Especie Ndmero Prevalencia
%
Canis familiaris 94 10.70
Equinos 16 0.00
Porcinos 8 0.00

7.9 De la determinacién de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en porcinos

Se tomaron muestras de sangre a 8 porcinos criados en el transpatio de viviendas habitadas, en
las localidades donde se detecto prevalencia de casos indeterminados de trypanosomosis
americana en humanos; los corrales estaban en condiciones muy precarias, construidos de
paredes de piedra, adobe o madera y techos de tablas de madera, paja o bien laminas de cartény
con piso de tierra, ademas de estar estos porcinos hacinados, por lo que consideramos que estas
condiciones en la que se encontramos a los porcinos, eran factores de riesgo para ser reservorios
del parasito T. cruzi. Al realizar la determinacion de anticuerpos contra T. cruzi por la técnica

tamiz 1:8 de HAI-IINDRE, las 8 muestras de los porcinos fueron negativas. (Cuadro 28)

7.10 De la determinacion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en animales silvestres

Los habitantes de localidades que viven cerca de los cerros, avistan animales silvestres que
merodean de vez en cuando sus viviendas, en la porcidén del Municipio que esta a 2,380 a 2,500
metros sobre el nivel del mar se avistan serpiente, zorra, zorrillo, comadreja, conejo y tlacuache,
en la porcién del Municipio que se encuentra entre los 2,150 a 2,180 metros sobre el nivel del mar
son avistados principalmente serpiente, conejo y tlacuache. Se capturaron 3 zorrillos, 1 zorra, 2
tlacuaches y 5 conejos, los cuales fueron posteriormente liberados, después de habérseles tomado
una muestra de sangre. Se determino a los 9 animales silvestres anticuerpos séricos contra T.
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cruzi con la técnica de HAI-INDRE tamiz 1:8 , resultando solo 2 muestras de éstos positivas.

{Cuadro 30)

Cuadro 30

Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi en reservorios silvestres avistados
por ios habitantes del Municipio de Paimar de Bravo

Conejo silvestre

Especie Namero HAI-INDRE
Zorrillos 3 -
Zorra 1 -
Tlacuache 2 -
5

(2+) 1116

7.11 Relacion de los factores bioticos y abioticos con la determinacion de anticuerpos

contra Trypanosoma cruzi en personas voluntarias que con dos pruebas serolégicas

positivas, resultaron ser caso indeterminado de trypanosomosis americana.

Ji cuadrada para tabla de contingencia 2 x 2 y si el valor de Ji cuadrada es mayor o igual a 3.84, la

probabilidad de que las diferencias encontradas sean debidas al azar es igual o menor de 0.05, y

sera razonable concluir que ser caso indeterminado no es independiente de la exposicion

considerada o bien el factor biético o abiético es determinante para ser caso indeterminado. (@anexo5)

Cuadro 31

Factores bioticos y abiéticos determinantes para ser caso Trypanosomosis americana
indeterminado en el Municipio de Palmar de Bravo

Riesgo
VARIABLE Valor de Relativo
Ji Valorde p RR
cuadrada
Edad 46.25 0.0000000
Afos de radicar 51.52 | 0.0000000
Viviendas con paredes de madera, paima o cartén 10.15 0.0014 5.76
Habitar en localidades < 2,250 metros sobre el nivel del mar 9.03 0.0026
Habitar en localidades donde fueron capturados Triatominos 9.03 0.0026
Viviendas con techo palma, madera o cartén 6.09 0.0131 8.06
Ocupaciéon campesino 8.06 0.0106 3.88
Criar cerdos de traspatio 5.40 0.0385 3.00
Pertenecer al programa PROGRESA-SSA 4.20 0.0090 3.52
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La edad p =0.000000. El riesgo de ser caso indeterminado en este estudio, aumenta con la edad,
asi de los 15 a 25 arios la prevalencia de ser caso indeterminado fue del 0.0%; de 26 a 35 afios
fue del 4.65%; de 36 a 45 afios fue del 4.85%; de 46 a 55 afios fue del 7.69% y de 56 a 65 afios
fue del 5.40%. (Grsfica 17) La prevalencia entre los 26 a 65 afos fue de 5.59%

Grafica 17
Prevalencia de casos indeterminados y la edad de los encuestados
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2) Ailos de radicar, p = 0.0000. A mayor afos de radicar, mayor prevalencia de ser caso
indeterminado, ya que de 10 a 21 afios de radicar la prevalencia fue del 2.80 %; de 22 a 32 afios
fue del 3.73 %, de 33 A 43 arios fue del 6.41%, de 44 a 54 afos fue del 6.97% y del 55 65 arios fue
del 5.26 % (Grafica 18)

Grafica 18
Prevalencia de casos indeterminado y los afios de radicar en el Municipio
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Habitar en viviendas con paredes de paja, madera o cartén p = 0.0186. De las 14
viviendas con esta caracteristica en nuestro grupo de estudio, en 3 de estas habitaron
personas que fueron casos indeterminados, se obtuvo una prevalencia del 21.42 % y un
riesgo relativo de 1:5.76, lo que nos indico, que de 1 persona que se infecto sin tener este
factor de riesgo, existen 6 que se infectarian por tener este factor de riesgo. De las 318
viviendas con paredes de ladrilio o Block, en 14 de ellas habitaron voluntarios que fueron
casos indeterminados, se obtuvo una prevalencia del 4.40 % y un riesgo relativo 1:1. Lo
que se puede observan, que si bien el tener viviendas con paredes de paja, de ldminas de
cartén o de madera es un riesgo alto y tradicionalmente se tiene el conocimiento de que los
Triatominos prefieren anidar en este tipo de viviendas o bien en viviendas con paredes de
piedra o de adobe; nosotros pudimos constatar al relacionar el factor abidtico (viviendas
con paredes de ladrillo o block) con la prevalencia de casos indeterminados y observar
durante la busqueda de Triatominos en este estudio, que los Triafominos se han adaptado
a anidar en viviendas con paredes de ladrillo o block, ya que en las 3 viviendas donde
fueron capturados Tnatominos, fueron viviendas con paredes de ladrillo o block y éstas
estaban repelladas.

El habitar en las localidades que se encuentran a una altura menor de 2,250 metros
sobre el nivel del mar p = .0026 Ya que se obtuvo una prevalencia de casos
indeterminados del 6.96 % entre los 244 voluntarios que habitaban en las 5 localidades
que estdn a una altura de 2,150 a 2,230 metros sobre el nivel del mar, siendo las
localidades de Palmar de Bravo, Cuacnopalan, San Miguel Xaitepec, La Purisima y
Nazareno. En comparaciéon con la prevalencia que se obtuvo del 0.00% entre los 146
voluntarios que habitaban en las 10 localidades que se encuentran a una altura de 2,260 a
2,500 metros sobre el nivel del mar, siendo las localidades de Cuesta Blanca, Amozoquillo,
Cuesta Chica, San Francisco Piletas, Tehuitzo, Guadalupe Piletas, Los Reyes Altamira,
San José Bellavista y las Encrucijadas Primera y Segunda Seccion.

El habitar en localidades que durante este estudio fueron capturados Triatominos p =
0.0026. Ya que de las 244 voluntarios que habitaban en las 5 localidades donde se
capturaron Tnatominos, 17 fueron casos indeterminados, obteniéndose una prevalencia del
6.96%. En las 4 localidades donde no se capturaron Triatominos, de 68 voluntarios se
obtuvo una prevalencia del 0.0%.
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Habitar en viviendas con techo de paja, madera o lamina de cartén p = 0.0131, De las
3 viviendas con esta caracteristica en nuestro grupo de estudio, en una de ellas habito 1
encuestado que fue caso indeterminado, se obtuvo una prevalencia del 33.33 % y un
riesgo relativo de 1:9 lo que nos indico que de 1 persona que se infecto sin tener este
factor de riesgo, existen 9 que se infectarian por habitar en una vivienda con ésta
caracteristica. En este estudio de 233 encuestados que habitaron en viviendas con techos
de laminas de asbesto, metdlicas o de plastico, 9 fueron casos indeterminados
obteniéndose una prevalencia del 3.86% y de 138 encuestados que habitaron en viviendas
con techos de concreto, 7 fueron casos indeterminados, obteniéndose una prevalencia del
5.07%. En este estudio también fue posible observar que en las viviendas donde fueron
capturados Triatominos, 2 fueron de techo de laminas de asbesto y 1 de techo de concreto
repellado. A pesar del mejoramiento de las viviendas que se ha llevado a cabo en este
Municipio, el vector ha ido adaptandose a convivir con los humanos dentro de sus
viviendas, ya que los humanos y reservorios domésticos y peri domésticos somos su fuente
de alimentacion.

Tener como ocupaciéon campesino p = 0.0049. De 149 encuestadas que tienen estas
ocupaciones, 12 fueron casos indeterminados y se obtuvo una prevalencia del 8.05 % y un
riesgo relativo 1:388, lo que nos indico, que de 1 persona que se infecta sin tener este
factor de riesgo, existen 4 que se infectarian por ser campesinas en este Municipio. Esto se
debe a la situacién socioecondémica de las encuestadas, sus viviendas son precarias y
tienen que realizar labores del campo ya sea colaborando en las tierras de ejido o bien
como jomaleras, donde estan mas expuestas a los Triatominos hematéfagos de vida libre y
a la vez atender sus hogares lo que implica almacenar paja y productos agropecuarios en
los patios de sus casas, ademas de estar en contacto con animales de traspatio; la gran
mayoria de estas mujeres pertenecen a los grupos del programa PROGRESA-SSA de la
SEDESOL

Criar cerdos de traspatio p = 0.0385. De 148 encuestados que han criado cerdos de
traspatio, 11 fueron casos indeterminados de trypanosomosis americana, obteniéndose una
prevalencia del 7.38 %; en contra de 242 que no han criado cerdos de traspatio, 6 fueron
casos indeterminados, obteniéndose una prevalencia del 2.47%. Este factor bibtico se
puede deber a que a los cerdos se les tiene en encierro y hacinamiento permanente, y los
materiales con el que estan construidos las paredes y techos de sus corrales, por lo

general fueron de materiales tales como madera, troncos, piedra, adobe, palma, laminas de
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cartdbn y el piso por lo general de tierra; creando el medio ambiente ideal para el
anidamiento de los trnatominos. a pesar de ello en la busqueda de éstos, solo se capturaron
pocos espécimen en un corral, en este estudio se les tomo muestra sanguinea a 8 cerdos y
se les determind anticuerpos contra 7. cruzi , empleando la técnica de HAI-InDRE tamiz
1:8, pero las 8 muestras fueron negativas, se requiere de un tamafio de muestra mas
amplio, ya que en las localidades donde hubo prevalencia en humanos, se tiene
conocimiento de que la crianza de cerdos sigue a la cria de pollos. También es importante
mencionar que de los encuestados que refirieron conocer y haber visto a los Triatorminos
en el entorno peri doméstico, mencionaron a los corrales de los cerdos, principaimente los
de la localidad de la Purisima, donde fueron capturados especimenes de T. pallidipennis
para ellos conocidas como campiotas.

El pertenecer al programa PROGRESA p = 0.0090 De 192 personas de este programa,
13 de ellas fueron casos indeterminados, obteniéndose una prevalencia del6.77% y de 198
personas que no pertenecen a este programa 4 fueron casos indeterminados,
obteniéndose una prevalencia del 2.02 %. }Al realizarse el mismo tipo de anélisis
estadistico, pero comparando a las personas voluntarias en este estudio que no estan
dentro del programa PROGRESA con las que si lo estan, se obtuvo lo siguiente: Las
personas que pertenecen al programa de PROGRESA tienen mayor grado de
hacinamiento p = 0.0023; habitan en las pocas casa con paredes de paja, madera o
laminas de cartén p = .0005; mas de las dos terceras partes habitan en viviendas con
techo de laminas de asbesto o metélicas p = .0019; la tercera parte habita en viviendas
con piso de tierra p = .00000032; las dos terceras partes de sus viviendas tienen fosa
sépticas p = .00022; dos terceras partes conviven con mas de un Canis familians p =
.0013; en el 90% de sus viviendas se refiere la presencia de fauna nociva como ratas o
ratones p =.026.
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8. DISCUSION

El Municipio de Palmar de Bravo tiene un grado de marginalidad alto y en un analisis de
priorizacién por el método de Hanon modificado por Julio Freck sus principales problemas de salud
son las tipicas enfermedades llamadas sociales la desnutricién, enfermedades infecciosas
intestinales, enfermedades respiratorias agudas con sus complicaciones, cirrosis hepatica y
afecciones en el periodo perinatal, 49) la trypanosomosis americana en las zonas reconocidas
como endémicas esta relacionada con este tipo de enfermedades y preferentemente en el ambito
rural. @, 10

En el anterior contexto realizamos la determinacién de la prevalencia a anticuerpos contra 7. cruzi
en humanos e identificamos los factores biéticos y abidticos que la determinan. La prevalencia de
anticuerpos contra 7. Cruzi en humanos en los estudios realizados en México se ha observado que
la prevalencia ha estado en funcién del tipo de muestreo, el tamario de muestra considerando o no
datos oficiales de poblacion de la localidad en estudio, del grupos étareo y del ambito rural, sub
urbano o urbano. (18, 24, 35 - 41) En este estudio el tamafo de muestra se obtuvo a partir de la
poblacién de edad productiva existente en el afio 2000 en el MPB; las encuestas, una realizada en
el estado de Jalisco (39) y la encuesta nacional de seroepidemioiogia ENSE consideraron los datos
oficiales de poblacidén de las localidades estudiadas, aunque la ENSE fall6 en no estudiar mas
ampliamente el ambito rural del pais; (18) efectuamos un muestreo aleatorio simple por lo que
nuestra muestra de poblacion fue homogénea y representativa de cada una de las 15 localidades
estudiadas en este municipio, sin duda alguna podemos decir que es el municipio rural con mas
localidades estudiadas con respecto a la seroprevalencia a T. cruzi en humanos realizada a la
fecha.

Dependiendo de la técnica serologica y el antigeno empieado en la deteccién de anticuerpos
séricos contra T. cruzi, va ha estar influenciado el valor de la prevalencia; (18, 24, 35 - 41) utilizamos
seis técnicas serolégicas diferentes, 3 del INC que empleé como antigeno a la cepa Ninoa (11)y 3
del INDRE que emple6é como antigeno a 15 cepas mexicanas 7 de aislados de humanos y 8 del
vector. (12) A las 380 muestras se les detectaron anticuerpos contra T. cruzi con las técnicas tamiz
INC-ELISA y HAI-InDRE detectandose entre ambas técnicas 17 muestras positivas, la eficiencia
de estas técnicas como sensibilidad, especificidad, limite de confianza de sensibilidad y
especificidad, VP+ y VP-, estuvieron dentro de un rango aceptable; la concordancia entre las
técnicas tamiz fue de un coeficiente Kappa de 0.73 y las diferencias observadas se debieron al tipo
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de antigeno empleado, al método de preparacién que se le dio a los antigenos, las diluciones
hechas a las muestras séricas en cada una de las técnicas y al tipo de técnica.

Aplicando los criterios establecidos por la NOM-EM-001-SSA2-1999 (1) para caracterizar a los
casos indeterminados de la trypanosomosis americana, a cada una de las 17 muestras en el INC
se les efectio también IFI-INC y WB-INC detectandose 13 casos indeterminados; las 11 muestras
que fueron positivas por WB-INC reconocieron el patrén antigénico de la cepa Ninoa y el doblete
de 81 Kd caracteristico de las cepas mexicanas Agripina, Cocula y Filadelfia; (13) en el InDRE a las
17 muestras se les efectud también ELISA-INDRE e IFIFINDRE detectandose 16 casos
indeterminados. Entre ambos institutos detectaron 17 casos indeterminados obteniéndose una
prevalencia de 4.35% y considerando la variabilidad biolégica el limite de confianza de esta
prevalencia fue de 2.32 a 6.36 %, la evaluacion de la concordancia para detectar casos
indeterminados entre el INC e InDRE fue de un coeficiente Kappa de 0.88 una concordancia casi
perfecta, estos resultados aseguran una alta confiabilidad en el diagndstico serologico de la
trypanosomosis americana por parte del INC y del InNDRE. La concordancia entre las pruebas de
diagnéstico serolégico anteriormente ha sido llevado a cabo entre ambos institutos, obteniéndose
un indice Kappa de 0.83 con sueros de pacientes ya conocidos de ser positivos o negativos a
anticuerpos contra T. cruzi. (29)

En el INC realizamos la deteccién del ADN del parasito en 44 muestras de hemocultivos
sembrados en medio de LIT de 11 casos indeterminados 4 muestras de cada uno de estos, por el
método de PCR empleando los oligonucleétidos NKS1y NKS2 (23 pb), (14 el ADN del parasito
fue detectado en 21 de 44 muestras y estuvo presente en todas las fracciones de sangre, en el
plasma, paquete de leucocitos, de plaquetas o de eritrocitos. Se evaldo la eficacia del método de
la PCR en base a los 11 casos indeterminados emitidos por ambos institutos y que quisieron
seguir participando en el estudio, obteniéndose una sensibilidad del 91% y especificidad del 100%,
io que le confiere a este método ser una herramienta sumamente Util en la deteccién del parasito,
ya que las 44 muestras de hemocultivos fueron negativas al parasito cuando fueron observadas al
microscopio; en un anterior estudio realizado por el mismo instituto en fracciones de las unidades
de sangre de donadores positivos a dos pruebas serolégicas la sensibilidad de la PCR fue de 50%
(34), aunque en este ultimo estudio nuestro resultado obtenido es semejante a los de otros estudios
también basados en la especifica ampliacién del ADN de minicirculos de cinetoplasto del parasito;
el realizado en una zona endémica del sureste de Brasil donde se emplearon a los
oligonucleétidos 127y 122 (27 pb) y se concluyd que la sensibilidad de la PCR fue de 96.5 a
100% en comparacion con el diagnostico serolégico (15), aunque la sensibilidad puede variar
dependiendo del area endémica estudiada en ese pais (16) en otro fueron comparados
xenodiagnosticos y diagndstico seroldgico de chagasicos crénicos la sensibilidad de la PCR fue de
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100%. (17) Ademas, observamos que los titulos de anticuerpos contra 7. cruzi en los sueros de
los casos indeterminados en ios cuales en sus muestras de hemocultivo fue detectado el ADN del
parasito estuvieron en el rango de DO de 0.203 2 2.676y se observo el siguiente comportamiento
a un alto titulo de anticuerpos hubo menor deteccién de ADN, a un bajo titulo de anticuerpos
mayor detecciéon de ADN o bien titulo alto de anticuerpos y mayor deteccién de ADN, esto podria
deberse a la variabilidad bioldgica, incluida la respuesta inmune en el binomio huésped-parasito.
La probabilidad de falsos positivos por reacciones cruzadas con el género Lehismania, vy las
especies Trypanosoma rangeli y Toxoplasma gondii puediera quedar descartada en las pruebas
serolégicas empleadas por el INC y el INDRE. Estos resultados nos sugiere que el parasito pudiera
estar en circulacién de la mayoria de los personas positivas a una prueba, en los casos
indeterminados detectados por dos pruebas serolégicas positivas con o sin sintomatologia. En los
electrocardiogramas de 12 derivaciones efectuados a 10 casos indeterminados, en 5 se
observaron alteraciones electrocardiograficas observandose en 3 alteraciones que implican al
sistema de conduccién (2 con bloqueo de rama derecho avanzado y 1 con onda T aplastada), los
otros 2 que no lo implican (1 con crecimiento auricular izquierdo y 1 con isquemia antero-septal
subepicardica); los otros 5 casos indeterminados no presentaron alteraciones
electrocardiograficas, observandose con respecto al nivel de parasitemia y el titulo de anticuerpos
que presentaron los 10 casos indeterminados, no se observo diferencia alguna entre aquellos que
presentaron alteraciones electrocardiograficas y los que no las presentaron. En el grupo de
negativos a dos pruebas tamiz también se presentaron alteraciones que implicaron al sistema de
conduccién (2 con QT largo) y 1 que no lo implica (Sindrome de Long Ganon-Levine); pero es
importante mencionar que las aiteraciones electrocardiograficas que implican al sistema de
conduccién observadas en el grupo que las presentd, han sido observadas en otros estudios
realizados en México; (24y38) sin embargo, se tiene la experiencia en Brasil de que la enfermedad
de Chagas presenta una gran variedad de manifestaciones clinicas, incluso al calificar niveles de
parasitemia, dependiendo de la region endémica bajo estudio. (51)

La aititud fue una caracteristicas geogréaficas del Municipio que influyé en la prevalencia esta
resulto ser un factor abiético determinante para ser positivo a anticuerpos contra T. cruzi p =
0.0032, la prevalencia de casos indeterminados entre 244 voluntarios que habitaban en 5
localidades que estuvieron a una altitud de 2,150 a 2,230 msnm fue de 6.96%, y en los 146
voluntarios que habitaban en 10 localidades que estan a una altitud de 2,270 a 2,500 msnm fue
del 0.00%; la mayoria de las encuestas seroepidemiologicas realizadas y publicadas en México
sobre la trypanosomosis americana han sido en localidades que estan a menos de 2,000 msnm.
(18, 24, 35 - 41) esta es la primera encuesta realizada en que las 15 localidades estudiadas tuvieron
una altitud de mas de 2,150 msnm.

74



75

El habitar en localidades donde fueron capturados Trniatominos fue un factor biético determinante p
= 0.0032 la prevalencia fue del 6.96 % entre 244 voluntarios que habitaban en las 5 localidades
donde fueron capturados Triatominos y en la prevalencia fue del 0.00% entre 86 voluntarios en las
4 localidades donde no fueron capturados Tratominos; las localidades donde fueron capturados
los Triatominos estuvieron a una latitud entre los 2,150 a 2,230 m/nm y en las localidades donde
no fueron capturados estuvieron a una latitud de 2,270 a 2,380 m/nm. Nuestros indicadores
entomolégicos pudieran estar afectados porque en las capturas efectuadas por problemas
culturales de la poblacién no todos permitieron buscar al vector en sus viviendas, no obstante las
especies reconocidas en este estudio fueron 7. barben capturados en 4 localidades y T.
pallidipennis capturados en 1 localidad, ademas fueron capturados ninfas y colectados huevesillos
de T. barbern indicando colonizacién reciente. En México la presencia de los Triatominos ha sido
reconocido en todo el pais preferentemente por debajo de los 2,000 m/nm pero 7. barberi es capaz
de vivir en zonas elevadas de clima templado y frio (11) y es el principal vector de México; 1)
también se confirma el hecho de que la presencia de Triatominos es igual a prevalencia de
anticuerpos contra T. cruzi en humanos y en reservorios animales doméstico e incluso silvestres.
(4, 10) Habitar en viviendas con paredes de paja, laminas de cartén o madera fue un factor abiético
determinante p = 0.0014 y RR = 1:6 y el habitar en viviendas con techos de los mismos materiales
también resulto ser un factor abiético determinante p = 0.031 y RR = 1:9 con estos resultados
concordamos que los Triatominos prefieren infestar viviendas construidas con materiales ligeros; (3,
4,10) en la encuesta de la ENSE el habitar en viviendas con estas caracteristicas conllevaba un RR
1:3 a nivel nacional;, (18) en este estudio 14 casos indeterminados habitaron en viviendas
construidas con otro tipo de materiales ( block o ladrillo, concreto, ldminas de asbesto o
metalicas) que en este municipio son la gran mayoria y en ellas también fueron capturados
Triatominos, se puede decir que los Triafominos se han adaptado y han infestado viviendas
construidas con materiales no precarios. El valor del Riesgo Relativo de habitar en viviendas con
materiales precarios debe sertomado en cuenta cuando se realizan encuestas donde se muestrea
a sus habitantes casa por casa, ya que si no es considerados se corre el riesgo de caer en un
sesgo que repercutiria en el valor de la prevalencia.

La edad de nuestros encuestados fue un factor bidtico determinante p = 0.0000, el valor de la
prevalencia de caso indeterminado aumento con la edad, asi en el rango de 15 a 25 afios que
fueron 69 (17.7%) de los voluntarios la prevalencia fue del 0.00% dato que no concuerda con la
ENSE ya que obtuvieron en este grupo ia mas alta prevalencia, (18) nuestra prevalencia obtenida
aumento entre la tercera y cuarta década disminuyendo ligeramente en la quinta, coincidiendo con
lo observado en la encuesta de la ENSE; (18) por lo que la edad promedio de los casos
indeterminados fue de 41.4 anos, 6 de los casos indeterminados mayores de 36 afios reconocieron
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a los ejemplares de Triatominos, mencionaron haberlos visto en su nifiez y en sus viviendas que
eran de materiales precarios incluyendo viviendas de piedras y en el presente habitan en viviendas
que no son de esos materiales, io anterior nos indica que el mejoramiento de las viviendas
disminuyé el riesgo de adquirir la infeccién por T. cruzi por el valor de la prevalencia obtenido en el
grupo de 15 a 25 afios, aunque la transmisién vectorial se sigue llevando a cabo, pero quizas en
menor proporcion.

Los afios de radicar en el municipio también fue un factor abibtico determinante p = 0.0000 a
mayor anos de radicar mayor prevalencia, esto se explica por el hecho de tener una mayor
oportunidad de re infeccidbn el permanecer mas afios habitando en localidades donde se
capturaron Triatominos y se detectaron reservorios humanos y animales de T. cruzi.

La trypanosomosis americana ha estado presente en poblaciones humanas del medio rural, (4,10)
en este estudio el tener como ocupacioén campesino fue un factor abiético determinante p =0.0178
y RR = 1:4 el cual esta relacionado con la situacién socioeconémica de las personas que
resultaron ser casos indeterminados ya que tienen que trabajar en el campo como jomnaleras
debido a su grado de instruccion, a la falta de otras fuentes de trabajo y por estar mas expuestos a
los Triatominos y reservorios de vida libre y domésticos; a T. barberi se le ha encontrado
infectado con 7. cruzi en condiciones naturales. (52)

El pertenecer al programa PROGRESA-SSA fue un factor abiético determinante p = 0.0216 y RR
= 1.4, el 49% (192) de nuestros encuestados pertenecian a este programa el cual esta planeado
para poblacién en pobreza extrema, que en este estudio resulto ser la poblacién blanco de los
casos indeterminados de la trypanosomosis americana, se obtuvo en este grupo 13 casos
indeterminados obteniéndose una prevalencia del 6.77%; y se distinguen de los restantes
(51%)198 también pobladores de este ambito rural, porque habitan en las pocas casa con paredes
de paja, madera o laminas de cartén p = .0005; mas de las dos terceras partes habitan en
viviendas con techo de laminas de asbesto o metalicas p = .0019; la tercera parte habita en
viviendas con piso de tierra p = .00000032; las dos terceras partes de sus viviendas tienen fosa
sépticas p = .00022; dos terceras partes conviven con mas de un Canis familiaris p=.0013yen el
total de sus viviendas refieren la presencia de fauna nociva como ratas o ratones p =.026, estos
Ultimos son conocidos como reservorios importantes de T.cruzi. 2527y Observamos que el tamafio
de los terrenos en los que habitan las familias de los grupos de PROGRESA no es suficientes
para albergar a la vez su viviendas, corrales de animales y almacenar paja o lefia en el patio, estos
terrenos estan juntos unos de otros formando manzanas en las pequefias localidades que ademas
carecen de servicios publicos. (20, 49)

Los perros domésticos han sido ampliamente implicados como el segundo mas importante
reservorio de T. cruzi, ya que son un riesgo en el conocido ciclo doméstico de T. cruzi y se ha
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visto que son importantes indicadores de infestacién de las viviendas por el vector (25) lo que hace
a un Canis familiaris ser un reservorio importante es su fuerza de infectividad (IF) a diferencia de
la de los humanos, esta persiste debido a su estado nutricional y a que son mas susceptibles a las
re infecciones, (26) en este estudio obtuvimos una seroprevalencia a anticuerpos contra T. cruzi del
10.36% en Canis familians domésticos y mestizos empleando la técnica de HAIMINDRE, la
prevalencia detectada en Canis familiaris es 2.38 veces mayor que la detectada en humanos del
mismo municipio, los Canis familiaris positivos fueron de las localidades donde hubo prevalencia
en humanos y donde fueron capturados Triatominos, por lo que a los Canis familianis se les puede
emplear como indicadores de infestacion por Triatominos y en consecuencia de una probable
prevalencia en humanos, este tipo de estudios se ha llevado desde hace algunos afios con buenos
resultados en Argentina. (26) Los cerdos pueden ser susceptibles a la infeccién por T. cruzi, (2,4 en
este estudio el criar cerdos de traspatio fue un factor biético determinante p = 0.038 este resultado
pudiera deberse a que los cerdos son criados en corrales que estan construidos con materiales
precario, con piso de tierra y estan hacinados condiciones ideales para ser infestados los corrales
por el vector, los encuestados refirieron haber visto Triatominos en los corrales de cerdos, en este
estudio fueron capturados especimenes de T. pallidipennis en la localidad de la Purisima, entre
los pobiadores les dan el nombre de campiotas.

Los encuestados que viven cerca de los cerros, avistan animales silvestres que merodean de vez
en cuando sus viviendas y los cuales no se relacionan con sus animales domésticos a excepcién
de los conejos silvestres y los tlacuaches, se capturaron 3 zorrillos, 1 zomra, 2 tlacuaches y 5
conejos, se les determino anticuerpos séricos contra T. cruzi con la técnica de HAI-InDRE tamiz
1:8, solo 2 muestras de conejos fueron positivas, esto nos indica que es probable la invasion del
ciclo doméstico por mamiferos sinantrépicos infectados y la invasién ocasional del espacio
domeéstico por vectores silvestres, aunque quizas ayuden las fumigaciones peridédicas que se
realizan a los campos de cultivo.

En este estudio se demostrdé que el parasito esta en circulacion en individuos positivos a una
prueba, con dos pruebas con o sin sintomas; de los 17 voluntarios que fueron casos
indeterminados ninguno refirié tener historial de donacion, pero si 21 de los encuestados negativos
a anticuerpos contra T. cruzi, por lo que la razén de probabilidad de ser caso indeterminado de
trypanosomosis americana en el grupo étareo en estudio del MPB fue de 1:20, la de tener historial
de donacién fue de 1:25 y la razén de probabilidad que estas dos caracteristicas se con junten en
un solo individuo fue de 1:11. Los casos indeterminados se sabe que son los responsable de la
urbanizacién de la trypanosomosis americana en donde no existen vectores, a través de la
migracion; ) pero tenemos que considerar que al ampliarse la cobertura de los servicios de salud
en poblacion abierta, y a grupos de poblacién en pobreza extrema como en el programa
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PROGRESA no necesariamente por la migracién se urbanice la trypanosomosis americana, ya
que estas familias pueden tener acceso a hospitales de segundo y tercer nivel que cuentan con
bancos de sangre o bien accedan a estos servicios por el establecimiento ocasional en sus
localidades de industrias que emplean mano de obra no calificada por lo que se convierten en

derechohabientes esporadicos de alguna instituciéon de salud.
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9. CONCLUSION

En este estudio se demostré que en el Municipio de Palmar de Bravo existen los factores bidticos
como la edad de los encuestados, convivir o el criar reservorios domésticos como Canis familiaris y
cerdos y la presencia de Triatominos en las viviendas y los factores abiéticos como la altitud metros
sobre el nivel del mar de las localidades, los aios de radicar en el municipio, el tener como actividad
ocupacional campesino, el habitar en viviendas con techo o paredes de paja, lamina de cartén o
madera y el pertenecer al programa de PROGRESA.

Estos factores fueron determinantes para ser casos indeterminados de la trypanosomosis americana
en el ambito rural de este municipio, detectandose una prevalencia del 4.35% para los habitantes en
edad productiva del Municipio de Palmar de Bravo.

Ademas se demostré que el parasito se encuentra en la circulacién sanguinea de los individuos
positivos a anticuerpos contra T. cruzi a una sélo prueba serolégica, en los casos indeterminados de
la trypanosomosis americana con o sin sintomatologia, observandose ademas una variaciéon en el
grado de parasitemia y titulo de anticuerpos y esto pudiera deberse a la respuesta inmune que se
genera en la relacién huésped-parasito y también a la genética del individuo afectado.
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10. APORTACIONES

1. Deteccién de la prevalencia de la trypanosomosis americana en individuos que habitan en
localidades que estan a mas de 2,000 metros sobre el nivel del mar.

2. Presencia de Triatoma pallidipennis y Triatoma barber dentro de las viviendas y en su entorno en
localidades que estan a mas de 2,000 metros sobre el nivel del mary en un clima de templado a
frio.

3. Deteccién de la prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en reservorios domésticos
como lo son los Canis familiaris.

4. El amplificar el ADN de mini circulos del cinetoplasto del parasito empleando los primers KNS1y
NKS2 de 43 pares de bases y detectar el ADN en muestras de hemocultivos.

5. El demostrar a Trypanosoma cruzi en la circulacibn sanguinea de individuos positivos a
anticuerpos contra Trypanosoma cruzi con una sOlo prueba serolégica y en los casos

indeterminados de la trypanosomosis americana con o sin sintomatologia.
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11 ANEXOS
ANEXO 1.
DEFINICIONES OPERACIONALES:

Altitud: Altura de un punto de la tierra con correlacion al nivel del mar.

Anticuerpo: Proteinas complejas sintetizadas por células especializadas, estas proteina
neutralizan o destruyen antigeno. Los anticuerpos sélo reconocen el antigeno que provocé su
formacién, su actividad biolégica es la de combatir infecciones pero también son nocivos en
alergias y enfermedades autoinmunes

Antigeno: Sustancia de variada naturaleza quimica ajeno al organismo que puede inducir a una
respuesta inmune al ser introducida a la circulacién, determinando la formaciéon del medio de
defensa especifico

Clima: Conjunto medio de condiciones atmosféricas que caracterizan a una regién, y que son
temperatura, presion barométrica, humedad, vientos, precipitaciones etc.

Factor abiético: Sustancia o proceso que no tiene vida, por ejemplo agua, aire, lixiviacién, etc.
Resulta dificil desde el punto de vista ecolégico, separar los procesos biédticos de los abidticos.
Factor biético: Cualquiera de los factores determinados por los seres vivientes de un biétipo,
que contribuyen, junto con los factores fisico- quimicos del mismo, a crear las circunstancias

que hacen posible la existencia de los otros seres que conviven con ellos.

Factor de riesgo: La caracteristica de un individuo o de su entorno que hace que a un individuo
mas susceptible de ser alcanzado por una enfermedad en particular que otro que no posee estas
caracteristicas.

Prevalencia: Nimero de casos de una enfermedad en un momento determinado, dividido entre la
poblacién en riesgo en ese punto dado del tiempo.

Reservorio: El habitad normal en que vive y se multiplica o crece un agente infeccioso
Triatominos: Son insectos del orden Hemiptera, familia Redoviidae y subfamilia Triatomidae
son insectos chupadores se conocen 118 especies, algunas de ellas se les puede encontrar en
viviendas humanas por su adaptacion al ecotopo doméstico y peridoméstico otras son
estrictamente silvestres.

Vector: Al animal que transmite el microorganismo causante de una enfermedad sin sufrirla

él mismo, el microorganismo vive de su ciclo biolégico, por lo general son insectos chupadores.
Vivienda: Cosa en que o de que se ha de vivir, habitacién, género de vida o modo de vivir.
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ANEXO 2

CARACTERIZACION DE LAS VARIABLES

Cuadro 1 _
Caracteristicas de las variables

VARIABLE NIVEL DE MEDICION ESCALA DE MEDICION VALOR

Anticuerpos séricos anti—T. cruzi en

humanos técnica ELISA-INC Cuantitativa Continua de intervalo > 0.241
Anticuerpos séricos anti—T. cruzien
humanos técnica IFIHINC Cuantitativa Continua de intervalo > 1:64
Anticuerpos séricos anti—T. cruzien
humanos técnica HAIFInDRE Cuantitativa Continua de intervalo >1.8
Anticuerpos séricos anti —T. cruzien
humanos técnica ELISA-InNDRE Cuantitativa Continua de intervalo > 0.220
Anticuerpos séricos anti —T. cruzi en
humanos técnica IFI-InDRE Cuantitativa Continua de intervalo > 1:32
Anticuerpos séricos anti T. cruzi en
Canis familiaris técnica HAI-InDRE Cuantitativa Continua de intervalo >1:8
Detecciéon del ADN parasito por Cualitativa Nominal dicotémica Positivo
método de la PCR Negativo
Localidad a < 2,200metros sobre el Si< 2,200
nivel del mar Cualitativa Nominal dicotémica No >2,200

Femenino
Sexo Cualitativa Nominal dicotémica Masculino
Edad Cuantitativa Nominal discreta 15 A 65 afios
Afios de radicar en el Municipio de
Palmar de Bravo Cuantitativa Nominal discreta 10 a 65 afios
Numero de habitantes por vivienda Cuantitativa Nominal discreta 1 a 15 habitantes
Viviendas con techo construido con Si: Madera, palma o lamina de cartén
materiales ligeros Cualitativa Nominal dicotémica No: concreto
Viviendas con paredes construidas Si : Madera, palma o lamina de cartén
con materiales ligeros Cualitativas Nominal dicotémica No: ladrillo o block

Si: piso de tierra

Viviendas con piso de tierra Cualitativa Nominal dicotdmica No: piso de cemento o loseta
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Cuadro 2

Caracteristicas de las variables
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VARIABLE

NIVEL DE MEDICION

ESCALA DE MEDICION

VALOR

Viviendas por disposicién de

Drenaje, letrina, fosa séptica y ras de

excretas Cualitativa Nominal discreta suelo

Si: Tiene perro y gato
Animales domésticos _Cualitativa o Nominal dicotémica No: No tiene perro o gato
Animales de corral como aves, Si: tiene animales de corral
cerdo, caprinos, bovinos y otros Cuantitativa Nominal dicotomica No: No tiene animales de corral
Animales silvestre merodeando la Sl : Los ha visto merodear
vivienda Cualitativa Nominal dicotémica No: No los ha visto merodear

Si: Refieren conocerlos
Conocer a los Triatominos Cualitativa Nominal dicotémica No: No refieren conocerlos

Si: Refieren picadura
Picadura por Triatominos Cualitativas Nominal dicotémicas No: no refieren picadura

Si: refiere haber donado sangre
Donador de sangre Cualitativa Nominal dicotémica No: No refiere haber donado sangre
Institucién de Seguridad Social a la IMSS
que acude a servicio médico o SSA
programa al que pertenece Cualitativa Nominal discreta PROGRESA
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ANEXO 3
FORMATO 1

CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos que se empiearan en la toma de muestras en los pacientes, estan de acuerdo
con las normas éticas, del Reglamento de la Ley General de Salud, en Materia de Investigacién para
la Salud y con la declaracién de Helsinki de 1975, enmendada en 1983.

Por lo que se solicitara el consentimiento informado de los pacientes:

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION CLINICA.

Titulado

Registrado ante el comité local de investigacion con el numero--—------------- El objetivo

Se me ha explicado que mi participacion consistira en

Declaré que se me ha informado ampliamente sobre ios posibles riesgos, inconvenientes, molestias y

beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes

El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos
que se llevaron a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

El lugary fecha

Por medio del presente acepto participar en el proyecto de investigacion | investigador principal me
ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven
de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se
obtenga durante el estudio, aunque este pudiere hacerme cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente Nombre, matricula y firma del investigador
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ANEXO 4
FORMATO 2

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA PARA DETERMINAR FACTORES DE RIESGO EN LA
TRANSMISION DE Trypanosoma cruzi EN LOCALIDADES DEL MUNICIPIO DE PALMAR DE
BRAVOEN EL ESTADO DE PUEBLA.

Fecha:
Localidad del Municipio
Localidad < A 2,200 metros sobre el nivel del mar ( )
Grado de marginalidad de la localidad: ( ) alta ( ) muy alta ( ) media

Folio asignado al entrevistado
Nombre

Domicilio

Sexo ( )

Edad

Cuénto tiempo tienen de radicar en el Municipio
Ocupacion
Cuantas personas viven en su casa?

Caracteristicas de la vivienda (materiales de construccién)

Paredes. ( ) tabique o block ( ) madera o palma ( ) adobe ( ) laminas () piedra
Techo: ( )colado ( )teja ( )laminas (4) palma o madera

Piso: () tierra ( ) cemento ( ) loseta . (

Caracteristicas de saneamiento de las viviendas

( ) drenaje ( )letrina ( ) fosa séptica ( ) ras de suelo

( ) llave publica ( ) llave dentro de la casa o en el terreno ( ) manantial o pozo

Convivencia con animales:

Tiene animales de corral? ()

Cuéles? ( ) pollos ( )caprinos ( ) bovinos ( ) pollos y cerdos ( ) equinos y otros
Convive con animales domésticos?

(1) pemo ( )gato ()

Cuales animales silvestres merodean por su casa?

( ) tlacuaches ( ) armadillo ( ) vibora de cascabel ( ) zorrillo ( ) zorra ( ) otros
Animales de fauna nociva como ratas y ratones merodean su casa? ( )

Conoce a los triatominos? ( )
En que lugar ha visto? ( ) casa ( ) peri doméstico ( ) otro Municipio
Picadura por chiches? ()

Tiene dificultad para deglutir? ()
Tiene problemas de respiracion y agotamiento? ( )
A recibido a donado sangre? ( )

Asiste a recibir servicios de salud o pertenece a alguna programa?: ( )SSA ( )IMSS
() PROGRESA
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Pruebas estadisticas empleadas para medir eficacia y concordancia de las pruebas

serolégicas para al determinacioén de anticuerpos contra 7. cruzi

Tabla de contingencia

+ -
+ a b a+b
- c d c+d
at+c b+c atb+c+d
a = verdaderos positivos Sensibilidad = a/(a+¢)
b = falsos positivos
¢ = falso negativo Especificidad =d /(b + d)

d = verdaderos negativos

Desviacion estandar de sensibilidad y especificidad

DE= pxq p = sensibilidad a/ (a + ¢) 6 especificidad d /(b +d)
n = total de pruebas estudiada

n
Limite de confianza de sensibilidad y especificidad
Sensibilidad + (1.96 x DE)
Sensibilidad - (1.96 x DE)

Especificidad + (1.96 x DE)
Especificidad — (1.96 x DE)

Valor de prediccién (Teorema de Bayes)

Sx P
VP+ = S = sensibilidad
(SxP) + (1-Ex1-P) E = especificidad

P = prevalencia

1 - 8 = diferencia de sensibilidad
1 — E = diferencia de especificidad
1 — P = diferencia de prevalencia

Ex 1-P

VP-=

Ee(a-P+ (1-8x1-P)
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Coeficiente Kappa= Po - Pc

1 - Pc

Pc = concordancia observada=(a+d)/n
Pc = concordancia esperada debida al azar
(@a+b/n)(a+c/m)+(b+d/n)(c+d/n)

Valor de Kappa Fuerza de concordancia
0 a 0.20 Leve

021 a 040 Moderada

041 a 060 Mediana

061 a 080 Sustancial

081 a 10 Casi perfecta

Ji cuadrada para tabla de contingencia 2 x 2.

Caso indeterminado de Trypanosomosis americana

+ -

Factor bi6tico o abiético

Exposicion + a b atb=nx

Factor bi6tico o abiético

No exposicion - ¢ d ctd=nx

a+b=nE+| b+d=nE- a+tb+c+d=n
n(1ad-bei-)
Ji cuadrada =

(a + b)(c +d)(a +c)(b + d)

Razén de posibilidad = Odds ration
Posibiidada/b=[a/(a+b)] / [b/(a+b)]

Posibilidad = proporcién / 1 — proporcidén
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ANEXO 6

PREPARACION DE REACTIVOS

Medio de cultivo LIT

NaCl 40¢
KCI 04¢g
Na2HPO4 80g
Dextrosa 20g

Tryptosa (Difco y Oxoid) 5.0g
Caldo infusion de higado 5.0g
Hemina (Sigma) 25 mg

Aforar a 1,000 con agua, adicionar 100 ml de suero fetal bovino inactivado a 56 °C por 30 minutos.
Medio de cultivo bifasico enriquecido (BHI)

Agar BHI 3749

Dextrosa 10¢

Aforar a 1,000 ml con agua destilada, ajustando a pH 7.2 distribuirlo en matraces Erlenmeyer de
500 ml, vaciando 250 ml en cada uno de elios, esterilizar en autoclave, una vez solidificado se
adiciona un volumen equivalente de solucién salina o PBS 0.01M estéril. Por Uitimo se agrega
suero fetal bovino inactivado a 56°C por 30 minutos para obtener una solucién al 10%.

CuSO4 al 2%

CuSQOs4 20g
Aforar a 100 ml con agua

Tartrato de Nay K al 2%
Tartrato de Nay K 20g
Aforar a 100 ml con agua

Solucién de Na2COs3 al 2% en NaOH 0.1N

NaOH 40g
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Aforar a 100 ml con agua
Na2CO3 2.0 g aforar a 100 mi con la solucién anterior NaOH 0.1N

Solucién Stock de albumina

Albdmina 1 mg
Aforar con PBS 0.01M

Solucion stock de buffer de fosfatos PBS 0.1M

NaCl 80.0 g
KCl 20g
Na2HPO4 11549
KH2PO4 209

Aforar a 1,000 m| con agua

Solucién PBS 0.01M

100 mi de PBS 0.1M aforar a 1,000 mi con agua ( ajustarapH 7.2 a 7.4)
Buffe de Carbonatos 0.01M pH 9.6

Na2CO3 1.059 g

NaHCO3 2930g

Aforar a 1,000 ml con agua (ajustar a pH 9.60 a 9.63)

Buffer Citrato — Fosfato 0.1M pH 5.0

Citrato de Na 294¢g

Aforar a 1,000 ml con agua (ajustar a pH 5.0 con acido fosférico concentrado)

PBS 0.01M-Tween 20 al 0.05%

PBS 0.01M 1,000 ml
Tween 20 0.50 mi
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Solucién de revelado
Orto-fenil-diamina .008 g
20 ml de buffer de citrato-fosfato 0.1M pH 5.0

8 ul. de H202 al 30%
H2S04 2.5N

H2S04 61.3 mi
Aforar a 500 ml con agua

Azul de Evans

Preparar una solucién madre de azul de Evans al 1% en PBS-IFI

Solucion de lavado de TBST (Buffer salino de TRIS adicionado de Tween 20 ~ELISA
Tris—Cl pH 7.5 100 mM

NaCl 0.9%

Tween 20 0.1%

Buffer de citratos pH 5.0

Acido citrico 0.1M
Fosfato de sodio 0.2M

Solucién de bloqueo TBST- leche

Leche descremada en TBST al 5%

Buffer de corrimiento para eléctroforesis (5X)

Glicina (0.38M) 720 g
Tris base (0.05M) 150 g
SDS (2%) 25¢
Agua desionizada 5000 mi



Ajustar a pH 8.3

Buffer de muestra (pH 8.3)

Tris (75 mM) 0.081g
SDS (2%) 0.06 g
Glicerol (10%) 1ml
Azul de bromofenol (0.001%) 0.001g
H20 50 mi

Buffer de transferencia ( Ph 7.8 a 8.4)

Tris base 3.0g¢g
Glicina 144 g
Metanol 200 mi

Aforar a 1000 ml

Gel separador

H20 7.9 mi
Acrilamina 30% 6.7 ml
Tris 1.0M pH 8.8 5.0mil
SDS 10% 0.2ml
APS 10% 0.2ml
TEMED 0.012 mi

Gel concentrador

H20 3.4ml
Acrilamina 0.830 ml
Tris 1.0MpH 6.8 0.630 ml
SDS 10% 0.05 mi
APS 10% 0.05 mi

TEMED .008 ml
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