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GLOSARIO Y ABREVIATURAS

BFS: Siglas de Buffer Fosfato Salino.

CMIA: Siglas de Inmunoanalisis Quimioluminiscente por Microparticulas.

DGE: Siglas de la Direccion General de Epidemiologia.

Especificidad: Capacidad para detectar a los sanos.

Estadistico Kappa: Es un coeficiente estadistico que se emplea para cuantificar el
grado de acuerdo entre los observadores, corrige el factor azar. Es el estudio de
fiabilidad por equivalencia o concordancia entre observadores.

Exacerbacion: Aumento de la gravedad de una enfermedad.

Falsos Negativos (FN): Es un error por el cual al realizar una exploracién fisica o una

prueba complementaria (un analisis de sangre, etc.) su resultado es normal o no

detecta la alteracion, cuando en realidad hay una enfermedad en el paciente.

Falsos Positivos (FP): Es un error por el cual al realizar una prueba complementaria
(un analisis de sangre, etc.) su resultado indica una enfermedad, cuando en realidad no
la hay.

FITC: Siglas de Isotiocianato de Fluoresceina.

Incidencia (I): Es el numero de casos nuevos personas confirmadas de una
enfermedad durante un periodo de tiempo, dividido por la poblacién total.

LESP: Siglas de Laboratorio Estatal de Salud Publica.

Porcentaje de Acuerdo:

Prevalencia: Es el nimero total personas que presentan sintomas o padecen una
enfermedad durante un periodo de tiempo, dividido por la poblacion con posibilidad de
llegar a padecer dicha enfermedad.

RPM: Siglas de Revoluciones por Minuto.

Sensibilidad: Capacidad del test para detectar la enfermedad.

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad de que un sujeto con un resultado
negativo en la prueba esté realmente sano.

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad de padecer la enfermedad si se

obtiene un resultado positivo en el test.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es ocasionada por la infeccion del parasito Trypanosoma
cruzi, transmitido por via vectorial, transfusion sanguinea, transplacentaria, por
transplantes y oral; es curable en la fase aguda pero puede llegar a ser incurable en
fase indeterminada o cronica. En México, y especificamente en el Estado de Chiapas, a
todos los donantes de sangre se tamizan seroldégicamente contra ésta infeccion y
cuando resultan reactivos se envian a confirmacion para establecer un seguimiento
epidemiologico. El objetivo fue determinar el riesgo residual de transmision y evaluar la
prueba de tamizaje para Chagas. En este trabajo de investigacion se analizaron a un
total de 113,587 donantes de sangre (649 reactivos a Chagas) correspondientes a 4
afios (2012-2015) atendidos en el Centro Estatal de la Transfusién Sanguinea, donde
90.6% fueron hombres y 9.4% mujeres. El 30.2% de los casos reactivos fue poblacién
joven de 23 a 27 afos de edad, el 77.8% fueron donadores de primera vez, la
prevalencia de la enfermedad fue de 0.28 (IC; 0.25-0.31), la incidencia resultd de 23.24
casos por cada 10,000 donadores. El riesgo residual de transmision de la enfermedad
fue de 16% en funcion al nimero de transfusiones (Cerisola, 1972), 0.84 unidades por
cada 100 donaciones 6 5.94 por cada 10,000 donaciones (Cerisola, 1982) y 1 unidad
(0,28%) por cada 354 transfusiones (probabilidad de infeccion). La prueba de tamizaje
BIOFLASH (quimioluminiscencia) result6 con una sensibilidad de 25%, una
especificidad de 100%, un VPP de 100%, un VPN de 13% y un valor Kappa de 0.1
(acuerdo insignificante) al ser evaluada contra IFIFLUOR (inmunofluorescencia
indirecta). A mayor captacion de donantes, mayor es la identificacion de casos de
Chagas en Chiapas, especialmente en poblacién joven gue es la que mayormente dona

sangre.

Palabras claves: Chagas, donadores de sangre, riesgo residual, sensibilidad,

especificidad, kappa



SUMMARY

Chagas disease is caused by infection with the Trypanosoma cruzi parasite, transmitted
by vector, blood transfusion, transplantation and oral; it is curable in the acute phase but
can become incurable in the indeterminate or chronic phase. In Mexico, and specifically
in the State of Chiapas, all blood donors are serologically screened against this infection
and when they are reactive they are sent for confirmation to establish epidemiological
follow-up. The objective was to determine the residual risk of transmission and to
evaluate the screening test for Chagas. In this research work, a total of 113,587 blood
donors (649 reactive to Chagas) corresponding to 4 years (2012-2015) attended at the
State Center for Blood Transfusion were analyzed, where 90.6% were men and 9.4%
women. 30.2% of the reactive cases were young population between 23 and 27 years of
age, 77.8% were first-time donors, the prevalence of the disease was 0.28 (ClI; 0.25-
0.31), the incidence was 23.24 cases per every 10,000 donors. The residual risk of
disease transmission was 16% depending on the number of transfusions (Cerisola,
1972), 0.84 units per 100 donations or 5.94 per 10,000 donations (Cerisola, 1982) and 1
unit (0.28%) for every 354 transfusions (probability of infection). The BIOFLASH
(chemiluminescence) screening test resulted in a sensitivity of 25%, a specificity of
100%, a PPV of 100%, a NPV of 13% and a Kappa value of 0.1 (negligible agreement)
when evaluated against IFIFLUOR (immunofluorescence hint). The greater the
recruitment of donors, the greater the identification of Chagas cases in Chiapas,

especially in the young population, which is the one that mostly donates blood.

Keywords: Chagas disease, blood donors, residual risk, sensitivity, specificity, kappa
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PREFACIO

El trabajo que se presenta, es el resultado del esfuerzo de un grupo de quimicos y
administrativos, que se encuentran involucrados en el procesamiento y confirmacion de
muestras reactivas; asi mismo representa el manejo de informacién confidencial de un
establecimiento publico que atiende a poblaciones presuntamente sanas, que al ser
identificados como portadores de una enfermedad activa 0 que la presentd en algun
momento, genera un grado de discriminacion; no solo familiar, sino ante la sociedad
misma, por lo que es de suma importancia garantizar la confiabilidad de los resultados y

la confirmacién de los mismos.

El estudio se desarrolld6 en el Banco de Sangre Dr. Domingo Chanona Rodriguez del
Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea del Estado de Chiapas, México; y consta de
siete capitulos ademas de anexos y tablas derivados del mismo. El capitulo uno se
refiere al planteamiento del problema y la importancia del trabajo de investigacion, en el
capitulo dos se plasma una informacién basta sobre la enfermedad de Chagas y el
agente causal, las diferentes tecnologias que se utilizan en el diagnostico de ésta
enfermedad infecciosa, principalmente la quimioluminiscencia e inmunofluorescencia,
aspectos importantes sobre banco de sangre y seguridad transfusional, asi como la
evaluacion de pruebas diagndsticas. El capitulo tres son los objetivos generales y
especificos a alcanzar, el capitulo cuatro es la metodologia utilizada que permitieron el
logro de los obijetivos, el capitulo cinco son los resultados sobre la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas en donantes de sangre en funcion al sexo, grupo de edad, tipo
de donador, el riesgo residual de transmision de acuerdo a tres maneras para
determinar y su analisis, asi como la evaluacion de las dos pruebas de diagnésticas
abordadas en éste trabajo (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo, estadistico kappa) clasificados en tablas para su analisis. Finalmente los
capitulos seis y siete corresponden a las discusiones, conclusiones y recomendaciones
gue se generaron del andlisis de los resultados, donde se expone la importancia del

estudio realizado y sobre todo de los hallazgos encontrados.



CONTENIDO

GLOSARIO Y ABREVIATURAS. . ... e
RESUMEN. .. ..ottt
DEDICACION. ... .o
AGRADECIMIENTOS. ... e
PREFACIO. ..o
CONTENIDO . .. .t
LISTA DE TABLAS . .. e

CAPITULO 1. INTRODUCCION. . ...,

1.1

Planteamiento del problema justificacion........................oooeeenni

CAPITULO 2. MARCO TEORICO ... .o

2.1.

2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.

2.1.4.
2.1.5.

2.1.6.

Agente etiologico y enfermedad. ...
Clasificacion taxondmica de TrypanoSOma CruZi.............cceeeeienennnnns.
Ciclo bioldgiCo Yy GeN0OMA. ... v
Enfermedad de Chagas....... ..o
2.1.3.1. Fase aguda.........coiiriiiiiiii i,
2.1.3.2. Fase indeterminada...........cccooviiiiiiiiiiiiii i
2.1.3.3. FASE CrOMICA. .. eue et e e ees
2.1.3.4. Fase Cardi@Ca........ouviriniiniii it
2.1.3.5. Fase digestiVa..........ccoeiiiiiiiii e
EpIdemiologia. ... ..o
Vias de transSmiSiON. ..ot
2.1.5. 1. Vectorial.......ccouiei i
2.1.5.2. Transfusional............ccooviiiii i
2.1.5.3. Trans-placentaria..........ccooeiiiiiiiiiiiii i
2.1.5.4. Portrasplantes. ..o
2.1.5.5. TransmisiOn Oral..........ccoviuiieiiiiiii e

D F= T | 10 13 1o o J

o N O O WwWN

12
13

17
18
18
21
23
23
25
25
25
27
28
31
31
32
32
33
33
34



2.1.6.1. Métodos directos parasitol0giCoS...........cvvvviiiieiniiinnnnnnnn. 34

2.1.6.2. Métodos indirectos parasitoldgiCos. ..........covuieiiiiiinnn.. 35
2.1.6.3. Metodos SerolOgiCoS. .......c.cviriiii i, 36
2.1.6.4. Métodos moleculares...........ccoiiiiiiiiiiii 36
2.2. Banco de sangre y seguridad transfusional........................co 39
2.2.1. SeleccCion de doNantesS. ........o.vuiiie i 40
2.2.2. Procesamiento de muestras y unidades sanguineas....................... 40
2.2.3. HemovigilancCia. ..o 41
2.2.4. Riesgo residual de transSmiSiON.............ouiuiuiiii e 41
2.3. Evaluacion de pruebas diagnOsticas. ..........c.coveiiiiiiiiiiiiiiea 42
CAPITULO 3. OBJIETIVOS.. ..ottt 44
3.1, ODJEtiVO gENETAL ... 45
3.2.  ODbjetivos SPECIfICOS. .. .uuiiiie i 45
CAPITULO 4. MATERIAL Y METODOS........couuuiiiiiiiaaaaaaaaaaeeeeeeeeeeeeenn 46
4.1. Poblacion de estudio..........c.ouiiiieiii i 47
4.1.1. Criterios de iNCIUSION.........ciiiiii e 48
4.1.2. Criterios de eXClUSION.........ciii i 48
4.2. Variables de eStudio.........c..oiiiiiiii 48
4.2.1. Definicion conceptual y operacional de variables........................... 49
4.3. Recoleccion y procesamiento de muestras para Chagas Bioflash...... 50
4.3.1. Interpretacion de resultados..........ccoooiiiiiiiii 51
4.4. Confirmacion de muestras reactivas mediante IFIFLUOR CHAGATEST
WIENER . .. e 52
4.5. Fuente de datos e instrumentos de recoleccion...............cccoeveenen. 55
4.6. Controlde calidad..........ccooeiiiiiii i 55
4.7. Aspectos éticos del trabajo de investigacion......................c.ooen. 56
4.8. ANAISIS de datOS. ......oviii i 57

CAPITULO 5. RESULTADOS. ... .ottt 60



5.1. Caracterizacion epidemiolégica de la enfermedad de Chagas en donantes de
SANGre de ChiaPas. . ......ouiii i 61

5.2. Estimacion del riesgo residual de transmision de Chagas en
(O 31 T= T 0 = 1 PP 64

5.3. Evaluacion de la prueba diagnoéstica BIOFLASH Chagas.................... 66

CAPITULO 6. DISCUSIONES. ......uiiiiieee e 68

CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........cccvvvveennn.. 77

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ouiiiiiee e 80

ANEX O S . 93

Anexo 1. Formato de confidencialidad de la informacion CETS Chiapas......... 93

Anexo 2. Dictamen del Comité de ética en Investigacion del CETS Chiapas.... 94

Anexo 3. Autorizacion para ejecucion del jefe del CETS Chiapas................... 95

CURRICULUM VITAE DEL AUTOR ... 96

11



Lista de tablas

Tabla 1. Distribucion de casos de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre por

sexo, grupo de edad y tipo del donador del CETS, Chiapas, periodo 2012-2015

Tabla 2. Frecuencia, prevalencia e incidencia de Trypanosoma cruzi en donadores de
sangre del CETS, Chiapas, periodo 2012-2015

Tabla 3. Distribucién de casos de Trypanosoma cruzi segun variables socioeconémicas

en donadores de sangre del CETS, Chiapas, 2015

Tabla 4. Riesgo residual de transmision de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre
del CETS, Chiapas, periodo 2012-2015

Tabla 5. Andlisis y evaluacién de la prueba BioFlash Chagas Biokit (QLM) frente a
IFIFLUOR Chagatest de Wiener (IFIl) en el CETS Chiapas, 2015

Tabla 6. Comparacion entre la prueba de tamizaje BioFlash Chagas Biokit y la
confirmatoria IFIFLUOR Chagatest de Wiener, en el CETS Chiapas, 2015

12



CAPITULO 1
INTRODUCCION

13



1.1. Planteamiento del problemay justificacion

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana, es una
enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas y
con riesgo de infeccion de unos 110 millones en 21 paises endémicos de
Latinoamérica. Su importancia radica en su elevada prevalencia, su incurabilidad, las
grandes pérdidas econOmicas por incapacidad laboral, y la muerte repentina de
personas aparentemente sanas. Se contempla dentro de la lista de las principales
"enfermedades desatendidas" (OMS, 2017, Salazar-Schettino et al., 2016).

La problematica actual para ésta enfermedad es prevenir la transmision mediante la
transfusion sanguinea y el trasplante de érganos, problema que afecta a la poblacion.
Las consecuencias de transfundir una unidad de sangre falsamente negativa, es muy
alta y grave; ya que a pesar que se tamiza con tecnologia moderna
(quimioluminiscencia y/o ELISA), el periodo de ventana radica entre 7 y 15 dias, pero
los donantes de sangre que pudieran estar infectados acuden en fase crénica donde los
pardsitos se encuentran enquistados en células musculares y el sistema inmunoldgico

no los identifica y por consecuencia los niveles de anticuerpos son bajos o nulos.

El uso indiscriminado y deficiente solicitud de los productos sanguineos, tanto en los
paises donde el mal de Chagas es endémico como en aquellos donde no lo es; la
implicacién de la transfusion sanguinea como riesgo de adquirir la enfermedad, se ha
estudiado en diversos paises de América Latina, variando los resultados entre el 2.1% y
46.7% (Rohwdder, 2000), del mismo modo existe una falta de cultura y cumplimiento de
leyes y/o normas para promover la identificacibn y evaluacion de las pruebas
diagnésticas mas adecuadas para aumentar el tamizaje y el diagnostico de la infeccion.
El riesgo de transmision fluctia entre 5.6% y 68.3%, dependiendo del niamero de
transfusiones recibidas, que normalmente se calcula de 1 a 20 por paciente (Cerisola,
1972). En México, mucho menos en el estado de Chiapas, no existen reportes, ni

oficiales ni extraoficiales, de una transmisién de Chagas por transfusion; solamente un
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estudio realizado en los afios "80s describié un caso, sin embargo en paises como
Argentina, Colombia y Brasil el sistema de hemovigilancia ha identificado casos por

ésta via.

En México, datos publicados indican una prevalencia que van desde 1.4 hasta 32%,
correspondiente a 1.1 millones las personas infectadas, de acuerdo a las cifras oficiales
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aunque existen otras estimaciones que
van de 1 a 6 millones (Hotez et al., 2013). Esta variacion depende del tipo de poblacion
evaluada, métodos de laboratorio utilizados y la region del pais en que se realizo el
estudio (Sanchez B., et al; 2001).

La infeccion con T. cruzi casi se encuentra en la totalidad del pais, también existe la
presencia de varias especies de Leishmania y otros parasitos antigénicamente similares
que favorecen las reacciones cruzadas y dificil identificacion con pruebas de laboratorio
convencionales. Sin embargo las pruebas que se utilizan en los bancos de sangre,
como auxiliar en la identificacion de donadores infectados, son las mismas que se
utilizan a poblacién abierta o los laboratorio clinicos comunes, ya que se carece de una
prueba Unica de avanzada tecnologia que permita identificar y diferenciar dicha

enfermedad de otras similares serolégicamente.

En la Republica Mexicana son pocos los estudios que se han realizado al respecto
(Goldsmith et al, 2008), quiz& por esto solamente se sabe de un caso de enfermedad
de Chagas postransfusional (Salazar y Col, 1998). En el caso de Chiapas la
seroprevalencia es de 19%, el cual es aceptable toda vez que un estudio comparable
en cuatro zonas geograficas del estado (Mazariegos et al, 2001) y otro mas en una
comunidad rural indigena (Capps y Begofia, 2004) ademas de la informacion
presentada en el V Foro para la Seguridad en Banco de Sangre, indicaron que la

seroprevalencia en Chiapas oscila entre 3 y 28%.

En el Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea y Banco de Sangre Dr. Domingo
Chanona Rodriguez del Estado de Chiapas (CETS-BSDDCR), en los ultimos 5 afos se
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han captado anualmente 8532, 14543, 18215, 29806 y 31706 unidades de sangre
(2010-2014 respectivamente). En dichas unidades se han identificado 26 (0.30%), 53
(0.36%), 143 (0.79%), 153 (0.51%) y 170 (0.54%) donadores reactivos a T. cruzi en el
periodo mencionado. (Informes de ingreso y egresos de sangre y hemocomponentes,
CETS; 2010-2014).

Desde el 2010, en el CETS-BSDDCR se utiliza la prueba de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay o ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas; por sus siglas
en inglés) para detectar anticuerpos de la clase IgG anti-T. cruzi, la que emplea como

antigenos un extracto citoplasmatico y de la membrana de T. cruzi.

La confirmacién de infeccién por T. cruzi debe apegarse al criterio de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de 1990, que establece la reactividad mediante dos técnicas
distintas, el apartado 9.4.14 de la NOM-253-SSA1-2012, establece ademéas que se
debe usar una prueba con una sensibilidad y especificidad mayor o igual a 95%, las
cuales pueden ser ELISA, aglutinacién directa, tira reactiva u otras; para la confirmacion
se deberd utilizar una prueba de deteccién de anticuerpos que contenga un formato
distinto a la prueba empleada en el tamizaje y que tenga una especificidad superior.

La importancia de éste trabajo de investigacion radica en los siguientes puntos:

1) En México y desde luego en Chiapas se carece informacién sobre los riesgos de
transmision de agentes infecciosos por transfusion sanguinea, especialmente
Chagas, que es una enfermedad endémica, y ademas existen registros multiples
transfusiones que oscilan entre 1 a mas de 20 unidades en algunos casos.

2) Realizar hallazgos de importancia en la transmision de enfermedades, toda vez
gue se pueden encontrar portadores del parasito no detectables por serologia.

3) Generar informacion valiosa que permita a la comunidad médica utilizar
transfusiones de hemocomponentes con racionalidad y/o suma necesidad para

disminuir riesgos residuales de transmision de enfermedades.
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4) ElI CETS-BSDDCR fue el primer establecimiento del Instituto de Salud en el
Estado en obtener un Certificado 1ISO 9001; por lo que a tres aflos debe contar
meétodos validados para buscar la acreditacién técnica, especialmente de los

agentes infecciosos que se pueden transmitir.

El riesgo de recibir una unidad infectada con T. cruzi se incrementa en proporcion a la
prevalencia de la infeccion en los donantes de sangre. Se ha estimado que el riesgo de
infeccion después de una transfusién con una unidad infectada varia del 14 al 49%
(Wendwel S., 1995). Este riesgo depende del estado inmunolégico del receptor, del
namero de unidades de productos sanguineos infectados transfundidos, de la

concentracion del parasito en la unidad transfundida y de la cepa del parasito.

Estimar el riesgo de transmision de infecciones por via transfusional resulta de gran
utilidad para monitorear la seguridad de las transfusiones sanguineas y para proveer
informacion que facilite la decision médica para que un paciente reciba una transfusion
alogénica o para utilizar otras medidas terapéuticas. Por ultimo, la seguridad de la
transfusion dependera de lo acertada que sea la indicacion del producto sanguineo que
se prescriba y asi disminuir al maximo el riesgo residual de transmisién, no solo para

Chagas si no para diversos agentes infecciosos que se transmiten por transfusion.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO
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2.1. Agente etioldgico y enfermedad

T. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un parasito complejo que
incluye una amplia poblacion de aislados con variabilidad a nivel biolégico, bioquimico y
genético. La heterogeneidad del parasito ha sido ampliamente estudiada, dando lugar a
la agrupacion de los diferentes aislados de T. cruzi en seis unidades discretas de
tipificacién; DTU I-VI (por su siglas en inglés Dyscrete Typing Unit) (Zingales et al.,
2009).

T. cruzi es un parasito protozoo descrito por primera vez por Carlos Chagas en 1909,
perteneciente al phylum Euglenozoa, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Trypanosoma, seccion Stercoraria y subgénero Schizotrypanum. Este parasito
presenta tres formas morfolégicas principales durante su ciclo de vida; 1) los
tripomastigotes presentes en el torrente sanguineo del hospedero mamifero y los
tripomastigotes metaciclicos en la ampolla rectal del insecto vector, 2) los amastigotes
que se multiplican intracelularmente en las células del hospedero y 3) los epimastigotes
que se encuentran en el tubo digestivo del insecto vector con capacidad de replicacién
celular. Las diferentes formas de T. cruzi se diferencian entre si por la posicién del
cinetoplasto en relacién al nucleo y por la presencia o ausencia de la membrana

ondulante y flagelo (Miles et al., 1999).

2.1.1.Clasificacion taxondmica

T. cruzi es un parasito protozoo flagelado, que se clasifica de la siguiente manera:

» Reino: protista (Goldfuss,1818; Owen, 1858)
» Phylum: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981)
» Clase: Kinetoplastea (Cavalier-Smith, 1981)
» Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)

= Geénero: Trypanosoma (Gruby, 1843)

» Subgénero: Schyzotrypanum (Chagas, 1909)
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= Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)

T. cruzi es una especie heterogénea compuesta por una amplia poblacion de cepas o
aislados que circulan entre los hospederos mamiferos e insectos vectores. La
heterogeneidad del parasito ha sido ampliamente estudiada por métodos biolbgicos,

bioguimicos y moleculares.

Basados en las observaciones del comportamiento biolégico y morfolégico en algunos
aislados de T. cruzi en modelos animales, se propuso la clasificacion de estos en

biodemas.

a) Biodema |, constituido por aislados de rapido crecimiento in vitro, alta
parasitemia y mortalidad en el modelo murino. Las formas infectivas
tripomastigotas se caracterizan por ser delgadas, con extrema virulencia y
tropismo por células del sistema fagocitico.

b) Biodema II, constituido por formas infectivas gruesas miotropicas de baja
virulencia, crecimiento lento in vitro y picos de parasitemias irregulares.

c) Biodema lll, poseen multiplicacion lenta y picos de parasitemia retardados hasta
de 20 a 30 dias post-inoculacion en los ratones y baja mortalidad hasta de 50
dias post-infeccion. Las formas infectivas son morfolégicamente gruesas y con

tropismo por el musculo esquelético (Devera et al., 2003).

La caracterizacion bioquimica de T. cruzi por isoenzimas llevada a cabo inicialmente
por Miles y colaboradores a finales de la década de los 70, permitio la clasificacion del
mismo en tres Zimodemas: Z1, Z2, Z3, de los cuales el Zimodema Z1 prevalece en los
habitats domeésticos y selvaticos en regiones del norte de la amazonia, los aislados Z2
estan correlacionados con el ciclo de transmision domeéstica en los paises del cono sur,
mientras que los del Z3 estan asociados al ciclo de transmision silvestre en la regién
amazobnica (Miles et al., 1977, 1980; Tibayrenc et al., 1986; Gaunt y Miles, 2000).

20



Métodos moleculares como electroforesis de enzimas multialélicas (MLEE) y analisis
por amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD, siglas en inglés de Random
Amplified Polymorphic DNA) permitieron la agrupacion de aislados de T. cruzi en los
linajes 1y 2 (Tibayrenc et al., 1993, 1995; Barnabé et al., 2000), los cuales agrupa en el
linaje 1 a el zimodema Z1, en tanto que en el 2 los zimodemas Z2 y Z3.

Paralelamente, Souto et al. (1996), estudiando las secuencias del gen 24Sa ARNr y del
gen miniexon del parasito, propusieron una clasificacion similar en linajes 1 y 2, con una

asociacion diferente a los zimodemas Z2 y Z1, respectivamente.

Estudios realizados mediante genotipificacion por analisis de multilocus revelaron seis
unidades discretas de tipificacion “DTU” divididas en dos grandes subdivisiones DTU | y
Il (Tibayrenc, 1998; Satellite Meeting, 1999).

Estudios realizados por Brisse et al. (2000) mediante MEEL y RAPD determinan que la
DTU Il era mas heterogénea que la DTUI, la cual fue subdividida en 5 subgrupos
designados desde lla a lle, en donde el zimodema Z3 se relaciona con los subgrupos

llay llc.

Recientemente, en la segunda reunion de expertos en la enfermedad de Chagas

realizada en Buzios, Brasil en Agosto de 2009, la nueva nomenclatura de T. cruzi
corresponde a seis DTU conservando el linaje Tcl la antigua nomenclatura T. cruzi |,
mientras T. cruzi Il corresponde al anteriormente denominado Tc llb, T. cruzi lll a Tc llc,

T.cruzilVaTclla, T.cruziVaTclleyT.cruzi Vl aTc lle (Zingales et al., 2009).

En México los estudios de caracterizacion de cepas de T. cruzi mediante métodos
moleculares como el RAPD han mostrado que las cepas aisladas tanto en el ciclo
selvatico, peridoméstico y doméstico son del genotipo Tc | (Gémez et al., 2011).
Ademas se han reportado diferencias en el comportamiento biolégico de las cepas
pertenecientes a una misma region, tanto en las manifestaciones clinicas como en las

infecciones experimentales (Barrera-Pérez et al., 2001).
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Por otra parte, con el fin de explicar la variabilidad genética de las poblaciones de T.
cruzi se han propuesto dos teorias, la primera basada en la evolucion clonal del
parasito, en donde cada aislado esta conformada por un numero finito de clones y los
cuales van seleccionando dependiendo de la especie del hospedero mamifero y la
especie de insecto vector involucrado en la transmision, proliferando aquellos clones
que mejor se adapten (Tibayrenc et al., 1986). La segunda teoria se basa en la
existencia de posibles eventos de intercambio genético entre los aislados de T. cruzi y
clones, constituyendo asi una poblacién heterogénea del parasito (Sturm y Campell,
2009). De esta forma las DTU IlI-VI correspondian a hibridos resultantes de varios
eventos superpuestos de intercambio genético (Tibayrenc et al., 2002; Westenberger et
al., 2005; Subileau et al., 2009; lenne et al., 2010), en donde se sugiere que las DTU
parentales T. cruzi | y T. cruzi Il dieron lugar a T. cruzi lll y T. cruzi IV y el intercambio
adicional entre T. cruzi Il y lll originé las DTU T. cruzi V y T. cruzi VI. Asi, mientras T.
cruzi | solo participé en el primer evento de hibridacién, T. cruzi Il ha participado en

eventos mas recientes.

2.1.2.Ciclo biologico y genoma

T. cruzi es transmitido al hombre a través de las heces de insectos hematéfagos
infectados de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Estos insectos vectores
colonizan las grietas de las paredes de las viviendas construidas principalmente con
bahareque (lodo con paja), y emergen durante la noche para alimentarse de la sangre
de los habitantes de las mismas. Las formas epimastigotas flageladas se multiplican en
el tracto digestivo del intestino, con posterior diferenciaciéon en la forma infectiva, el
tripomastigote metaciclico, el cual es depositado con las heces en el momento de la
picadura del triatomino vector. Estas formas metaciclicas tienen la capacidad de
internarse in vivo en las células del hospedero, dentro de las cuales se diferencian en
su estadio no flagelado, el amastigote. Las formas intracelulares amastigotas, tras
varias rondas de replicacién se diferencian en tripomastigotes, los cuales son liberados

al torrente sanguineo por ruptura de la célula infectada. El ciclo de T. cruzi se completa
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cuando el insecto vector ingiere durante su comida las formas tripomastigotas
sanguineas y estas se diferencian dentro del mismo en epimastigotes (Tanowitz et al.,

2009; Rassi et al., 2010).

(1) En triatdminos

La chinche ingiere sangre y defeca
tripomastigotes metaciclicos, que

En humanos

0 Los tripomastigotes metaciclicos
penetran diferentes tipos celulares y
se transforman en amastigotes

penetran por sitio de mordida ormucosas ;)
(e}. conjuntiva) &

TnMM 'A‘

8esbno A ©

n Multiplicacion en
tesuno medio

Los tripomastigotes pueden
infectar otras células y
ransformarse en amastigote
El cuadro clinico de,

La chinche ingiere sangre
tnpomasmmes (de sujeto,
0 © infectado)

Epimastigotes en
intestino medio %

L=
c.

1/ A Los amastigotes intracelulares se transforman en
SATSR-HERMMEE-PEILE A\~ Infectante tripomastigotes sanguineos que al ser destruida la célula
A= Diagnostico ingresan a la corriente sanguinea

Imagen 1. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi en triatbminos (chinches besuconas)

y en el humano. Fuente: CDC modificado.

A partir de la informacién obtenida del proyecto genoma de T. cruzi, donde se uso el
aislado CL-Brener (T. cruzi VI), se establecio que el tamafio de su genoma estaba entre
106,4 y 110,7 Mb con un numero estimado de 22,570 genes codificantes. Al menos el
50% del genoma del parasito estd constituido por secuencias repetidas, tales como
familias de genes codificantes para proteinas de superficie tales como las asociadas a
mucinas (MASP), trans-sialidadas (Ts), mucinas y la glicoproteina de Superficie GP63.
Entre otras repeticiones se encuentran las subtelomericas, el elemento repetido SIRE,
el ADN satélite de 195 pb y los retrotransposones VIPER (vestigial interposed
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retroelement), CZAR, L1Tc, NARTc y DIRE (EL-Sayed et al., 2005; Thomas et al.,
2010).

Los genes de T. cruzi se encuentran en grupos o familias arreglados en tdndem con
secuencias intergénicas y sin intrones. Sin embargo también encuentran genes de
Unica copia arreglados en tandem junto a genes diferentes, cada uno flanqueado por

secuencias unicas (Arner et al., 2007).

2.1.3.Enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas, actualmente incluida dentro de las 13 enfermedades
tropicales mas desatendidas de América Latina, se evidencian tres fases importantes:
aguda, indeterminada y crénica (Hotez et al., 2009).

2.1.3.1. Fase aguda

En ésta etapa se presenta malestar general con variedad de manifestaciones clinicas
que se pueden manifestar de 1 a 2 semanas después del contacto con insectos
triatominos infectados o el consumo de alimentos contaminados con el parasito o a
pocos meses después de la transfusion con sangre infectada o transplante de érganos.
En la transmisién congénita, el recién nacido puede ser asintomatico y desarrollar la
enfermedad en las siguientes semanas. En los pacientes chagasicos trasplantados se
puede dar una reactivacion de la enfermedad con un cuadro agudo entre los primeros

meses a 1 afio post-trasplante (OMS, 2002; Bacal et al., 2010; Rassi et al., 2010).

Los sintomas son por lo general moderados y atipicos, como son fiebre,
hepatoesplenomegalia, edema generalizado y se pueden observar algunos signos

caracteristicos como una lesion inflamatoria en el sitio de entrada conocida como
chagoma vy lifadenopatia a nivel local o a nivel de la conjuntiva conocido como el signo
de Romafa. Con menos frecuencia se pueden presentar nausea, vomito, diarrea,

anorexia y exantema generalizado. Finalmente, la muerte puede sobrevenir en el 5-10%
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de los casos, generalmente niflos, alrededor de la cuarta a sexta semana por
complicaciones asociadas a la miocarditis 0 meningoencefalitis o la enfermedad puede

evolucionar a un estado cronico (Brener, 1994; OMS, 2002; Tanowitz et al., 2009).

Los parasitos en la fase aguda se replican asincronicamente dentro de las células del
sistema reticuloendotelial, destruyéndolas y reinfectando nuevas células.
Posteriormente, los parasitos se replican intracelularmente en formas amastigotas, para
luego diseminarse por via sanguinea como formas tripomastigotas, alcanzando el pico
de parasitemia alrededor del décimo dia después de la infeccién (Tanowitz et al., 2009;
Rassi et al., 2010).

La enfermedad en la fase aguda es tan solo reconocida en el 1 al 2% de los pacientes
debido a los sintomas inespecificos presentes. Aunque se puede desarrollar en
cualquier edad, en las areas endémicas se ha visto que los nifios menores de diez afios
son los mas propensos a padecerla, presentandose la sintomatologia mas severa en
ninos menores de dos afos, los cuales pueden desarrollar miocarditis o
meningoencefalitis que puede ser en muchos casos fatal (Tanowitz et al., 1992; OMS,
2002).

Imagen 2. Signo temprano de Romana

Autoras: Dra. Paz Ma. Salazar Schettino y Dra. Martha Bucio Torres
Facultad de Medicina, UNAM
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2.1.3.2. Fase indeterminada

Una vez establecida la infeccibn por T. cruzi, esta puede durar toda la vida del
individuo. La mayoria de personas infectadas no desarrollan sintomas de la
enfermedad, encontrandose asi en la etapa indeterminada o crénica asintomatica
(OMS, 2002; Tanowitz et al., 2009).

Durante esta fase, las personas se sienten saludables y por lo general presentan tanto
radiografias de térax como electrocardiogramas normales. Sin embargo, las pruebas
serologicas permanecen positivas y pueden ser identificados cuando los individuos
asisten a un centro de donacion de sangre. Adicionalmente, los individuos ignoran la
infeccién que padecen durante esta fase, constituyendo asi un reservorio importante de

la infeccion y contribuyendo a mantener el ciclo de vida del parasito (OMS, 2002).

2.1.3.3. Fase crodnica

Alrededor de la cuarta etapa de la vida, del 10-30% de las personas crénicamente
infectadas, comienzan a dar manifestaciones clinicas relacionadas a patologias del
corazdn, eséfago, colon o la combinacion de estas; por lo cual se han agrupado en tres
afecciones principales: cardiaca, digestiva y cardiodigestiva (Tanowitz et al., 2009;
Rassi et al., 2010).

2.1.3.4. Fase cardiaca

La forma cardiaca es la més importante en la enfermedad de Chagas (Moncayo et al.,
2003). Esta forma presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas desde
arritmias leves hasta falla cardiaca y muerte subita. La inflamacién con
acompafamiento de fibrosis en el miocardio resulta en lesiones severas del corazén. A
medida que la lesion miocardica avanza compromete ambos ventriculos con predominio
de insuficiencia del ventriculo derecho. Posteriormente, se dilata el corazén y se altera

la funcién de conductividad por insuficiencia de la valvula mitral y tricuspide. Como otras
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consecuencias del agrandamiento del corazon, a menudo se generan trombos los
cuales son la fuente principal de embolias pulmonares y embolias en otros érganos,
principalmente cerebro, bazo y rifidn, y otras complicaciones como son edema general
y hepatomegalia congestiva (OMS, 2002; Rosas et al., 2005). Los pacientes que
progresan a insuficiencia cardiaca pueden requerir trasplante de corazén (Bochi et al.,
2001; Gomez et al., 2007).

T
EmunE

EEE:
b -4

Imagen 3. Extrasistole ventricular polifocal Imagen 4. Radiografia toracica

(Enfermedad avanzada de Chagas) Fuente: WHO/TDR/Crump

Después de un trasplante de corazén, los pacientes chagasicos corren alto riesgo de
presentar reactivacion temprana de la infeccidbn debido a las condiciones de
inmunosupresion a que se ven sometidos para tal procedimiento (Almeida et al., 1996;
Phan et al., 2006; Bacal et al., 2010), de manera que es de gran importancia disponer
de un método 6ptimo de seguimiento que permita detectar oportunamente una posible
reactivacion en los pacientes e iniciar el tratamiento antiparasitario (Urinovsky et al.,
2003).

Basados en la severidad de las afecciones cardiacas medidas por diferentes ayudas
diagndsticas, como el electrocardiograma que permite detectar las lesiones o alteraciéon
en el miocardio y la radiografia de térax, los pacientes chagasicos han sido clasificados
en diferentes grados de acuerdo al grado severidad de la enfermedad (Kuschnir et al.,
1985):
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a) Grupo 0 (GO): Incluye individuos seropositivos con hallazgos normales en el
electrocardiograma y radiografia de torax.

b) Grupo 1 (G1): Incluye individuos seropositivos con hallazgos normales en la
radiografia de torax pero hallazgos anormales en los electrocardiogramas.

c) Grupo 2 (G2): Incluye individuos seropositivos con hallazgos anormales en los
electrocardiogramas y cardiomegalia en la radiografia de térax.

d) Grupo 3 (G3): Incluye individuos seropositivos con hallazgos anormales en los
electrocardiogramas, cardiomegalia en la radiografia de torax y evidencia clinica

o radioldgica de falla cardiaca.
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Imagen 5. Musculo cardiaco con nido de amastigotes
Fuente: WHO/TDR/ Stammers

2.1.3.5. Fase digestiva

La forma digestiva se presenta con mayor frecuencia en los paises del Cono Sur tales
como Argentina, Brasil y Chile, probablemente por el tropismo de los aislados que
circulan en estas regiones (Campell et al.,, 2004). Esta forma se presenta con la
dilatacion del eséfago (Megaesoéfago) y del colon (Megacolon) desarrollandose entre el
10-15% de los individuos infectados. En estos sindromes se presenta un peristaltismo
desordenado como resultado de la destruccion de los ganglios nerviosos ubicados

dentro de las paredes viscerales (Tanowitz et al., 1992; Brener, 1994; OMS, 2002).
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Imagen 6. Megacolon chagasico

Fuente: WHO/TDR

2.1.4.Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica en el continente americano,
donde se estima que hay alrededor de 10 millones de individuos infectados (OMS,
2010). Durante mucho tiempo se considerd un padecimiento endémico de América, por
ello fue llamado tripanosomiasis americana. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
demostrado la presencia de individuos infectados (principalmente migrantes

americanos) en paises de Europa, Asia y Australia.

Es una enfermedad cronica que afecta la salud y el bienestar de un gran nimero de
seres humanos, ademas de ser una causa de mortalidad y morbilidad en América
Latina, se estima que 16-18 millones de personas se encuentran infectadas y el 25% de
la poblacion de América Central y Sudamérica en riesgo de adquirir la enfermedad
(Memorias Chagas, 2009).
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En México, los datos publicados muestran seroprevalencias entre el 1.4-32%. La
variacion observada depende del tipo de poblacion evaluada, los métodos utilizados y la
region del pais en que se realiz0 el estudio (Sanchez et al., 2001). Actualmente, se
considera que en la Republica Mexicana existen 3 millones de personas infectadas y 10
millones que estan en riesgo de contraer la infeccion (DGE, 1984-2006). Ademas de
existir en nuestro pais mas de 32 especies de triatbminos, vectores pertenecientes a 7
géneros, las principales especies transmisoras son T. logipennis, T. dimidiata, T.
padillepenis, T. rubida, T. rhodnius y T. prolixus (Mazzotti, 1936).

La seroprevalencia y la presencia de la enfermedad de Chagas dependen de un
conjunto de factores, es decir, de la abundancia de triatbminos vectores, el grado de la
infeccion natural, el tipo de vivienda, higiene, las condiciones ambientales y las
necesidades de transfusiones de sangre en las diferentes poblaciones. Esta
enfermedad a diferencia de otras afecciones parasitarias, se relaciona con el desarrollo
socioecondémico del pais y frecuentemente se asocia a enfermedades parasitarias. Se
estima que existe un gran numero de vectores potenciales del agente etioldgico de la
enfermedad de Chagas, de ahi la importancia de los estudios a realizar en cada regién

geografica (Ortega et al., 1976).
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Imagen 7. Mapa de México que muestra la densidad de triatominos

Autor: Victor Sanchez-Cordero, Instituto de Biologia, UNAM
Gaceta UNAM, 31 de enero, 2011
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Imagen 8. Distribucion de la enfermedad de Chagas en América del Norte

Hotez PJ, et al., 2013

Imagen 9. Enfermedades desatendidas: Enfermedad de Chagas.

Transmision por el principal vector. PAHO, 2014
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2.1.5.Vias de transmisioén

2.1.5.1. Vectorial

Existen alrededor de 137 especies reportadas, agrupadas en 6 tribus y 17 géneros, de
los cuales solo los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus son los responsables
de la transmision vectorial de estos parasitos (Galvao et al., 2003). Las especies
predominantes de vectores varian entre los diferentes paises, es asi como en Colombia
y Venezuela, por ejemplo predomina el Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata,
mientras que en Brasil, Argentina, Perd, Bolivia, Uruguay. Guatemala y Chile,
predomina la especie T. infestans (Corredor et al., 990; Molina et al., 2000).

Los vectores viven tanto en el ambiente extra como intradomiciliario del hombre; los
mas comunes son: Triatoma infestans, principal vector desde la linea ecuatorial hacia el
Sur, y Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata al norte de la linea ecuatorial (Ibidem). En
México se ha descrito a Triatoma gerstaeckeri, T. neotomae, T. lecticularia, T. protracta,
T. dimidiata, T. infestans, Dipetalogaster maximus (Molina Garza et al, 2007, Guzman et
al, 1999, Jiménez y Palacios, 1999).

La mayoria de estos insectos se distribuyen en el area silvestre encontrandose
asociados con una variedad de hospederos vertebrados, como son mamiferos que
tienen hébitats aéreos y también algunas aves, y terrestres como los armadillos.

Ademas, se encuentran en areas periodomésticas como las palmas, gallineros y
corrales. En el caso de algunas especies como R. prolixus y T. infestans se han
domiciliado en viviendas en donde encuentran condiciones apropiadas, tales como

techo de palma y paredes de bahareque (Guhl, 1998; Schofield et al., 1999).
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2.1.5.2. Transfusional

Esta es la segunda forma de transmision de T. cruzi mas importante. El parasito puede
sobrevivir hasta dos meses en las unidades de sangre refrigeradas, lo que significa un
gran riesgo para las personas receptoras de este material durante una transfusion
(Botero y Restrepo, 2003). Desde 1993 en México los bancos de sangre realizan el
tamizaje obligatorio de donantes mediante pruebas seroldgicas, lo que ha disminuido

sensiblemente la transmision de la infeccion por esta via (Beltran et al., 2005).

2.1.5.3. Transplacentaria

T. cruzi puede ser transmitido de la madre infectada al feto in Utero a través de la
placenta. La infeccion intrauterina puede ocurrir tanto en la etapa aguda como en la
cronica de la infeccion materna y afectar embarazos sucesivos y gemelares (OMS,
2002). Sin embargo, no todas las madres embarazadas infectadas transmiten la
enfermedad. Los recién nacidos infectados en su gran mayoria son asintomaticos y un
pequefio porcentaje son sintomaticos presentando manifestaciones clinicas
caracteristicas del sindrome de TORCH, tales como prematurez, bajo peso para la
edad gestacional, hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, anemia, fiebre y edemas
(OMS, 2002). En algunos casos los cuadros pueden ser graves, incluso mortales (Lorca
et al., 2005).

Esta via de transmision ha adquirido creciente importancia en los Ultimos afios en
donde la incidencia en los paises del Cono Sur oscila entre 1 y 10% en diferentes zonas
geograficas (Freilij y Altcheh, 1995; Blanco et al., 2000; Rosa et al., 2001; Luquetti et al.,
2006).

La transmision congénita no solo ha tomado importancia en los paises endémicos sino
también en paises en donde no existe transmisién vectorial, como por ejemplo, Estados
Unidos y algunos paises de Europa, en donde las migraciones de mujeres chagasicas

en edad fértil se ha aumentado en los ultimos afos (Bern et al., 2008; Schmunis, 2007).
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2.1.5.4. Por trasplantes

Los receptores de trasplantes poseen un alto riesgo de recibir 6rganos de donantes
infectado con T. cruzi por lo cual deben recibir tratamiento especifico y seguimiento
durante todo el tiempo de inmunosupresion al que se ven sometidos (OMS, 2002). Por
otra parte, en los pacientes chagasicos crénicos debido a que el dafio originado en el
tejido en esta fase de la enfermedad es irreversible, el trasplante de corazon reviste una
opcién importante para estos pacientes. Sin embargo, los individuos corren un alto
riesgo de reactivacion de la enfermedad debido al estado de inmunosupresiéon inducida
para tal procedimiento (Benvenutti et al., 2005; Almeida et al., 2006; Phan et al., 2006;
Bacal et al., 2010). Después de un trasplante, se debe realizar un adecuado
seguimiento de los pacientes que permita detectar una posible reactivacion de manera

temprana y asi poder administrar el tratamiento adecuado (Urinovsky et al., 2003).

2.1.5.5. Transmision oral

Las personas y los animales pueden infectarse con formas infectivas de T. cruzi, a
través de la ingesta de alimentos y bebidas contaminadas con heces de los vectores
infectados, orina de marsupiales infectados o ingesta de animales con alta parasitemia

0 presencia de amastigotes.

Recientemente se han registrado varios brotes que se atribuyen a este tipo de
transmision en diferentes regiones de Brasil, por ejemplo por la ingesta de jugo de cafia
de azucar contaminado (Camandaroba et al., 2002; Coura et al., 2006). En Caracas
(Venezuela) en el afio 2009 en una escuela se presentd un brote oral por la ingesta de
jugo de guayaba contaminado con el parasito. La poblacién afectada fueron 105 nifios
de los cuales 75 desarrollaron cuadros agudos de la enfermedad y un caso mortal
(Alarcon de Noya et al., 2010).
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2.1.6.Diagndéstico

Para el diagnostico de la enfermedad de Chagas existen diferentes métodos, los cuales
son utilizados dependiendo de la fase de la enfermedad en la que se encuentra el

paciente y la via de transmision.

Durante la fase aguda de la infeccién los niveles de parasitemia son altos por lo que es
facil la visualizacion directa del parasito. En la fase crdnica las bajas parasitemias no
permiten facilmente la detecciébn directa y la sensibilidad del hemocultivo vy
xenogiagnéstico disminuyen. Por esta razén el diagnéstico se debe realizar por dos
pruebas serolégicas con principios diferentes que demuestren la presencia de

anticuerpos IgG especificos (OMS, 2002).

Ademas, para hacer un adecuado diagndstico de la enfermedad de Chagas es
necesario tener informacion clinica y epidemiolégica disponible del paciente con
hallazgos clinicos compatibles, resultados de analisis de laboratorio positivos y una
historia epidemioldgica de exposicion (Rosas et al., 2005).

2.1.6.1. Métodos directos parasitoldgicos

El examen directo se efectlia con la observacion al microscopio de una preparacion en
fresco entre porta y cubreobjetos de sangre periférica. Esta técnica permite observar los
movimientos del parasito entre las células sanguineas (Guhl y Nicholls, 2001).

Los extendidos de sangre en gota fina o gruesa coloreados con Giemsa o coloracion de
Field permiten observar caracteristicas morfologicas del parasito, permitiendo asi la
diferenciacion de la especie de Trypanosoma. Sin embargo estas técnicas pierden
sensibilidad cuando los niveles de parasitos no son suficientemente altos, asi que se
requiere utilizar métodos de concentracion (OMS, 2002). Los métodos mas utilizados
son el de Strout en donde se centrifuga la muestra de sangre y el sedimento del suero

obtenido es observado al microscopio.
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Otro método de concentracion es el microhematocrito, frecuentemente utilizado en
muestras de sangre de recién nacidos de madres seropositivas para T. cruzi. Este
analisis consiste en tomar una muestra con un capilar heparinizado y posterior a su
centrifugacion, observar al microscopio la fase leucocitaria en donde se encuentran las

formas tripomastigotas del parasito (Luquetti, 2005).

2.1.6.2. Métodos indirectos parasitolégicos

El hemocultivo y el xenodiagnostico, métodos indirectos clasicos, son altamente
especificos pero presentan baja sensibilidad (50-74%), exigen altos requerimientos
técnicos, invierten mucho tiempo y por lo general no se comercializan en el mercado, de
manera que su ejecucion se lleva a cabo en laboratorios especializados (Luquetti,
2005).

El hemocultivo puede presentar una sensibilidad alta en casos agudos de enfermedad
de Chagas y hasta un 40% de sensibilidad en casos crénicos. Las muestras de sangre
de los pacientes son cultivadas en medios como el LIT (triptosa de infusion de higado) o
BHI (infusion cerebro-corazén). Los cultivos son revisados semanalmente hasta

aproximadamente 6 meses (Guhl y Nicholls, 2001).

El xenodiagndéstico consiste en la demostracion de la presencia de T. cruzi utilizando
insectos vectores sanos, libres de infeccion los cuales se alimentan de sangre del
paciente. Posteriormente, se examina en el microscopio las heces y contenido intestinal
de los vectores en busqueda de epimastogotes y/o tripomastigotes metaciclicos, a los
10- 20 dias en los casos agudos y de 30 -60 dias en los casos crénicos (Maguire,
1999).

Otro método menos utilizado es la inoculacion de ratones y cobayos, a los cuales se les

inocula sangre anticoagulada del paciente. Aproximadamente desde el dia 12 post-
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inoculacién hasta aproximadamente 4 semanas se toma una muestra de sangre del

animal y se observa al microscopio en busca de formas tripomastigotas de T. cruzi.

2.1.6.3. Métodos serolbgicos

Estas técnicas permiten detectar la presencia de anticuerpos contra T. cruzi, siendo las
mas utilizadas la hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) e
inmunoensayo enzimético (ELISA). Segun las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud, un individuo se considera positivo para la infeccion por T. cruzi si
tiene positivas dos pruebas seroldgicas basadas en principios diferentes (OMS, 2002).
En caso de discordancia entre las pruebas se debe efectuar una tercera de principio

inmunoldégico diferente.

Las pruebas serolégicas son sensibles y de gran ayuda en el diagndstico de pacientes
chagéasicos cronicos, sin embargo existen algunos inconvenientes como son los
resultados falsos positivos debido a la reactividad cruzada con antigenos de otros
parasitos como Leishmania spp y T. rangeli o falsos negativos asociados, a la ventana
inmunoldgica post-infeccién y al estado inmunoldgico del paciente (Maguire, 1999;
Gutiérrez et al., 2004).

2.1.6.4. Métodos moleculares

Las pruebas de PCR por su poder de deteccién y especificidad constituyen un método
diagnéstico complementario para la deteccion de T. cruzi en diversas muestras
bioldgicas (Schijman et al., 2011). Sin embargo, algunas pruebas de PCR especificas
del parasito presentan ciertas desventajas como amplificacion de fragmentos
polimorficos (Dorn et al., 1999; Grisard et al., 1999), amplificacion de bandas de
tamafios similares tanto en T. cruzi como en T. rangeli, (Murthy et al., 1992; Silber et al.,
1997; Souto et al., 1999), desviacion de la prueba hacia T. cruzi en el caso de
infecciones mixtas con T. rangeli (Vallejo et al.,, 1999; Vargas et al., 2000) y posible

integracion del KDNA del parasito en el genoma humano (Hecht et al., 2010).
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Entre las pruebas de PCR mas utilizadas como ayuda diagnostica para T. cruzi, se
encuentra la que utiliza los iniciadores S35-S36, los cuales amplifican el ADN del
cinetoplasto con una sensibilidad de hasta 0,015 fg de ADN desnudo del parasito. Esta
prueba ha sido utilizada en el diagndstico de pacientes chagésicos cronicos, siendo
capaz de detectar hasta un parasito en 20 ml de sangre total. No obstante, éstos
iniciadores también amplifican los minicirculos del ADN del cinetoplasto de T. rangeli,
siendo un problema para la identificacion de ambos parasitos en los casos de una
infeccion mixta (Sturm et al., 1989; Vallejo, 1998, Vargas et al., 2000; Pavia et al.,
2007).

Otra de las pruebas de PCR frecuentemente utilizadas es la que amplifica la secuencia
repetida de 195 pb del parasito. Se han disefiado diferentes iniciadores en base a esta
secuencia como son los cebadores TcZ1-TcZ2, los cuales permiten una deteccion
hasta de 8 parasitos en 100 pl de sangre humana. Estos iniciadores han sido utilizados
en el diagnostico de pacientes chagéasicos crénicos y en madres y recién nacidos
(Moser et al., 1989; Barbosa et al.,, 2002; Marcon et al., 2002; Virreira et al., 2003;
Chipman et al., 2006). De igual forma, Liarte et al. (2009) disefiaron una PCR mudltiple
con tres iniciadores la que permite la amplificacion de esta secuencia repetida de 195
pb y a su vez diferenciar los aislados de T. cruzi pertenecientes a las DTU | y DTUII-VI
por la presencia de polimorfismos en la secuencia. La prueba tiene un poder de
deteccion de hasta 10 fg de ADN desnudo del parasito y ha sido utilizada en muestras

de insectos vectores y en sangre de pacientes chagasicos.

En el laboratorio de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana, se
disefio y estandariz6 la prueba de PCR TcH2AF-R especifica para T. cruzi, la cual tiene
un poder de deteccion de hasta de 0,1 fg de ADN desnudo del parasito (Pavia et al.,
2003). Esta técnica amplifica los nucledtidos 16-255 del elemento repetido SIRE de T.
cruzi y no presenta sefial de amplificacion en T. rangeli. Ensayos en triatominos
infectados, natural y experimentalmente, con T. cruzi, mostraron que la PCR TcH2AF-R

permitié la identificacion del parasito en todos los especimenes infectados, con un
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desemperio igual al de los iniciadores S35-S36, considerados como unos de los mas
sensibles para la identificacion de T. cruzi (Pavia et al., 2007). Asi mismo en muestras
de sangre de pacientes chagasicos, se observo que de 156 muestras, 84 (53,8%)
fueron positivas con ambas pruebas, mientras que 89 (57%) fueron positivas por IFl y
ELISA (Gil et al., 2007).

Por otra parte, en los ultimos afios se han desarrollado diferentes protocolos de PCR en
tiempo real para la identificacion y carga del parasito en muestras de sangre y tejido de
pacientes chagasicos haciendo uso de las tecnologias SybrGreen y TagMan (Marcon et
al., 2002).

Existen estudios en materia de Medicina Transfusional, como la del Dr. Angeles Chimal
del Laboratorio de Medicina Transfusional Experimental de la facultad de medicina de la
Universidad Auténoma del Estado de México, que detecto la presencia del linaje TC-II
de T. cruzi en donadores de sangre humana no reactivos por ELISA (Angeles-Chimal,

2014), aplicando pruebas moleculares de PCR.

Diagnéstico de la enfermedad de Chagas de acuerdo a criterios clinicos vy

epidemiolégicos (principalmente con ayuda de métodos parasitolégicos o serolégicos)

Parasitos cualquier método D::l::::gti)aas Sintomatologia Celtetio D(i:aaggéstico o

+ + + Agudo

+ - + Agudo

N + + Agudo

+ + - Indeterminado

- + - Indeterminado

= + + Cronico

- - + No caso

Fuente: Lineamientos para la Vigilancia por Laboratorio de Enfermedad de Chagas. InNDRE—-RNLSP.
Version .01, emitida en Octubre 2012.
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Marco analitico existente en la RNLSP para el Diagnostico
Seroldgico de Chagas
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Imagen 10. Estados de México que cuentan con pruebas serolégicas

para el diagnéstico de Chagas

Fuente: Lineamientos para la vigilancia epidemiolégica de Chagas por laboratorio.
DGE-INDRE-RNLSP. 2015

2.2. Banco de sangrey seguridad transfusional

Uno de los objetivos de los bancos de sangre es proveer sangre segura y de calidad. La
seguridad se basa en tres pilares: la seleccion de donantes, el procesamiento de
muestras y unidades sanguineas y la implantacién de un sistema de hemovigilancia
desde el donante hasta uso en los receptores. La suma de todos es crucial para
mantener un sistema de riesgo minimo de trasmisiones de enfermedades infecciosas

conocidas o emergentes a través de la transfusion.
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2.2.1. Seleccion de donantes

La International Society of Blood Transfusion (ISBT) y la OMS recomiendan que los
donantes de sangre sean voluntarios, altruistas y no remunerados. En diferentes
estudios de riesgo de transmision de enfermedades infecciosas, se ha observado que
aumenta si la sangre procede de donadores que reciben una remuneracion o realizan
donaciones por reposicion directa, en comparacion de aquellos donantes voluntarios.
Ademas de lo anterior, para reducir el riesgo de transmision se debe realizar una
adecuada seleccion de los donantes mediante una entrevista médica antes de la
donacion aplicando las normatividad vigente en cada pais, donde se valoran factores de
riesgos mas importantes asociados al contagio y transmision de enfermedades (msssi,
2004). En Europa y EUA la donacion es 100% voluntaria, situacion que no sucede en
Latinoamérica, donde menos del 25% de las donaciones son voluntarias y altruistas;
esto se debe a que existe incentivos econdmicos o la presion que significa tener que
donar, lo cual conlleva a que se omitan u oculten datos para evitar ser excluidos,
temporal o definitivamente, aumentado con ello el riesgo de transmision de

enfermedades.

2.2.2. Procesamiento de muestras y unidades sanguineas

Las muestras sanguineas obtenidas a los donantes son analizadas para la
identificacion de agentes patdgenos transmisibles por transfusién, bajo un estricto
protocolo y aplicacion de controles de calidad internos y externos, apegados a la
normatividad oficial de cada pais, asi como metodologia de avanzada generacion en las
pruebas de ELISA, Quimioluminiscencia, Hemaglutinacion y pruebas de &cidos
nucleicos (NAT). Pero a pesar de ello existe el riesgo de no identificar un patégeno por
la variabilidad biologica de cada donante o los periodos de ventana de los agentes
infecciosos. El procesamiento de las unidades comprende desde su obtencion,
fraccionamiento y almacenamiento. En las Ultimas décadas, la tecnologia ha avanzado
demasiado con la finalidad de reducir el riesgo asociado a la transfusion, preservando al

maximo la calidad y viabilidad de los productos sanguineos, desde la extraccion
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mediantes equipos de aféresis, la leucorreducion, radiacion, cAmaras de refrigeracion y
congelacion. Algunos estudios han revelado que T. cruzi se mantuvo infectante hasta
por 24 horas a temperatura ambiente, hasta 14 dias entre 2 a 8 °C, y hasta por 1 afio a
-80°C (Hardwick CC et al, 2004).

2.2.3. Hemovigilancia

Un sistema de hemovigilancia comprende todos los procesos destinados a detectar
rapidamente la propagacion de enfermedades transmisibles por transfusion sanguinea
y fomentar la mejora de la seguridad transfusional. Dentro de ellos incluye los estudios
retrospectivos denominados look-back (“mirar atras”), que consiste en investigar
receptores de unidades de sangre de donantes que hayan seroconvertido en
donaciones subsecuentes o volver a analizar la sangre de un donante cuando un

receptor manifiesta una enfermedad infecciosa post-transfusion (msssi, 2004).

En el caso de la enfermedad de Chagas, es importante la hemovigilancia
principalmente en receptores inmunodeprimidos que presenten infecciones agudas
graves que pueden ocasionar la muerte. En pacientes inmunocompetentes también
pueden haber casos de transmisién de T. cruzi, pero leves o incluso asintométicos de

algunas de las formas o fases de la enfermedad.

2.2.4. Riesgo residual de transmision

La transmision de infecciones por via transfusional es una complicacion de gran
importancia en relacion con la morbimortalidad en receptores de sangre. La
trascendencia de la infeccidén radica en que donantes aparentemente sanos pueden
tener infecciones, sobre todo virales, y en que frecuentemente no existe disponibilidad

de tratamientos.

A lo largo del tiempo se fueron incrementando las medidas para disminuir el riesgo de

transmision de estas infecciones y en la actualidad, en los paises desarrollados, es muy
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baja la posibilidad de desarrollar una enfermedad infecciosa como resultado de una
transfusion, particularmente cuando se la compara con otros riesgos derivados de las

practicas médicas.

Existen cuatro razones por la puede existir dicha transmision; el periodo de ventada
propia del agente infeccioso, donantes asintomaticos portadores cronicos, mutaciones o

cepas no detectables y los errores técnicos de laboratorio.

El riesgo potencial de transmision de enfermedades por via transfusional se puede
estimar revisando los registros de las donaciones de sangre, los procedimientos de
tamizaje realizados y la prevalencia de los marcadores en las poblaciones estudiadas.
Por ejemplo, de acuerdo a la sensibilidad analitica de la prueba para Hepatitis B, se
estima un riesgo residual de transmisién de 1:250,000 unidades, de acuerdo al periodo
de ventana e incidencia de la enfermedad existe un riesgo residual de 1:63,000
unidades. Para hepatitis C 1:103,000; VIH oscila en 1,2% (1:450,000 a 1.660,000) por
unidad transfundida, hoy en dia que se usa el p24 se calcula de 1:9,000,000; para la
enfermedad de Chagas se ha calculado que el riesgo oscila entre 14 a 49% (Pérez A,
Segura E, 1989).

2.3. Evaluacién de pruebas diagndsticas

Evaluar las pruebas diagnosticas es un disefio transversal, hoy en dia catalogadas
dentro de los disefios analiticos, en el que se seleccionan dos grupos de individuos, un
grupo que padece la enfermedad y otro sin ella, y se comparan los resultados obtenidos
con la nueva prueba diagnéstica en dichos individuos con un estandar de oro (o criterio
de referencia o patron de referencia). La validez diagndstica se determina por distintos
pardmetros: la sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Estos parametros
permiten cuantificar la capacidad de la prueba para clasificar correcta o erroneamente a

una persona, segun la presencia o ausencia de una enfermedad (Lopez EA, 2001).
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El diagndstico de la enfermedad de Chagas cronica se hace a través de pruebas
seroldgicas para la deteccidon de los anticuerpos del parasito. Una sola prueba no es lo
suficientemente sensible y especifica para hacer el diagnostico. Por esta razén, el
procedimiento estandar es realizar dos 0 mas pruebas que usan diferentes técnicas y
detectan los anticuerpos de diferentes antigenos. Dos técnicas frecuentemente
utilizadas son el enzimoinmunoanalisis de adsorcion (elisa), la prueba de anticuerpos
inmunofluorescentes (IFA) y quimioluminiscencia. Para aumentar la precision del
diagnostico, se tiene que prestar especial atencidon a los antecedentes médicos del
paciente para identificar posibles riesgos de infeccion que puedan ser de utilidad en la
evaluacién (CDC, 2016).
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CAPITULO 3
OBJETIVOS
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3.1. Objetivo general

" Determinar el riesgo residual de transmisién de la enfermedad de Chagas
y evaluar la prueba diagnéstica BIOFLASH Chagas en el Centro Estatal

de la Transfusién Sanguinea de Chiapas, en el 2015.

3.2. Objetivos especificos

" Caracterizar epidemiol6gicamente de los casos de enfermedad de Chagas
en donadores de sangre de Chiapas

. Estimar el riesgo residual de transmision de Chagas en el Estado

" Evaluar la prueba diagnéstica BIOFLASH Chagas para el tamizaje de

donadores reactivos a T. cruzi.
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CAPITULO 4
MATERIAL Y METODOS
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Este trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Centro Estatal de la Transfusion
Sanguinea (CETS), dependencia del Instituto de Salud del Estado de Chiapas (ISECH),
donde se recolectan, analizan, fraccionan, almacenan y distribuyen sangre y sus
componentes, especificamente en el Laboratorio de Serologia Infecciosa, siguiendo los
lineamientos de la NOM-253-SSA1-2012; Norma Oficial Mexicana para la disposicién

de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos.

Se realiz6 un disefio de estudio de tipo transversal y un disefio analitico de evaluacion
de pruebas diagndsticas; destinadas para determinar el riesgo residual de transmision
de la enfermedad de Chagas mediante la formula propuesta por Cerisola: Probabilidad
de infeccién (Pix)= 1 - probabilidad de no infeccién (Pnoinf) por transfusion; de donde Py,
inf €S = (1 - X)", donde X = indice de infeccién de los donadores de ese banco y n =
namero de transfusiones recibidas (registradas en fraccion); asi también mediante el
calculo de proporciones en funcién al nimero de unidades captadas y las incidencias
de casos identificados mediante el laboratorio. La validez y seguridad de la prueba
BIOFLASH Chagas se determind a través de los parametros de Sensibilidad,
Especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y el indice
Kappa.

4.1. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio estuvo integrada por los donadores efectivos de sangre total y
plaquetas reactivos (R), zona gris (ZG) y No reactivos (NR) a T. cruzi que acudieron al
CETS-BSDDCR vy los puestos de sangrado integrados a la red estatal del afio 2012 al
2015 para el andlisis de riesgo y del periodo enero a diciembre del 2015 para la

evaluacion de la prueba.

Se consider6 un 10% de muestras no reactivas seleccionadas aleatoriamente, de
acuerdo a lo establecido en la NOM-032-SSA2-2010, el apartado 7.3.2.5 sobre control
de calidad en el diagnéstico de la enfermedad, de ésta manera determinar las variables

de validez y seguridad de la prueba BIOFLASH Chagas.
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Para estimar el riesgo residual de transmision de T. cruzi, se incluyeron los donadores
repetitivos (2 o mas donaciones en el periodo de estudio) y los donadores nuevos
(primera donacién en el periodo de estudio) que hayan donado en el periodo de estudio;
calculando la incidencia y prevalencia de enfermedad con un 95% de significancia a
partir de los casos confirmados y el total de donaciones efectivas, numeros de
transfusiones promedios de los establecimientos con mayor demanda de

hemocomponentes sanguineos en el estado de Chiapas.

Se excluyeron muestras de donadores que por algun motivo no se logré obtener, por

bolsa rota, muestra insuficiente, muestra contaminada, y otras.

4.1.1. Criterios de inclusion:

Todos los donadores de sangre que pasaron la valoracion médica y los

requisitos de biometria hematica considerados como aptos para donar.

4.1.2. Criterios de exclusion:

Donadores de sangre que hayan sido excluidos por aumento o descenso
de los parametros de la biometria hematica.

4.2. Variables de estudio

= Edad

= Grupo etario
= Sexo

= QOcupacion

» Escolaridad

=  Estado civil
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Definicion conceptual y operacional de variables

VARIABLE TIPO DE DEFINICION DEFINICION CATEGORIA O
VARIABLE | CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES
Edad Cuantitativa | Tiempo en afos | Edad reglamentaria para | Edad en afios (18
Ordinal que ha vivido una | donacion de sangre y sus a 65)
persona u otro ser | componentes, cuyo dato se
Vvivo contando | obtendra de la historia clinica
desde su | de acuerdo a lo declarado
nacimiento por el donante y se obtendra
del expediente clinico, de
acuerdo a lo declarado por el
(la) donante.
Grupo etario Cualitativa Grupo de personas | Grupo de personas con la | Grupos de edad
Nominal que tienen la | misma edad que se ubican en afnos:
misma edad dentro un rango
especificado, cuyo dato se 18a 22
obtendra de la historia clinica 23 a?27
de acuerdo a lo declarado 28a32
por el donante y se obtendra 33a37
del expediente clinico, de 38a42
acuerdo a lo declarado por el 43 a 47
(la) donante. 48 a 52
52 0 més
Sexo Cualitativa Condicién organica, | Sexo declarado por el = Hombre
Nominal masculina 0 | donador de sangre © = Mujer
femenina, de los | aféresis, cuyo dato se
animales y las | obtendra de la historia clinica
plantas 0 el sistema informatico
SABS.
Escolaridad Cualitativa Conjunto de cursos | M&ximo grado de estudio = Sin
Nominal académicos oficial declarado por el escolaridad
culminados donante al momento de ser * Primaria
oficiales de un | registrado en el sistema = Secundaria
individuo realizado | informatico SABS, cuyo dato » Preparatoria
en un | se obtendr4 de la historia = Licenciatura
establecimiento clinica = Posgrado
docente
Ocupacion Cualitativa Trabajo, empleo, | Situacion laboral declarado = Empleado
Nominal oficio que | por el donante al momento = Desempleado
desempenia una | de su registro en el sistema = Negocio
persona por el cual | informatico SABS, cuyo dato propio
recibe una | se obtendra de la historia
remuneracion clinica
econémica
Estado civil Cualitativa Situacion de las | Condicion civil que = Soltero
Nominal personas fisicas | manifiesta o expone el = Union libre
determinada por | donante al momento de = Casado (a)
sus relaciones de | otorgar sus datos = Divorciado
familia, que | personales, cuyo dato se = Separado
establece  ciertos | obtendra de la historia clinica = Viudo
derechos y
deberes.
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4.1. Recoleccién y procesamiento de muestras para BIOFLASH

Chagas

La recoleccidn y registro incluyé datos desde el afio 2012 al 2015, y las muestras a
partir del dia 01 del mes enero de 2015 culminando el dia 31 del mes de diciembre del

mismo afo.

Todas las muestras de sangre se tomaron mediante el sistema de extraccion al vacio
en tubos nuevos, estériles y de 6 mililitros, el flebotomista estaba capacitado y tenia
experiencia en tomas de muestras lo que permitio evitar la hemolisis de las mismas por
traumatismo en la zona de puncion; se dejaron de 15 a 20 minutos en reposo para que
se llevara a cabo la coagulacion completa, posteriormente se centrifugaron por 10

minutos a 3500 RPM (revoluciones por minuto).

Se procedid a separar el suero en dos contenedores; 1 mililitro de suero en un tubo
Eppendorf para congelarla a -20 °C y el resto de suero en un tubo seco y limpio de
vidrio de 13 x 75 cc (centimetros cubicos), para el procesamiento en el equipo
BIOFLASH (método quimioluminiscencia) segun manual de operaciones y cursos de
capacitacion que recibié el personal adscrito al area de Serologia Infecciosa, por parte

del proveedor del analizador.

Antes de cada corrida se procesaron los controles positivo y negativo propios de la
prueba BIOFLASH Chagas, para validar la corrida. Las muestras que resultaron

reactivas se procesaron por duplicado obteniéndose dos lecturas.

El descongelamiento de las muestras resguardadas en los tubos Eppendorf se realizé a
temperatura ambiente por 15 a 20 minutos, se homogeneizaron por inversion del tubo
por 10 veces y se ultra centrifugaron nuevamente a 13,000 RPM durante 10 minutos,
antes de ser procesados por la prueba confirmatoria IFIFLUOR CHAGATEST WIENER
(FTA-ABS) en el Laboratorio Estatal de Salud Publica (LEPS), considerada como
estandar de oro.
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Las muestras que resultaron reactivas por la prueba BIOFLASH Chagas fueron
enviadas al LESP para su confirmacion mediante la prueba IFIFLUOR CHAGATEST
WIENER (FTA-ABS), junto con las muestras no reactivas que se seleccionaron de

manera aleatoria para su procesamiento.

BIO-FLASH Chagas permiti6 una deteccion especifica y de alta sensibilidad de los
anticuerpos anti-T. cruzi mediante el uso de antigenos recombinantes. Las
microparticulas paramagnéticas se mezclaron e incubaron con la muestra, donde los
anticuerpos presentes contra T. cruzi se combinaron con los antigenos especificos,
después de una separacion magnética y lavado para eliminar la muestra residual, se
afiadié un trazador que consiste en anticuerpos anti-lgG y anti-lgM humanas marcados
con Isoluminol que se unen a los anticuerpos capturados por las microparticulas. Tras
una segunda incubacién, separacidbn magnética y otro lavado, se afadieron los
reactivos que activan la reaccion quimioluminiscente. El lumindmetro del BIO-FLASH
midié la luz emitida como unidades relativas de luz (URL), que son directamente
proporcional a la concentracion de anticuerpos especificos frente a T. cruzi en la

muestra.

El BIO-FLASH Chagas utiliza un método de reduccion de datos con ajuste a una curva
logistica de 4 parametros (4PLC) para generar una Curva de Calibracion Maestra
(CCM). Esta curva viene predefinida, depende del lote y se almacena en el instrumento
a través del codigo de barras del cartucho. Con la medicion de los calibradores (que se
suministran en un kit aparte), la CCM predefinida se transforma en una Curva de

Calibracién de Trabajo (CCT) nueva y especifica para el instrumento.

4.1.1. Interpretacion de resultados

La cantidad de analito en cada muestra se determiné a partir de la luz emitida (URL),
mediante interpolacion en la Curva de Calibracibn de Trabajo almacenada. Los

resultados de BIO-FLASH Chagas se expresaron como S/CO (Senal de la
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muestra/Valor de corte). Como el ensayo es cualitativo, el valor numérico del resultado

sbélo es indicativo de la cantidad de anticuerpo presente. La determinacion de

anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi con el ensayo BIO-FLASH Chagas se interpret de

la siguiente manera:

a)

b)

Las muestras con un resultado < 0,90 S/CO se consideraron no reactivas
(negativas).

Las muestras con un resultado = 0,90 y < 1,00 S/CO se consideraron
indeterminadas (zona gris).

Las muestras con un resultado = 1,00 S/CO se consideraron reactivas

(positivas).

4.2. Confirmacion de muestras reactivas mediante IFIFLUOR

K/
0’0

D)

L)

D)

,

CHAGATEST WIENER (FTA-ABS)

Reconstitucion del buffer fosfato salino (BFS)

Se disolvio el sobre del buffer en 1 litro de agua destilada. Dicho preparado es

estable conservandolo en refrigeracion hasta 4 semanas.

Dilucidon de las muestras

El suero problema se inactivd por 30 minutos a 56°C y luego se realizd una
dilucion 1/5 en sorbente (0.02 mL de suero en 0.08 mL de sorbente). Se
diluyeron los controles del equipo en la misma forma, utilizando sorbente. Se
dej6é absorber las muestras y los controles 20 minutos (no menos de 5 minutos y

no mas de 30 minutos).

Preparacion de las improntas

Se retiraron los portaobjetos del envase, dejando secar a temperatura ambiente.
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b)

,

L)

D)

L)

Se sembraron los sueros controles positivos, negativos y muestras a procesar
teniendo precaucion de no tocar con la pipeta las areas reactivas, dejando caer

suavemente la gota de la dilucion sobre el area reaccionante.

Incubacion de las muestras
Se incubaron tanto las muestras como los controles por 20 minutos a
temperatura ambiente (18-25 °C), tapando la camara humeda para evitar la

evaporacion de las mismas.

Lavado de las muestras

Se retiraron los portaobjetos de la camara hiumeda y se lavaron con abundante
BFS derramando con una pipeta el liquido directamente sobre cada area para
evitar la contaminacién entre las mismas. Se sumergieron los portaobjetos 5
minutos en BFS en un frasco tipo Coplin agitando suavemente. Se elimind por
decantacion el BFS del Coplin y se remplazé por BFS limpio, dejando en reposo

5 minutos mas. El lavado puede prolongar mas tiempo sin afectar los resultados.

Incubacién con Antigamma globulina humana marcada con

Isotiocianato de fluoresceina (FITC).

(Se diluyé previamente con BFS segun rétulo).

Se extrajeron los portaobjetos del bafio con BFS. Se secaron con papel filtro
entre las areas y se cubrieron con la antigamma. Se incubaron a temperatura
ambiente por 20 minutos. La camara humeda debe estar tapada para evitar la
evaporacion de la anti-gamma. Al final se lavaron nuevamente las muestras
repitiendo el paso anterior. Se cubrieron las areas reactivas con la solucién de
Azul de Evans durante 2 minutos, nuevamente se lavaron con BFS y se secaron

suavemente con papel filtro alrededor de las areas reactivas.
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% Montaje de las muestras
Se procedié a sacudir suavemente los portaobjetos sobre papel filtro. Secando
entre las areas cuidando de no tocar las areas reactivas. Se realizd el montaje
con cubreobjetos de 20 x 50 mm limpios, nuevos y una gota de resina para
montaje. Se cubrieron los portaobjetos suavemente evitando la formacion de

burbujas que dificultan la lectura.

o,

% Lectura e interpretacion de resultados

L)

Se procedio a leer las laminillas dentro de las primeras horas, con el objetivo de
400x y aceite de inmersion en el microscopio de Fluorescencia en campo oscuro.
Una muestra se consider6 POSITIVA al observar nitidamente fragmentos color
verdoso y fluorescente, se consider6 NEGATIVA aquella que no mostré dicha

caracteristica.

Etapa 1 de la Inmunofluorescencia

Antigena Anticeerpo Complejo
{Sustrato) espedfico antigenao-antcuerpo

RN
| ] Jﬂ

Etapa 2 de la Inmunofluorescencia

Antigeno - Anticwerpo Auorescencia
Anticwerpo mntikomane
conijogade con
flroresceing

Portaghjetos
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Inmunofhw rescencia Anticuerpo unido a
indirecia fluoresceina dirigido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Suero del paciente en
estudio —conteniendo
. el anticuerpo-
Antigeno *“— incubado conla

similar al - seccién que contiene
humano igeno

Substrato: tejido animal

Caracteristica de la reaccién y Observaciéon al Microscopio
de Fluorescencia.

4.3. Fuentes de datos e instrumentos de recoleccion

Las diferentes fuentes de informacion para llevar a cabo éste estudio fueron los
siguientes: programa computacional SABS 2000 (Sistema para la administracion de
bancos de sangre version 2000), historia clinica de donadores, informes de ingresos y
egresos de sangre y sus componentes, libro de ingresos y egresos de sangre y sus
componentes, libreta de serologia infecciosa (interna y foraneas), impreso de resultados
del BioFlash donde se procesa la prueba de Chagas, registro de confirmaciones a
resguardo por el &area de Hemovigilancia, manual de operaciones del equipo
automatizado BioFlash, Inserto del reactivo para la prueba de Chagas. Para la
recopilacion y concentracion de datos de interés se disefio el formato que se encuentra

en apartado de Anexos.

4.4. Control de calidad

El control para asegurar la calidad de la informacion y/o datos recolectados estuvo
sujetos a los establecidos e implementados en los diferentes ensayos o pruebas
diagnésticas y los procedimientos o protocolos disefiados por los establecimientos que

los ejecutan y fueron plasmados en los instrumentos de recoleccion destinados para
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ello. Toda actividad apegada a la normatividad aplicable a servicios de sangre y

enfermedades transmitidas por vector.

4.5. Aspectos éticos del trabajo de investigaciéon

El protocolo de investigacidon de esta tesis, antes de ser puesta en ejecucion fue
evaluado, revisado y autorizado por el Comité de ética en investigacion del CETS
Chiapas, cuyo numero de folio de dictamen fue CETS/BSDDCR/142/2015, ademas de
que todos los procedimientos fueron adecuados a las recomendaciones para la
investigacion biomédica de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial (WMA, 2000) y a la
Ley General de Salud de México (SSA, 1994), este estudio es de riesgo minimo, como

lo estipula la mencionada ley.

De esta manera, el autor de ésta tesis manejo todos los aspectos que tuvieran que ver
con la privacidad del donador, la orientacién para busqueda de tratamiento en caso de
ser confirmado positivo con el apoyo del &rea de Hemovigilancia, el procedimiento de la
toma de muestras fue realizado por personal capacitado, experiencia en flebotomia y
los requisitos establecidos en la NOM-253-SSA1-2012, ademas se utilizé el formato F-
CF-00, denominado Carta de confidencialidad interno/externo (propia del CETS-
BSDDCR), donde se solicita el compromiso a resguardar, mantener la confidencialidad
y no hacer mal uso de los documentos, expedientes, reportes, estudios, actas,
resoluciones, oficios, correspondencia, acuerdos, directivas, directrices, circulares,
contratos, convenios, instructivos, notas, memorandos, archivos fisicos y/o electrénicos,
estadisticas o bien, cualquier otro registro a que tenga acceso generado en el ejercicio
de las funciones bajo la responsabilidad de la institucion denominada “Banco de Sangre

Dr. Domingo Chanona Rodriguez”.

Dicho trabajo de investigacion se limitd solamente al uso de datos sobre el marcador
infeccioso, namero de unidad, resultados obtenidos por tamizaje y confirmatorio,
omitiendo nombres de donadores. Sin embargo los donantes confirmados positivos,

personal de Hemovigilancia, realizd su localizacion via telefonica, correo electrénico y
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en algunos casos por escrito, ademas de su notificacion a la jurisdiccion sanitaria

correspondiente.

4.6. Analisis de datos

Los datos fueron analizados empleando una hoja de calculo del programa Microsoft
Microsoft Excel,, en una tabla de 2 x 2 para calcular Sensibilidad, Especificidad, VPP,
VPN, coeficiente Kappa, el nimero de donantes reactivos confirmados (viejos y
nuevos), numero donantes efectivos que sirvieron en el célculo de la tasa de incidencia,
prevalencia y riesgo residual, asi como el periodo de ventana de la enfermedad de
Chagas, el % de casos incidentes y nimero de transfusiones promedio intrahospitalario

de acuerdo a las siguientes férmulas de Cerisola propuesta en los afios 1972 y 1982.

a) Férmula primaria de Cerisola mediante probabilidades de infeccion (1972):

Pin= 1 — Pnoinf

Donde; Pint= probabilidad de infeccion; Pnoinf= probabilidad de no infeccién

Proint= (1 = X)"

Donde; X = % casos nuevos confirmados; n= numero de transfusiones promedio

diarias (fraccion)

b) Férmula de Cerisola 1982, en funcién a nimero de donaciones

RRs =1 x WP

Donde; RRs= Riesgo residual (transmisién de Chagas por 10,000 donaciones)

I= Tasa de incidencia (10,000 donadores); casos incidentes (nuevos) en %

WP= Periodo de ventana de la infeccién por Chagas referida como fraccion de afio
P= Prevalencia (%)

DPNC= donadores positivos nuevos confirmados

DPVC= donadores positivos viejos confirmados

TDE= Total donadores efectivos
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P= DPNC+DPVC x 100 I = DPNC x 10000
TDE TDE

c) Para evaluacion de pruebas diagnosticas

Resultados de la Resultados de la prueba

prueba Bioflash | IFIFLUOR Chagatest Wiener
CHAGAS
Positivo Negativo
: Verdaderos Falsos

Reactivo o ; TPPA
positivo (VP) | negativos (VN)

No Reactivo Falsos Verdaderos TNPA

positivos (FP) | negativos (VN)

TPPB TNPB TOTAL

Donde: TPPA= Total positivos de la prueba Bioflash
TNPA= Total negativos de la prueba Bioflash
TPPB= Total positivos de la prueba Chagatest
TNPB= Total negativos de la prueba Chagatest
TOTAL= Gran total

Sensibilidad Neta= VP/(VP+FN) * 100

Especificidad Neta= VN/(VN+FP) * 100

Valor Predic Positivo (VPP)= VP/(VP+FP) * 100

Valor Predic Negativo (VPN)= VN/(VN+FN) * 100

Acuerdo Esperado (AE VP)= (TPPA x TPPB)/TOTAL

Acuerdo Esperado (AE VN) = (TNPA x TNPB)/TOTAL

% de Acuerdo Esperado (% AE) = (AE VP + AE VN) / TOTAL * 100
% de Acuerdo Observado (AO) = (VP + VN) / TOTAL * 100
Kappa = (% AO - % AE) / (100 - % AE)

Para conocer el grado de concordancia entre la prueba de tamizaje BIOFLASH Chagas
(QLM) y la prueba estandar de oro IFIFLUOR Chagatest WIENER (IFI), es decir, hasta
gué punto ambos coinciden en su medicion, se utilizé el coeficiente kappa (k) como
herramienta estadistica para determinar el grado de concordancia, cuyos valores

oscilan entre -1 y +1. Mientras mas cercano a +1, mayor es el grado de concordancia y
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mientras mas cercano a -1, mayor es el grado de discordancia. Un valor k=0 refleja que
la concordancia observada es precisamente la que se espera a causa exclusivamente
del azar (Cerda JL y Col., 2008).

Una de las primeras interpretaciones del valor kappa fue propuesta por Cohen en 1960,
donde establece la proporcién de acuerdos observados y los esperados, en dos
sucesos 0 eventos independientes descritos en porcentaje %; pero Landis y Koch en
1977 acufan el acuerdo corregido debido al azar y desde entonces el valor de “k” se

establece mediante un indice en funcién a la unidad.

Valoracién del coeficiente kappa (Landis
y Koch, 1977)

kappa (k) Grado de acuerdo

<0,00 Sin acuerdo

0,00 a 0,20 Insignificante

0,21 a0,40 Mediano

0,41 a0,60 Moderado

0,61 a0,80 Sustancial

0,81a1,00 Casi perfecto

Asi también se analizaron a través del programa estadistico SPSS version 24,
asumiendo una significancia al 95% y uso de la Chi cuadrada para la comparacion de

métodos y distribucion de los datos.
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CAPITULO 5
RESULTADOS
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5.1. Caracterizacién epidemioldgica de los casos de enfermedad de

Chagas en donantes de sangre de Chiapas

Durante el periodo de estudio (2012-2015) se captaron un total de 113,587 unidades de
sangre de los cuales 649 (0,57%) resultaron reactivas a T. cruzi, donde 588 (90,6%)
fueron hombres y 61 (9.4%) mujeres, con una edad promedio de 31,5 + 10,5 afios,
siendo donadores de primera vez, en su mayoria (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de casos de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre, por
sexo, grupo de edad y tipo de donador del CETS Chiapas, periodo 2012 - 2015

2012 2013 2014 2015
Variable Total
n % n % n % n %

Sexo
Hombre 63 92,6 134 875 136 85,0 255 951 588 (90,6%)
Mujer 5 7.4 19 125 24 150 13 49  61(9,4%)
Total 68 153 160 268 649
Grupo de edad (afios)
18a22 13 191 25 16,1 14 8,7 37 13,8 89(13,7%)
23a27 21 30,9 49 32,1 35 217 81 30,2 186(28,7%)
28a 32 10 147 27 179 28 174 44 16,4 109 (16,8%)

33a37 5 7,4 11 7,1 7 4,3 26 9.7 49 (7,6%)
38a42 6 8,8 16 10,7 42 26,1 37 13,8 101 (15,6%)
43 a 47 4 5,9 8 5,4 14 8,7 12 45 38 (5,9%)
48 a 52 3 4.4 8 54 14 8,7 19 71 44 (6,8%)
52 0 méas 6 8,8 8 5,4 7 4,3 12 45 33 (5,1%)
Total 68 153 160 268 649
Tipo de donador
lavez 64 94,1 109 714 120 75,0 212 79,1 505 (77,8%)
Repeticion 4 5,9 44 28,6 40 25,0 56 20,9 144 (22,2%)
Total 68 153 160 268 649

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 2 se observa un incremento anual de casos reactivos identificados en

funcién al numero de donadores captados. EI nUmero de casos confirmados es mayor
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en el 2014 (129 casos), con una prevalencia de 0.41% (IC 95%; 0.34-0.48) y una
incidencia de 34.06 nuevos casos de Chagas por cada 10,000 donadores.

Tabla 2. Frecuencia, prevalencia e incidencia de Trypanosoma cruzi en donadores de
sangre del CETS Chiapas; periodo 2012-2015

- Total . Confir- Prevalencia . .
ARo donadores Reactivos H M mados (IC 95%) Incidencia
63 5 0,24
2012 18,21 4 ! 17,02
0 8,215 68 92,6% 7,4% 3 (0,17 -0,31) 0
134 19 0,28
2013 29,806 153 82 ' 23,82
87,6% 12,4% (0,22 - 0,34)
136 24 0,41
2014 31,706 160 129 ’ 34,06
85,0% 15,0% (0,34 -0,48)
255 13 0,20
2015 33,860 268 951%  4.9% 67 (0,15 - 0.25) 15,95
0,28
Total 113,587 649 588 61 321 23,24
(0,25 - 0.,31)
Fuente: elaboracién propia
H= Hombres Prevalencia (%); IC 95%
M= Mujeres Incidencia (por cada 10,000 donadores)

En el dltimo afio de estudio, se identificaron 268 (P= 0,79%) casos reactivos de T. cruzi
por Quimioluminiscencia (QLM), de los cuales el 95,1% (255 casos) fueron hombres,
4,9% (13 casos) fueron mujeres, el rango de edad con mayor frecuencia de casos es de
23 a 27 afios de edad con 81 casos (30.2%), el producto sanguineo de mayor donacion
por los casos reactivos fue la sangre total con 264 unidades (98.5%), 118 casos
(44.2%) manifestaron tener secundaria terminada, el 60.5% (162 casos) se encuentran
empleados con remuneracion econdmica, y el 48.1% (129 casos) se encuentran

casados (Tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de casos de Trypanosoma cruzi segun
variables socioecondmicas, en donadores de sangre del CETS
Chiapas, 2015

Variable Frecuencia %
Sexo
Hombre 255 95,1
Mujer 13 4,9
Grupo Edad
18 a 22 37 13,8
23a?27 81 30,2
28a32 44 16,4
33a37 26 9,7
38a42 37 13,8
43 a 47 12 45
48 a 52 19 7,1
53 0 mas 12 4,5
Producto sanguineo
Sangre total 264 98,5
Aferesis 4 15
Escolaridad
Sin escolaridad 19 7,0
Primaria 69 25,6
Secundaria 118 44,2
Preparatoria 25 9,3
Licenciatura 37 14,0
Posgrado 0 0,0
Ocupacion
Desempleado 75 27,9
Empleado 162 60,5
Negocio propio 31 11,6
Estado civil
Soltero (a) 69 25,6
Unién libre 53 19,8
Casado (a) 129 48,1
Divorciado (a) 3 11
Separado (a) 12 4.7
Viudo (a) 2 0,7

Fuente: elaboracién propia



5.2. Estimacion del riesgo residual de transmision de Chagas en el

estado de Chiapas

El riesgo residual de transmision en funcién al numero promedio de transfusiones
diarias (Cerisola 1972) y al nimero de donaciones (Cerisola 1982), se determind de la

siguiente manera:

a) De acuerdo a Cerisola 1972, para el aifio 2015

En base a 80,8 unidades promedio diarias transfundidas (0,808) por los hospitales de
mayor concentracioén en el estado de Chiapas (de acuerdo a los informes de ingresos y
egresos de CETS Chiapas, 2010 a 2015, enviados al CNTS en su apartado 2 sobre
namero de unidades transfundidas y apartado 6.5 unidades suministradas al sector

publico o privado), se determind lo siguiente:

Pnoinf= (1 — 0,20)0’808 =0,84
Pin=1-0,84=0.16
Pini= 0,16 x 100 = 16,0 %

Por tanto; el riesgo de transmision de Chagas en funcion al nimero de transfusiones

promedio diarias en el Estado de Chiapas es de 16,0 %.

b) De acuerdo a Cerisola 1982, para el afio 2015
Considerando que el periodo de ventana de la enfermedad de Chagas es de 0,3;
referida como fraccion de afio (98 dias promedio de incubacion en aparecer los

primeros sintomas y estimulacion de produccion de anticuerpos) (Werner A., et al,
2008)
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DPNC= 67 nuevos confirmados
DPVC= 254 viejos confirmados
TDE= 33,860 donadores efectivos

P = (67 + 254) x 100 = 2,79 | =
33,860

Por tanto; en funcion a la prevalencia:

67 x 10000

33,860

RRs =2,79 x 0,3=0,84 por cada 100 donaciones

En funcién a la Tasa de Incidencia:

RRs =19,8 x 0,3=5,94 por cada 10,000 donaciones

= 19,8

Finalmente, considerando la proporcion de unidades efectivas captadas en el afio de

estudio y los casos nuevos de donadores positivos confirmados a Chagas; en la tabla 4

observamos que el riesgo residual de transmisioén por transfusion de la enfermedad de

Chagas es de 1 unidad por cada 354 transfusiones realizadas (0,28% de probabilidad

de infeccion).

Tabla 4. Riesgo residual de transmisidon de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre del CETS

Chiapas; periodo 2012-2015

0 .
N Total TDP No. Confir- 0casos RRT RRT elacion No.
Ao . - confir- CNI Casos/No.
donaciones (fraccion) Casos mados 1972 1982 )
mados (P) Donaciones
2012 18,215 54,1 (0,541) 68 43 31 17,02 14,0 7,08 1:424
2013 29,806  63,4(0,634) 153 82 71 23,82 19,0 8,25 1:363
2014 31,706 74,7 (0,747) 160 129 108 34,06 33,0 12,20 1:246
2015 33,860 80,8(0,808) 268 67 54 1595 16,0 5,94 1:505
Total 113587 273 (2,73) 649 321 264 2324 60,0 6,97 1:354

Fuente: elaboracion propia

TDP= transfusiones diarias promedio
CNI= casos nuevos incidentes
I=incidencia (por cada 10,000 donaciones)

RRT 1972=riesgo residual de transmisién por transfusiones diarias, Cerisola 1972
RRT 1982=riesgo residual de transmision por 10,000 donaciones, Cerisola 1982
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5.3. Evaluacion de la prueba BIOFLASH Chagas

Para el andlisis y evaluacion de la prueba BIOFLASH Chagas, se enviaron a
confirmacion 268 muestras reactivas y 30 muestras no reactivas seleccionadas al azar
durante el afio 2015 (correspondientes a un 10% de acuerdo a lo establecido en la
NOM-032-SSA2-2010, el apartado 7.3.2.5 sobre control de calidad en el diagndstico de

la enfermedad).

En la tabla 5 se observa que de las 268 muestras reactivas se confirmaron 67 (25%)
como VP, 201(75%) FP; de las 30 muestras no reactivas todas fueron confirmadas
como VN (100%), ninguna FN. La evaluacién de la prueba de tamizaje Bioflash Chagas
arrojé una sensibilidad (S) de 25,0%; lo cual significa que dicha prueba solamente tiene
esa capacidad de detectar a donantes de sangre con anticuerpos para T. cruzi
(Reactivos); una especificidad del 100% para detectar a donantes de sangre libres de
anticuerpos (No Reactivos). La probabilidad de que un donador reactivo a T. cruzi
realmente tenga la enfermedad de Chagas es de 100% (VPP) y la probabilidad de un

no reactivo de estar libre de la enfermedad es de solo 13,0%(VPN).

Tabla 5. Andlisis y evaluaciéon de la prueba BioFlash
Chagas Biokit (QLM) frente a IFIFLUOR Chagatest de
Wiener (IFl) en el CETS Chiapas, 2015

IFI FLUOR Chagatest

Bioflash Chagas Biokit WIENER (IFI) Total
(QLM) — :
Positivo  Negativo
Reactivos 67 201 268
No Reactivos 0 30 30
Total 67 231 298

QLM: Quimioluminiscencia; IFl: Inmunofluorescencia indirecta

El acuerdo esperado estadisticamente entre las dos pruebas era de 28,0%, el analisis
en éste estudio arroj0 un acuerdo de 32,0% con solamente un 60,3% del acuerdo

esperado para los verdaderos positivos. Con base en la clasificacion de Landis y Koch
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(1997); la prueba BIOFLASH Chagas y la prueba IFIFLUOR Chagatest Wiener

presentaron una concordancia insignificante como pruebas diagnosticas, debido a que

el valor del indice Kappa de concordancia fue de 0.1 (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion entre la prueba de tamizaje BioFlash Chagas BioKit y la
confirmatoria IFIFLUOR Chagatest de Wiener, en el CETS Chiapas; 2015.

Bioflash Chagas Chagatest
Parametro de evaluacion (QLM) 9 Wiener Evaluacién (%)
(IFIFLUOR)
Sensibilidad (S) 99.0 98.0 25,0
Especificidad (E) 99.7 100.0 100,0
Valor predictivo positivo (VPP) - - 100,0
Valor predictivo negativo (VPN) - - 13,0
Acuerdo esperado de positivos (AEP) - - 60,3
Acuerdo esperado de negativos (AEN) - - 23,3
% Acuerdo esperado de la prueba (%AE) - - 28,0
% Acuerdo observado de la prueba (%A0) - - 32,6
Estadistico Kappa "Concordancia" (k) 0,1

Fuente: elaboracion propia

QLM= Quimioluminiscencia
IFIFLUOR= Inmunofluorescencia indirecta
CETS= Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea
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CAPITULO 6
DISCUSIONES
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El CETS Chiapas, se inaugura en agosto del 2010, en lo que hoy son las nuevas
instalaciones, generando una productividad promedio de 10,500 unidades anuales
(ingresos y egresos, 2010). A principios del afio 2012, se crea un equipo de trabajo para
disefiar e implementar un sistema de gestion de calidad (SGC) en base a la norma
Internacional ISO 9001. Durante nueve meses se establecieron los criterios y los
procedimientos normalizados para gestionar y garantizar la calidad y seguridad de los
productos sanguineos obtenidos, asi como un sistema de hemovigilancia que
comprende desde la atencion del donador de sangre hasta la utilizacion y riesgos que

conlleva la transfusion en el paciente o receptor.

A finales del 2012, se evalla ese SGC por una entidad certificadora internacional y se
obtiene el certificado de calidad 1ISO 9001, donde se demuestra la calidad en la
atencion de los usuarios (manual de organizacion CETS, 2012) y se observa que el
CETS, durante los cuatro afios siguientes, incrementé en mas del 85,0% su captacion
de donadores de sangre, lo que con ello incrementd también la oportunidad de
identificar mas casos reactivos y positivos confirmados de la mayoria de los agentes
infecciosos tamizados a los donantes. Entre ellos Chagas, que en 2012 de 18,215
donaciones se detectaron 68 casos reactivos (0,37%), en 2013 de 29,806 hubo 153
casos (0,51%), en 2014 se captdé 31,706 donadores y se identificaron 160 casos
(0,50%), y finalmente en 2015 de 33,860 donantes resultaron 268 casos reactivos
(0,79%). Si bien en el 2015 se confirmaron menos comparado a los casos reactivos,
esto corresponde a la instalacion y puesta en operacion del nuevo equipo de
Quimioluminiscencia BIOFLASH Chagas, el cual como analizaremos mas adelante

tiene una especificidad analitica del 100%.

La donacion de sangre en el CETS se debe en su mayoria (90%) al sexo masculino, el
cual es la poblacién con mayor cumplimiento de los criterios de donacién, a diferencia
del sexo femenino, donde el criterio de numeros de embarazos de 2 0 mas por la NOM-
253-SSA1-2012, es el principal factor para ser descartadas por la aloinmunizacion que
se genera en cada embarazo; en Chiapas de acuerdo a los datos de la CONAPO del
2015, el promedio de embarazos para cada mujer es de 2.63 hijos. En éste trabajo se

observo la donacion de sangre en una relacion de 1:9, es decir, por cada mujer donan
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nueve hombres y la edad promedio es de 31,5 afos (indicadores de calidad CETS,
2015). La donacion de sangre en Chiapas y a nivel nacional, es un campo de suma
importancia para estudiar a la poblacion masculina, en los aspectos de salud,
comportamientos y estilos de vida, lo cual permite conocer a ésta poblacion y
establecer criterios de donacion que permitan un mejor aprovechamiento y control de
los productos sanguineos, y respecto a la poblacion femenina, es ain mas importante
analizar y establece programas o politicas de salud para aumentar la captacion de

sangre en éste grupo poblacional.

La reactividad a infeccion por T. cruzi experimenté un aumento durante el periodo en
estudio (2012-2015) conforme la captacion de donantes se incrementd. Este
comportamiento se observa en todos los puestos de sangrado ubicados en los
diferentes puntos del Estado de Chiapas, de acuerdo al informe mensual de ingresos y
egresos en los afos de estudio. Sin embargo, en el 2015, afio en que el sistema
BIOFLASH Chagas se instala, se observa que hay una mayor reactividad a éste agente
infeccioso, pero su confirmacion es mucho mas baja respecto a los afios anteriores. Es
en esta punto donde radica la importancia de la evaluacién de la prueba cada que se
instala y pone en marcha un nuevo equipo de laboratorio especialmente en el

diagnéstico de enfermedades infecciosas.

Respecto a la caracterizacién epidemiolégica de los casos de Chagas en los donantes
de sangre como resultado de éste estudio, analizando dos estudios publicados sobre
anticuerpos para T. cruzi realizados en donadores de sangre en 1991 por Ramos-
Echavarria y Col., y otro en el 2001 por Ramos-Ligonio y Col., realizados en el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en la Ciudad de México DF vy el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) en Orizaba Veracruz, con 1,076 y 420 donadores
respectivamente, arrojaron una reactividad de 18 positivos (1,68%) y 2 casos (0,48%)
en cada estudio, el grupo de edad con mayor afectacion fue entre los 20 a 35 afios, los
cuales son muy parecidos a los que se obtuvieron en éste trabajo de investigacion,
donde el rango de edad con mayor casos es de los 23 a 32 afios y la edad promedio de
donantes con enfermedad de Chagas es de 35,1 afios, la prevalencia obtenido fue de
0,28% (IC; 0,25 - 0,31) con una incidencia de 23,24 casos por cada 10,000
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donaciones. La diferencia entre los estudios mencionados y el trabajo realizado, radica
en que nuestro estudio utiliza los casos confirmados con un equipo automatizado
evaluado y validado contra una prueba estandar que permite observar las variabilidades
analiticas (control de calidad interno, externo) y bioldgicas (sexo, edad, ocupacion), el
cual es de relevancia médica y requisito de normas internacionales como la ISO 15189
(Terrés-Speziale, 2003).

De igual manera Blanco-Arreola FG y Col., en un estudio realizado a 3,345 donadores
de sangre en un hospital de San Cristobal de Las casas Chiapas, durante los afios
2014 y 2015; observo que el grupo etario con mayor afectacion es de 26 a 45 afios con
una prevalencia de 1,2%; cabe mencionar que los datos analizados en ese estudio
corresponden a los obtenidos por primera instancia al tamizaje y no a los confirmados.
Por normatividad (nacional e internacional), todos los bancos de sangre tamizan a los
donantes de sangre y aquellos que se identifican como Reactivos, deben ser
confirmados mediante una prueba suplementaria o complementaria que permita
catalogar a ese donante reactivo como un verdadero positivo, por tanto, las
prevalencias e incidencias de casos de agentes infecciosos transmisibles por

transfusion deben representar a casos confirmados.

Ahora bien, analizando las variables de productos sanguineos, la escolaridad,
ocupacién y el estado civil de los donantes; observamos que en éste estudio, como en
todo banco de sangre, que el producto sanguineo con mayor donacion es el de sangre
total (98,5%), seguido por las plaquetas (1,5%) obtenidas por aféresis (CNTS, 2013).
Los concentrados eritrocitarios (CE) prevenientes de la sangre total junto al plasma
fresco congelado (PFC), son los productos sanguineos mas utilizados en la practica
meédica, en cirugias, trasplantes, exanguinotransfusiones, infecciones, entre otros
(OMS, 2001). Respecto al nivel de escolaridad, el 69,8% de la poblaciéon participante
cuenta con un nivel basico (primaria y secundaria), asi también el 60,5% se encuentra
empleado en un oficio y el 48,1% declar0 estar casado. De acuerdo a lo anterior,
identificar la reactividad a Chagas, confirmar la infeccién, determinar el tipo de producto
sanguineo donado y transfundido, si el donante tiene esposa, hijos, vive solo o

acompafnado, entre otras, permite analizar tanto al individuo como a su entorno
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familiar, con el fin de buscar mas casos sospechosos principalmente los congénitos o
los transmitidos por el propio vector, identificando factores de riesgo como
hospitalizaciones previas con transfusiones, sintomatologias caracteristicas a la
enfermedad, las condiciones de vivienda y estilos de vida, recordando que ésta

enfermedad es atribuible a la pobreza y marginacién (OMS, 2002).

Respecto al analisis sobre el riesgo residual de transmisién de Chagas, tal y como ya
se expresO en apartados anteriores, existen tres formas publicadas para este fin. La
primera es la propuesta por el Dr. JA Cerisola en 1972, donde analiza el numero de
transfusiones realizadas por los hospitales, el segundo también propuesto por Cerisola
pero 10 afios mas tarde, en 1982, donde considera la prevalencia de la enfermedad, la
incidencia por cada 10,000 donaciones y el periodo de ventana del agente transmisible;
y la tercera forma es la relacion entre el nimero de casos infectados confirmados y la
donacién total de sangre. Estas formas de analisis de riesgo, por si solo son datos
aislados, pero en conjunto permiten realizar un diagnostico situacional sobre el uso,
manejo, abuso y seguridad de las transfusiones sanguineas en los hospitales e
implementar mejoras en la hemovigilancia (cadena transfusional desde la obtencién

hasta la transfusion) dentro de los bancos de sangre.

A nivel mundial se han realizado estudios de riesgo residual de transmision de agentes
patdgenos por transfusion pero principalmente para VIH, hepatitis B y C; sin embargo
son escasos los estudios que consideran éste riesgo para Chagas, los cuales no son
recientes. Por ejemplo en 1993, se report6 para América Latina que en Bolivia se
presentaba el mayor riesgo de recibir una unidad infectada por T. cruzi, seguida por
Colombia, El Salvador y Paraguay; donde el riesgo de transmision era de 1:45, 1:126,
1:286 y 1:526 donaciones de sangre (Schmuiiis GA, 1999).

Por otra parte, en cuanto a la normatividad que establecen los criterios para el
procesamiento y uso de la sangre en funcién a las enfermedades endémicas, para el
caso de América, a excepcion del Salvador y Nicaragua, todos los paises poseen leyes.
Sin embargo, la migracion a zonas urbanas ha generado que exista un 60% mas de

riesgo de infeccion por Chagas, por tanto en paises no endémicos de ésta enfermedad
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como EUA, Canada, Australia, Japén y otros de Europa, no se estan obligados
normativamente a realizar la serologia para T.cruzi, aumentando drasticamente el
riesgo de transmision a medida que aumentan las transfusiones sanguineas. En la
actualidad con la modernizacién y el avance tecnoldgico, esos riesgos deberian estar
mas controlados e implementados los sistemas de hemovigilancia con mayor eficacia,
pero el uso indiscriminacion y las transfusiones masivas hacen que éste riesgo persista

0 aumente cada vez mas (Thomas MC y Col., 2010).

En México no hay datos recientes sobre riesgo de transmision de Chagas por
transfusiones de sangre, solamente un estudio realizado en 1995 y publicado en la
Revista Biomédica, realizada en donantes de sangre de un Hospital de Yucatdn donde
se concluy6 que el riesgo de transmisién obtenido empleando la férmula propuesta por
Cerisola de 1972 fluctué entre 5,60% y 68,3%, dependiendo del numero de
transfusiones recibidas, que en el hospital estudiado vari6 de 1 a 20 por paciente
(Rodriguez-Felix EA y Col, 1995), comparando esos datos de hace mas de dos
décadas, para Chiapas en el afio de estudio, 2015, existe el 16% de probabilidad de
transmision de Chagas. Por tanto, ésta tesis demuestra como las transfusiones masivas

aumentan el riesgo residual de transmision de la enfermedad.

En Chiapas no existen datos publicados o estudios que se hayan realizado para
analizar el riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas. Este trabajo identificd
que el riesgo de transmision es de 60,0% (Cerisola, 1972) calculado en los ultimos 4
afios (2012-2015), solo para 2015 fue de 16% y 6,97 por cada 100,000 donaciones
(Cerisola, 1982) o 1 por cada 354 transfusiones realizadas y que cuando aumenta el
namero de transfusiones, en muchas ocasiones no necesarias, aumenta el riesgo de

transmitir Chagas u otras enfermedades.

Estos datos deben ser notificados a cada puesto de sangrado y aquellos hospitales que
realizan transfusiones masivas a consecuencias de cirugias mayores o traumatismos
complejos donde a cada paciente le transfunden entre 20 a 25 unidades durante la

intervencion quirdrgica mas las requeridas durante la estancia de recuperacion o
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convalecencia hospitalaria, con el fin de tomar medidas de riesgo-beneficio o
alternativas de transfusion que permitan mayor seguridad y evitar infectar a los

pacientes.

Es la primera vez que se lleva a cabo un trabajo de investigacion utilizando dos pruebas
diagndsticas; una de tamizaje y otra confirmatoria, asi como el analisis del niumero de
transfusiones promedio por los hospitales de mayor concentracion, involucrandose dos
establecimientos del Instituto de Salud del estado de Chiapas, el Centro Estatal de la
Transfusion Sanguinea y el Laboratorio Estatal de Salud Publica. También es el primer
estudio en el estado, que permite evaluar una prueba diagndéstica de suma importancia
en el tamizaje serologico de poblacién donante de sangre, comparar los resultados
obtenidos a las condiciones de nuestras instalaciones, operatividad y soporte técnico,
que el fabricante emite en sus cartas u hojas de seguridad de los reactivos, con ellos
tomar decisiones al momento de contratar el servicio de un proveedor y la adquisicion

de un equipo automatizado.

Los fabricantes del equipo automatizado BIOFLASH Chagas indican a través de
estudios realizados con donadores negativos y positivos a Chagas, que el reactivo tiene
una Sensibilidad del 99,0% y una especificidad de 100%, sin embargo nuestro estudio
demuestra que posee un 25% de capacidad para detectar a los enfermos pero 100% de
detectar a los sanos. El equipo Bioflash desde su instalacion y puesta en marcha en las
instalaciones, presenté un mayor aumento en la identificacion de casos reactivos para
Chagas, el cual ameritaba una evaluacion; sin embargo la causa principal identificada
fue la presencia de lipemia o turbiedad y hemolisis de las muestras, al tratarse de una
tecnologia muy sensible, cualquier particula presente en la muestra era motivo de una

emision relativa de luz y una absorbancia igual o mayor al punto de corte de la prueba.

En los bancos de sangre, de acuerdo a recomendaciones emitidas por la OMS y la
NOM-253-SSA1-2012, se requiere que los equipos y metodologias sean capaces de
detectar a las personas libres de la enfermedad. Evaluar una prueba diagndéstica, no se
limita solo a la Sensibilidad y Especificidad, sino también a conocer los valores
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predictivos y concordancias con otras pruebas (indice kappa), requerimientos que los
fabricantes de reactivos no realizan, o al menos eso se interpreta ya que no aparecen
en los insertos o fichas técnicas de los equipos, sin embargo no estan obligados a
plasmar dicha informacion pues la norma oficial solamente les exige la sensibilidad, la
especificidad, la impresion y exactitud de sus ensayos. En éste trabajo se analizé
ademas el VPP (100%), que nos indica la eficacia de la prueba Bioflash con un alto
grado de probabilidad de ser confirmado por una prueba estandar, en cambio el VPN
para el Bioflash nos permite decir que solamente el 13% de los donantes no reactivos

deberian ser confirmados.

El indice o coeficiente Kappa es un valor que permite determinar la concordancia entre
dos pruebas u observaciones distintas, a través de los porcentajes observados y los
esperados que analizan el total de los casos positivos y negativos de la prueba 1
(tamizaje) y la prueba 2 (confirmatoria) en funcién a los verdaderos positivos y
verdaderos negativos. En éste trabajo de investigacion el valor kappa resultante fue de
0.1, que de acuerdo a la escala establecida por Landis y Koch en 1977 corresponde a
un grado insignificante entre la prueba de quimioluminiscencia (BIOFLASH) y la
inmunoflourescencia indirecta (IFIFLUOR CHAGAS TEST). Esto sucede cuando una
prueba posee un alto nimero de falsos positivos 0 negativos; la prueba BIOFLASH es
muy sensible por lo que los falsos positivos son muy comunes. En medicina
transfusional, en lo que respecta a serologia infecciosa los falsos positivos es bueno
pero no los falsos negativos, por tanto, a pesar de no existir buena concordancia se

logran identificar a los verdaderos positivos a la enfermedad de Chagas.

Para éste estudio se tomaron en cuenta diversos factores que podrian afectar los
resultados, tales como la calidad de las muestras, donde se incluyeron aquellas que
libre de lipemia, ictericia y hemolisis; el mantenimiento del equipo Bioflash, el nimero
de lote de los controles y reactivos, los turnos y analistas que procesaron las muestras,
lo cual esto se controla a través del manual de procedimiento del area de serologia
infecciosa asi como contar con el personal que maneje el equipo, Unicamente los que

fueron capacitados para su operacion por el proveedor del equipo.
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Cabe mencionar, que factores como el manejo de las muestras para su confirmacién en
el laboratorio de referencia, estuvieron fuera de nuestro control, pero el hecho de ser un
laboratorio de calidad acreditado en sus procesos en las normas ISO y contar con

equipo altamente capacitado permitio validar los resultados emitidos.

En éste estudio se analiza solamente un agente infeccioso trasmisible por transfusion
(Chagas), desde el comportamiento epidemiolégico en una poblacién aparentemente
sana (donadores de sangre), pasando por el riesgo de transmisioén en funcion al nimero
de casos confirmados y el numero de transfusiones, hasta la evaluacion de la
metodologia y tecnologia aplicada en el laboratorio bajo estrictas normas de calidad y
seguridad, sin embargo falta analizar en funcién a los demas agentes infecciosos que
pueden transmitirse por productos sanguineos, los cuales son temas de investigacion a
futuro para conocer la realidad en cuanto a seguridad sanguinea en el Estado de
Chiapas y que permitan a futuro disefiar e implementar un sistema de hemovigilancia

eficaz y eficiente.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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La enfermedad de Chagas es un problema grave de salud publica y de mucha atencion
en la poblacién donante. Este trabajo de investigacion demuestra la importancia de un
seguimiento epidemioldgico eficaz a los donantes de sangre positivos confirmados, el
namero de transfusiones realizadas en los hospitales y desde luego a la familia del

donante y receptor.

De igual manera, los resultados de éste estudio ponen en evidencia que el 44,2% (125
casos) de los donantes reactivos a T. cruzi, pertenecen a poblacion joven y en edad

productiva (23 a 32 afios de edad) y el 48,1% (129 casos) estan casados y con hijos.

En el periodo que se incluy6 para el estudio (2012 a 2015), la identificacion de casos
nuevos de enfermedad de Chagas fue en aumento, 22,2 casos por cada 10,000
donantes efectivos (95% IC; 22.9 — 23.5 por cada 10,000 donantes).

La prevalencia de la enfermedad ha manifestado una tendencia a la alta a cdmo va en
aumento la captaciéon de donantes efectivos, 0,28% en el periodo de estudio (95% IC;
0.25 — 0.31), comparado con la prevalencia estatal en poblacion abierta de 12,75% y a
nivel nacional de 4,91%, datos segun A. Carabarin-Lima y Cols ( 2013).

La prevalencia de Chagas en el estado de Chiapas es de 0,28%, el riesgo de
transmision en funcién a los casos nuevos por cada 10,000 donaciones es de 6,76,
equivalente a 1 unidad por cada 354 transfusiones realizadas. Este Gltimo dato es
alarmante considerando a Chiapas un estado lider a nivel nacional en donacién
voluntaria, asi también como uno de los estados con un Banco de Sangre modelo a

nivel nacional.

Finalmente podemos observar que la tecnologia BioFlash (Quimioluminiscencia) que se
realiza para tamizar a los donantes en el CETS posee una capacidad de detectar a los
donantes con Chagas fue solamente del 25,0%, pero solo 100% de detectar a los
verdaderos sanos. De acuerdo a la prevalencia de la enfermedad, la probabilidad de ser
confirmado Positivo es de 100% (VPP). La prueba de tamizaje, tiene una insignificante
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concordancia (0.00 — 0.20) con la valoracion del coeficiente kappa de Landis y Koch,
1977 (k=0.10), por lo que se evidencia nuevamente que antes de introducir y pone ren
marcha un equipo de laboratorio para bancos de sangre, deben ser evaluados desde su
calificacion con equipos hasta la validez y seguridad en los resultados emitidos en

funcion a una prueba estandar o de oro.
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ANEXOS

Anexo 1. Formato de confidencialidad de la informacion CETS
Chiapas

GOBIERNO DEL ESTADO DE CHIAPAS "
INSTITUTO DE SALUD o m
CENTR;)E m&z&. DE IBAb TRANSFUSION SANGUINEA et
BANCO “DR. DOMINGO CHANONA RODRIGUEZ"
DEPARTAMENTO DE GESTION DE CALIDAD mASNOS UNE
CARTA DE CONFIDENCIALIDAD (Interno/Externo) G

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, a &3 de Férero  del _Re/5 .

g”,""" , (cargo) ?&.‘n‘m’oé %o(c/

al de Contribuyentes (nimero) VEgr-8o//03 — T3
92 Sor. = 2—13’% L ASY

blope fononte. : Borailel (Yrapes.

S reportes estudios, actas resoluciones, oficios, correspondencia,
ﬁimctrices circulares, contratos, convenios, instructivos, notas.
3‘!81006 ylo electrénicos, estadisticas o bien, cualquier otro registro a
en el ejercicio de mis funciones bajo la responsabilidad de la
20 de Sangre Dr. Domingo Chanona Rodriguez’, asi como a no
ar con los datos personales contenidos en los sistemas de
da dia. Estando en conocimiento de que en caso de no dar
e a las sanciones civiles, penales o administrativas que
lo dispuesto en la Ley Federal de Proteccion de Datos
articulares, Ley que garantiza la transparencia y el Derecho
Estado de Chiapas, Codigo Penal para el Estado de
stema de Gestion de la Seguridad de la Informacion

36, Col. Palmas Electricistas, C.P. 20045
01, E-mall: cefs_chis@hotmall.com
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Anexo 2.

Chiapas

Dictamen del Comité de ética en Investigacion del CETS

il SECRETARIA
GOBIERNO DEL R
' ESTADO DE CHIAPAs @ PE SALUD
A TRANSFUSION SANGUINEA
INGO CHANONA RODRIGUEZ"

MEMORANDUM No. CETS/BSDDCR/142/2015
ASUNTO: Dictamen de Protocolo de Investigacion
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; 12 de febrero de 2015

mo resultado de la revisién por parte de los miembros del Comité de
Protocolo de Investigacion propuesto: “Identificacion de anticuerpos
transmisién de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre del

a la evaluacion de la Coordinacion de Seguridad Sanguinea
se da el dictamen como APROBADO por unanimidad en ultima

) su presentacion.

o un cordial saludo, deseéndole éxito en el desarrollo de las
 con el apoyo de la coordinacion de Seguridad Sanguinea e

58
| INVESTIGACION

G JBIERNO DEL ESTADO DE CHIAPAS
IO:BTITUTO DE SALUD

GESTION DE CAJADAD

CHIAPgNOgJ(I
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Anexo 3. Autorizacion para ejecucion del jefe del CETS Chiapas

i

. o |

Movm‘..mtxlco et 8 aropi
GOBIERNQO DEL

@ ESTADO DE CHIAPAS (o] DE SALUD

MEMORANDUM No. CETS/BSDDCR/462/2015
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; 31 de marzo de 2015

ASUNTO: Solicitud de Autorizacion para
Realizar Protocolo de Investigacion

GOBIERNO DEL ESTADO DE CHIAPAS
INSTITUTO DE SALUD

; ENT _%ifmi DE LA TRANSFUSION SANGUINEA

DE SANGRE “DR. DOMINGO CHANONA RODRIGUEZ"
) CESAR VERA VAZQUEZ

. CENTRO ESTATAL DE LA

autorizacion para desarrollar el Protocolo de Investigacion propuesto por el MC.

C sz como investigador principal y titulado: “Identificacién de Anticuerpos

‘Residual de transmisién de Trypanosoma cruzi en donadores de sangre del

3 2016”, mismo que cuenta con Dictamen Aprobado por el Comité de Etica en

~de Sangre "Dr. Domingo Chanona Rodriguez” y por la Coordinacion del
de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

€ SA-Up
WRAPOS 4, é“(

NG P

AEA
PANCO DE SANGSE “DR.
DOMINGO CHANONA
RODRIGUEZ"
DIRECCION
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