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Resumen

OBJETIVO: Conocer la seroprevalencia de Trypanosoma cruzi en los bancos de sangre
de la zona oriente de la Ciudad de México.

MATERIALES Y METODOS: Estudio transversal, descriptivo, efectuado de septiembre
de 2017 a septiembre de 2018, en el que durante un afio se analiz6 el suero de indi-
viduos mediante un ensayo ELISA usando un kit comercial (con antigenos de cepas
no endémicas). A los positivos se les realizé un ensayo de ELISA casero y su Western
Blot (usando pardsitos de una cepa endémica de México). Ademas, se revisaron los
expedientes clinicos de los donadores.

RESULTADOS: Se obtuvieron 512 sueros de donadores de sangre; de los positivos por
prueba comercial el 22% eran mujeres. La edad media fue de 35 anos; los limites de
edad fueron de 18 y 65 afios. Las diferentes pruebas mostraron seroprevalencia del 1.4%.

CONCLUSIONES: Existe la enfermedad de Chagas en una zona libre de insecto
transmisor.

PALABRAS CLAVE: Estudios serolégicos; Trypanosoma cruzi; México; bancos de sangre.

Abstract

OBJECTIVE: To know the seroprevalence of Trypanosoma cruzi in the blood banks of
the Western area of Mexico City.

MATERIALS AND METHODS: A cross-sectional, descriptive study done from Septem-
ber 2017 to September 2018, in which the sera of individuals were analyzed using
an ELISA commercial kit (with non-endemic strain antigens). These positive sera were
studied with an ELISA homemade essay, and a Western Blot test (with endemic strain
parasites). Moreover, the donators medical records were studied.

RESULTS: There were obtained 512 sera from donators to the blood bank; 22% of those
positive by commercial test were women. The mean age was 35 years; the age limits
were 18 and 65 years. The different tests showed seroprevalence of 1.4%.

CONCLUSIONS: There is Chagas disease in a free vector area.
KEYWORDS: Seroepidemiologic studies; Trypanosoma cruzi; Mexico; Blood banks.
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ANTECEDENTES

La enfermedad de Chagas es una zoonosis
parasitaria causada por la infeccién con el pro-
tozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que causa
en su fase crénica afecciones cardiacas que
pueden derivar en la muerte de los pacientes.’
En la actualidad aproximadamente 7 millones
de personas estan infectadas y 60 millones mas
estan en riesgo de contraer la infeccién.?

T. cruzi se clasifica en 7 unidades discretas de
tipificacion (DTUs), cada una con su propia
distribucién geografica, variaciones geograficas,
diversas manifestaciones clinicas y diferente
sensibilidad en pruebas serolégicas.’

Antiguamente, se consideraba que la enferme-
dad de Chagas era un padecimiento endémico de
América; sin embargo, debido a los movimientos
poblacionales ahora se considera una enferme-
dad emergente en todo el mundo,' hecho que
puede repercutir en la seroprevalencia de este
pardsito en los bancos de sangre. Incluso, desde
la década de 1990 la Organizacién Panamerica-
na de la Salud (PAHO) ha coordinado iniciativas
para controlar la transmision de este pardsito
via transfusional.” Sin embargo, la transmisién
de esta enfermedad mediante via sanguinea
continda siendo la segunda més importante, solo
antecedida por la via vectorial.?

El diagnostico de la infeccién depende de la
fase clinica en la que se encuentre el paciente.
Sin embargo, actualmente ninguna de las prue-
bas de diagnéstico se considera éptima para la
deteccion de T. cruzi. No obstante, las pruebas
serolégicas son las mds usadas en todas las
fases clinicas; desafortunadamente, debido a
reacciones cruzadas, éstas pueden derivar en
reacciones inespecificas (falsos positivos o falsos
negativos). Por ello, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) recomienda que se realicen tres
pruebas seroldgicas y que, de éstas, dos resulten
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positivas para poder emitir la confirmacién de
la infeccién.?

En México es obligatoria la realizacion de prue-
bas serolégicas para detectar a Trypanosoma
cruzi desde el afio 2012 y se estima que hay 2
millones de personas; sin embargo, el hecho de
que no exista un buen diagnéstico en mas de
la mitad de los pacientes puede derivar en un
diagnéstico erréneo, lo que repercutiria en un
tratamiento inadecuado.?

Al considerar que T. cruzi es polimérfico y los
pardsitos estan ampliamente distribuidos, se ha
demostrado que la mayor parte de las cepas
mexicanas pertenecen al DTU-I,* por lo que
es de interés evaluar si las pruebas serolégicas
realizadas con cepas endémicas del territorio
nacional aportan certeza del diagnéstico de la
infeccion por T. cruzi.

MATERIALES Y METODOS

Estudio de secciones cruzadas, descriptivo,
efectuado de septiembre de 2017 a septiembre
de 2018 para detectar falsos positivos y falsos
negativos y determinar la prevalencia de la enfer-
medad de Chagas en una corte de la poblacién
que reside en la Ciudad de México, con lo que
puede evaluarse la posibilidad de la transmisién
transfusional de T. cruzi.

Las muestras de suero se obtuvieron a partir
de la sangre de donadores de los bancos de
sangre del Hospital General de Iztapalapa Dr.
Juan Ramén de la Fuente, del Hospital de Espe-
cialidades Belisario Dominguez y del Hospital
General de Tlahuac Dra. Matilde Petra Montoya
Lafragua. Todos los donadores firmaron una
carta de consentimiento informado. El proto-
colo experimental fue aprobado por el Comité
de Bioética de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas (ENCB) del Instituto Politécnico
Nacional (IPN).
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Los criterios de inclusion que se aplicaron para
la seleccion de los pacientes fueron: ser adultos
sanos de uno y otro sexo, de 18 a 65 afios de
edad, con peso mayor a 50 kg, sin antecedente
de inmunizaciones, trasplante y que no estu-
vieran embarazadas o lactando, clinicamente
seronegativos al virus de la hepatitis B (HBC),
virus hepatitis C (HCV), Brucella abortus
(BrA), antigenos de superficie de la hepatitis
B (HBrAg), al Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Venéreas (VDRL) y al virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV), acorde con
el protocolo de Normas Técnicas de Bancos de
Sangre (TNBB).

Se excluyeron todas las personas que no fueran
capaces de dar su consentimiento informado,
los que tuvieran comorbilidades, los inmuno-
suprimidos y que hubieran recibido tratamiento
tripanocida previamente.

Todo el protocolo experimental se realiz6 si-
guiendo los principios de la Declaracién de
Helsinki y la participacién de los individuos
en el protocolo fue completamente voluntaria.®

Las muestras de sangre periférica se colectaron
usando el sistema Vacutainer (BD, Nueva Jersey,
Estados Unidos) y separadas mediante centri-
fugacion (1200 g/10 m), guardadas en tubos
Eppendorf, congeladas a -4°C y almacenadas
en ultracongelacién a -20°C hasta su analisis.

Se realizaron tres pruebas serolégicas inde-
pendientes: una prueba de ELISA con un kit
comercial, una prueba de ELISA casera y una
prueba de Western Blot, usando antigenos de NI-
NOA, cepa endémica de México y perteneciente
al DTU-1, solamente se consideraron verdaderos
positivos las muestras que fueron positivas a dos
de estas tres pruebas.®
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Cepa NINOA de Trypanosoma cruzi

Los parasitos fueron sonicados FR-600N (Ultra-
sonics, Pekin, China) y el sobrenadante se us6
como extracto antigénico crudo; las concentra-
ciones de las proteinas se cuantificaron mediante
el método de Lowry.”

ELISA casero

Para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi,
microplacas RIA/IEA Costar 3590 (Corning, Nueva
York, Estados Unidos) fueron sensibilizadas con
extracto crudo de antigeno de epimastigotes
(10 mg/mL) en amortiguador de carbonatos pH
8.3 y bloqueados con solucién de albdmina (Pro-
ductos Quimicos Monterrey SA, México) en PBS/
Tween (0.05%). Los sueros se diluyeron 1:500, se
incubaron 4 h y se lavaron con PBS/Tween. Se usa-
ron anticuerpos anti-IgG conjugados a peroxidasa
de rabano KGaA (Merck, Alemania) y peréxido
de hidrégeno; la reaccion se ley6 a 490 nm en un
lector de ELISA HReader1 (Hlab, EUA).”

SDS-PAGE

El antigeno crudo fue sometido a electroforesis
en geles de poliacrilamida de 1.5 mm con un
gradiente de 12% en el gel que corre y 5% en
el gel de concentracién, con un amortiguador
de SDS (dodecil-sulfato de sodio). Después, el
antigeno fue calentado 5 min a 90°C y sonicado,
el antigeno se diluyé en un amortiguador para
muestras 1:7 (sacarosa 20%, azul de bromofenol
3%, [EDTA] 0.025% pH 6.5) y aplicado al gel.
Se anadié un amortiguador (Tris-glicina 1:20) al
gel de corrimiento y se corri6 la electroforesis
a 100 volts hasta que alcanzé el gel de corri-
miento, después, el sistema de electroforesis se
corrié a 150 volts hasta que la muestra alcanzé
el final del gel.
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Western-Blot

Los polipéptidos en el gel se transfirieron a
hojas de nitrocelulosa (Life Technologies Inc.,
Maryland, Estados Unidos) a 50 volts (150 mA)
a 4°C toda la noche EC-600 (EC Apparatus
Corporation, Florida, Estados Unidos). Las
hojas fueron cortadas verticalmente y tratadas
con una solucién bloqueadora (albdmina 1%,
PBS-Tween 0.05%) a temperatura ambiente
una hora con agitacién constante, lavados
con PBS-Tween 0.05% vy tratados una hora en
agitacion constante con los sueros positivos
diluidos 1:500 en albimina-PBS 1:500 al 1%
a temperatura ambiente. Después, las tiras
se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05%,
tratado con anti-IgG humano acoplado a pe-
roxidasa de rdbano (Merck, Alemania), una
hora a temperatura ambiente en agitaciéon
constante, lavados con PBS-Tween 0.05%, las
tiras se trataron con solucion reveladora con
peroxido de hidrégeno y ortofenilendiamina
(Merck, Alemania); la reaccion se detuvo con
agua destilada.

La caracteristicas clinicas y demogréficas se
obtuvieron de los registros clinicos.

Para correlacionar los grupos de datos se usé una
prueba de ANOVA de dos vias. Diferencias con
valores de p menores de 0.05 se consideraron
significativos. Ademds, se realiz6 un andlisis de
componentes principales (PCA) con una corre-
lacion de Pearson. Una prueba no paramétrica
de Pearson se us6 para correlacionar los datos.
Todo el analisis estadistico se realizé con el pro-
grama GraphPad Prism v.7 (GraphPad Software,
California, Estados Unidos).
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RESULTADOS

Se obtuvieron 512 sueros de donadores de banco
de sangre que se analizaron siguiendo el loga-
ritmo de aceptacién (Figura 1), de los positivos
por prueba comercial el 22% eran mujeres. La
edad media fue de 35 anos; los limites de edad
fueron de 18 y 65 afios. Las diferentes pruebas
mostraron seroprevalencia del 1.4%. Cuadro 1

DISCUSION
En zonas endémicas de la enfermedad de Cha-

gas, como es el caso de México, se ha propuesto
que se hagan campanas referentes a ésta para dar

Desecha

Muestra —— Lz Libera

T. cruzi
- D h
Tamiz esecha
T. cruzi
Libera

Figura 1. Logaritmo utilizado para la aceptacién o
rechazo de muestras para transfusién sanguinea sos-
pechosas de T. cruzi.

Resultados de seroprevalencia de las diferentes
pruebas realizadas

471 8

Chagatest

(n=512) o

ELISA casero

(n =41 14 27 2.7
Western blot

(h=14) 7 7 1.4

Total de muestras: 512.
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a conocer los insectos transmisores y educar a la
poblacidn, con el fin de reducir la probabilidad
de contraer la infeccién y evitar su posterior ex-
portacién a otras areas.® Sin embargo, en México
aun falta informacion epidemiolégica acerca de
la enfermedad de Chagas, hecho que se refleja
en los esquemas usados para el diagnéstico; las
medidas de salud puablica que deben tomarse
son criticas para alcanzar las metas de desarrollo
respecto a la salud publica de la Organizacién
de las Naciones Unidas (ONU) para 2030 (“...
terminar con las epidemias de SIDA, tubercu-
losis, malaria y de las enfermedades tropicales
desatendidas...”).

Asimismo, en los paises no endémicos, el
principal riesgo de transmision es mediante la
donacién sanguinea, lo que hace que la mejoria
del control de la transmision por esta via sea un
area de oportunidad para el sector salud.®

Para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas,
las técnicas seroldgicas son las herramientas
mas eficientes.® En México no se conoce la se-
roprevalencia real de T. cruzi; sin embargo, hay
reportes en algunos estados: Campeche (15%),°
Coahuila (21.1%)," Guanajuato (0%),"" Nuevo
Ledn (1.93%),"? Veracruz (33.7%),"*'* y Yucatan
(0.42%)."5

En cuanto a la Ciudad de México, diversos
autores han reportado diferentes cifras que van
del 0.17%'® a la reportada oficialmente del
0.25%."” De manera interesante, en este estudio
se determind una seroprevalencia del 1.3%, cifra
mas alta que la reportada de otras infecciones,
como el virus de la inmunodeficiencia humana
(0.24%)," lo que confirma que la enfermedad
de Chagas es una enfermedad desatendida, tal
como la clasifica la Organizacién Mundial de
la Salud."

En los centros de salud hay pruebas de diagnés-
tico rapido de la infeccién por T. cruzi, como el
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Chagas Stat Pack Chembio Diagnostic Systems
Inc. (Medford, Nueva York, Estados Unidos)
[deteccién de 1gG contra antigenos de T. cruzi
B13, 1F8, H49/JL7] y el Chagas Detect Plus
InBios International Inc. (Washington, Estados
Unidos) [basado en el antigeno de epitopo mdil-
tiple ITC8.2]. Al comparar la sensibilidad y la
especificidad de éstas contra pruebas de hema-
glutinacion indirecta (IHA), ELISA con antigeno
lisado y ELISA con antigeno recombinante, se
han reportado valores de sensibilidad del 26.6
al 93.4% vy especificidad del 55.2 al 97.3%.2°

La variabilidad en la sensibilidad y la especifici-
dad que muestran tales pruebas se ha atribuido a
multiples factores: al analista, al area geogréfica
de la cepa de T. cruzi, a la via de infeccién del
hospedero, a la especie del transmisor y a la
reactividad cruzada que tenga con otros antige-
nos.?>?! En este caso, la discordancia entre los
resultados puede deberse a que el kit comercial
es menos sensible ya que es menos especifico
contra las cepas endémicas en México puesto
que se fabrica en Argentina usando antigenos
de cepas sudamericanas (DTU-II) y en México
el DTU predominante es el I

Asimismo, ya se ha reportado que los algorit-
mos utilizados oficialmente para el tamizaje
de la enfermedad de Chagas en los bancos de
sangre no corresponden con los estandares su-
geridos por la Organizacién Panamericana de
la Salud (OPS),* esto puede ser la razén de las
bajas seroprevalencias reportadas. Al analizar
las muestras acordes con el logaritmo utilizado
en el banco de sangre (Figura 1), la seropre-
valencia es del 0.47%; sin embargo, esta cifra
es significativamente diferente si las muestras se
analizan usando pruebas confirmatorias hechas
con antigenos de cepas endémicas, lo que arroja
una seroprevalencia del 1.53%.

La importancia de realizar pruebas confirma-
torias acorde con los estandares sugeridos
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por la OPS, que lleven al diagnéstico opor-
tuno, es que el diagnéstico deficiente de esta
enfermedad, probablemente a consecuencia
de métodos de deteccion laxos, como los
establecidos en México,’ se ha asociado con
pacientes con enfermedades cardiacas; un
dato interesante es que el 21% de los pacientes
con cardiomiopatia dilatada son seropositivos
a T cruzi®

Por otra parte, con base en el andlisis de los
expedientes clinicos, se observé que en este
ensayo los donadores provenian de diferentes
partes de México: Ciudad de México (59%),
Veracruz (11%), Estado de México (9%), Puebla
(9%), Guerrero (2%), Chiapas (3%), Oaxaca
(3%), Guanajuato (1%), San Luis Potosi (1%) e
Hidalgo (2%); estados en los que se ha reportado
la presencia del insecto transmisor.? Asf, la ma-
yoria de los donadores provenian de la Ciudad
de México, lugar en el que recientemente se ha
reportado la existencia de Triatoma barberi y
Meccus pallidipennis;** esto puede explicar a la
gran cantidad de seropositivos provenientes de
esta region, a pesar de que histéricamente se ha
considerado una zona libre de transmisor,?> con
lo que este reporte podria cambiar la manera de
ver la seroprevalencia de esta enfermedad en
zonas urbanizadas.

La poblacién de estudio analizada estuvo con-
formada por 78% de hombres y 22% de mujeres
de entre 18 y 65 afos, por lo que la poblacién
mas afectada son los hombres de alrededor de 32
anos. Estos resultados plantean que actualmente
existe transmision activa de la enfermedad de
Chagas y, considerando que los donantes capta-
dos por estas instituciones cumplen criterios de
seleccion estandarizados y que los bancos de
sangre de los centros de salud que participaron
en este estudio son de concentracion, la cifra
de seroprevalencia real (realizando las pruebas
seroldgicas con antigenos de cepas endémicas)
podria ser similar en otros bancos de sangre de
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la ciudad, ya que, actualmente, todos realizan
solo una prueba para la detecciéon de T. cruzi y
emplean kits con antigenos de cepas no endé-
micas del territorio nacional."”

De manera complementaria, en este estudio
se realiz6 la revision histérica de los libros de
registro de los centros de salud desde 2014, y
se observé que en ese afio la deteccién de la
enfermedad de Chagas por prueba comercial
fue muy baja detectando solamente a tres do-
nadores positivos, y en los afios subsecuentes
esta cifra aumenté notablemente, lo que puede
sugerir una mejoria en el tamizaje y prueba para
la deteccién. Sin embargo, en los centros de
salud de concentracién con una tasa menor a
cinco mil unidades de sangre, se ha reportado
que en las pruebas de deteccion de agentes
infecciosos transmisibles por transfusién hay
una gran cantidad de resultados falsos positivos
y negativos.?*

Respecto a la prueba estadistica utilizada en el
tamizaje de la enfermedad de Chagas, ésta no
utiliza la tendencia para la deteccién de enfer-
medades urbanas, como la hepatitis y el VIH,?
puesto que en la Ciudad de México actualmente
se considera una enfermedad importada,?” con lo
que suele haber mayor ndmero de falsos positi-
vos en la deteccién serolégica de la enfermedad
de Chagas.

Hay que tomar en cuenta que, a pesar de que
México muestra un indice muy bajo de do-
nacion altruista (5.2%),%® es obligatorio por la
seguridad social la donacién sanguinea por parte
de familiares y amigos de pacientes que han
tenido algln tipo de intervencién quirdrgica;?
esto representa un panorama de alto riesgo en
relacion con la infeccién por T. cruzi, porque la
urgencia de sangre y hemoderivados promueve
la liberacién rapida de éstos, lo que conlleva a
sobrepasar las deficiencias de la prueba rapida
para la enfermedad de Chagas.
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Aunque en este estudio no se cubrié toda la
Ciudad de México, con lo que la seropreva-
lencia de la enfermedad de Chagas esta siendo
probablemente subestimada, proporciona sufi-
ciente informacién para dar pauta a establecer
la seropositividad de los sueros, mediante al
menos dos técnicas (como lo indica la OMS),
usando antigenos de cepas endémicas de la zona
geografica de la que provengan los donadores,
debido a que esto aporta mayor especificidad a
la prueba.

Por Gltimo, surge la necesidad a posteriori de
realizar un estudio que abarque todos los centros
de salud de la Ciudad de México.

CONCLUSIONES

Se encontr6 una seroprevalencia mayor de la
enfermedad de Chagas en la zona oriente de la
Ciudad de México que la reportada oficialmente,
que muestra la importancia de un mejor manejo
de esta enfermedad, complementando los proto-
colos establecidos con pruebas confirmatorias.

Al Dr. Benjamin Nogueda-Torres (ENCB, IPN)
por mantener y donar la cepa NINOA de Trypa-
nosoma cruzi.
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