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1. RESUMEN.

La enfermedad de Chagas es causada por Tripanosoma cruzi que se transmite
principalmente por la picadura de triatominos; sin embargo, también se puede
transmitir por las vias transfusional, congénita, trasplante de érganos y la ingesta de
alimentos contaminados con el parasito; por ejemplo, la lactancia materna. Este
fluido biologico es indispensable para la hidratacion, el desarrollo adecuado del
sistema inmunoldgico y nutricién de los neonatos; no obstante, si la leche materna
proviene de una mujer infectada con T. cruzi, puede servir como mecanismo de
infeccion para el neonato. El objetivo de este trabajo fue definir si T. cruzi puede
transmitirse o no de mujeres lactantes a sus bebes durante el periodo de lactancia
materna exclusiva. Para responder a la pregunta se invitaron a mujeres lactantes
gue aceptaron participar en el estudio firmando una carta de consentimiento y que
provenian de CESSA Santa Cruz Huatulco y del Hospital General de San Pedro
Pochutla ubicados en el estado de Oaxaca. Las muestras obtenidas de los binomios
madre-hijo se utilizaron para identificar la presencia del parasito en leche y en
sangre por PCR y anticuerpos anti-T. cruzi en suero por la prueba de ELISA. El
porcentaje de mujeres lactantes positivas en CESSA Santa Cruz Huatulco fue de
10.14% (7/69), en los lactantes fue de 5.71% (4/70) se correlacionan con el
resultado de su progenitora. En el Hospital General de San Pedro Pochutla es de
11.59% (8/70) y en los lactantes se identificoO 2.89% (2/70) se correlacionan con el
resultado de su progenitora. La relaciébn con los factores de riesgo no mostro
diferencias estadisticamente significativa. Aunque se logré identificar la presencia
de DNA de T. cruzi en la sangre de los lactantes de madres positivas no se observo
el parasito, por lo que es necesario realizar nuevos estudios modificando la
estrategia metodoldgica que nos permita visualizar al parasito de formas fisicas y
su DNA en la leche materna, evitando sustituir la leche materna por leche de

formula.
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2. MARCO TEORICO.

La Enfermedad de Chagas, es causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), parasito
flagelado que se transmite entre los mamfiferos y los humanos mediante la picadura
de insectos infectados (chinches). El mecanismo de transmision principal es
vectorial, insectos hemipteros, de la Subfamilia Triatominae (con alimentacion
hematéfaga). Otros mecanismo de transmision son transfusional, congénita,
trasplantes de 6rganos y oral (alimentos contaminado con heces de insecto) (OPS,
2010).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la cataloga como una de las 17
enfermedades tropicales desentendidas, clasificandola como un problema de Salud
Pulblica mundial. Se estima que entre 7 y 8 millones de personas estan infectadas
en todo el mundo y 100 millones se encuentran en riesgo constante de infectarse,
ocasionando 30,000 casos nuevos anuales y cerca de 12,000 decesos anuales y
8,000 recién nacidos infectados durante la gestacion. En Latinoamérica, la
prevalencia de mujeres embarazadas positivas a la Enfermedad de Chagas oscila
entre 0,7 y 54% en funcion del pais de origen, la procedencia rural o la edad de la
madre, situando la tasa de transmision vertical entre 5 y 6%. Se consideraba
exclusiva de zonas rurales de Latinoamérica, en donde el vector esta presente tanto
en las viviendas como colonizando habitats peridomésticos y silvestres. En la
actualidad, la urbanizacién y la migracién de personas infectadas ha ocasionado

gue la enfermedad se presente en paises no endémicos (OMS, 2021).

Sobre la transmision a traveés de lactancia materna, aun no se tiene evidencia
concluyente que apoye la confirmacion de esta via de transmision; Gnicamente se
han descrito casos aislados de infeccion aguda en lactantes de madres
crénicamente infectadas, que se atribuyeron a la ingesta de sangre por fisuras en
los pezones de la madre. (Norman & LoOpez Vélez, 2013). Debido a la falta de
informacién y la alta prevalencia de la enfermedad de Chagas en este trabajo se
pretende investigar si el parasito T. cruzi se puede trasmitir a través de la lactancia

materna.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 Definicion.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad
sistémica causada por T. cruzi, es una zoonosis en la que participan huéspedes y
triatbminos. Ha sido clasificada por la OMS como una de las 17 enfermedades
tropicales desatendidas y constituye un problema de salud mundial socio ambiental
complejo, que afecta aproximadamente a 8 millones de personas. En México, es la
enfermedad parasitaria endémica que mas se extiende en el pais y la menos
estudiada (OMS, 2021).

3.2 Epidemiologia.

La enfermedad de Chagas se encuentra distribuida en América Latina, Estados
Unidos, Canada y en 17 paises europeos, donde se considera un problema de
Salud Publica debido al niumero de personas infectados y al porcentaje de
morbilidad y mortalidad, provocando que cercade 70 millones de personas viven en
areas expuestas al vector trasmisor y estan en riesgo de contraerla. En México, 1.1
millones de personas estan infectadas, la incidencia en el periodo 2000 a 2007 se
mantuvo en un rango de 0.07 a 0.37 por 100 mil habitantes; a partir de 2008
ascendié de 0.61 a 0.70 por 100 mil habitantes. En 2015, a través del Sistema
Nacional de la Secretaria de Salud, se detectaron ocho géneros y 31 especies de

triatdbmicos (Uribarren Berrueta, 2019).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), publico un documento de
circulacion restringido que para el 2005, de los 170 millones de ciudadanos en
México, 1.1 millones de personas estarian infectados, se presentan 7,700 casos
nuevos al afo por trasmision vectorial, 243,000 mujeres en edad feértil estarian
infectadas y la incidencia de Chagas congénito fue de 0.051 por cada 100 nifios

nacidos en el afo, lo que demuestra que este es un problema de salud muy
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importante que requiere ser estudiado para entender el riesgo de contraer la
infeccién, sobre todo en poblaciones como los binomios madre-hijo y poder

intervenir en el tratamiento de la enfermedad.

Figura 1. Mapa de la prevalencia en México

Mapa de la prevalencia
de la enfermedad en México

Rango del total de casos

[ ] 1224
[ 26-45
B 50-200
B 212983
B 1005-3236

Tomada de https://www.gaceta.unam.mx/cultivan-nanoparticulas-para-combatir-el-mal-de-chagas/
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3.3 Vector.

T. cruzi se transmite por artropodos llamados triatominos provenientes de la familia
Reduvidae. Las principales especies identificadas en la Republica Mexicana fueron
Triatoma longipenmis (34%), Triatoma pallidepenis (23%) y Triatoma Dimidiata
(29%). (Uribarren Berrueta, 2019) Estos insectos viven en las grietas, huecos de las
paredes, insertos de adobe, tejados de hogares rurales, puesto que son los sitios
preferidos para anidar. Son conocidos como “chinches besuconas” o “chinches
hociconas”, a pesar de su tamafio que va entre 2 y 2.5 cm de longitud, son poco
vistas pues se ocultan durante el dia y por la noche salen a alimentarse con los
organismos de sangre caliente. México, se considera como area endémica dado
que el territorio se encuentra entre los 0 y los 2400 msnm, aproximadamente en dos
terceras partes del territorio se han encontrado triatominos infectados con T. cruzi.
(Tay, 2010).

Figura 2. Triatoma pallidipennis

Nota: Se ilustra el ciclo biolégico completo de T. pallidipennis (principales transmisores de la
enfermedad de Chagas), desde el huevo pasando por las cinco etapas ninfales hastallegar a adultos
machos y hembras. Tomada de (Espinoza Gutiérrez, 2016). www.dgcs.unam.mx/boletin/bdboletin
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3.4 Agente etioldgico.

La enfermedad de Chagas se origina a partir de la infeccién con el protozoario T.
cruzi miembro de la familia Tripanosomatidae. La mayoria de las cepas de este
parasito se puede clasificar en 2 grupos principales T. cruzi | y T. cruzi ll, que incluso
se puede dividir en numerosos linajes. Presenta 2 fases de desarrollo en el

hospedero infectante y tres formas evolutivas con diferentes caracteristicas.

3.4.1 Tripomastigote metaciclico.

Forma infectante del parasito, de gran movilidad, se le encuentra en la sangre de
los vertebrados y en el intestino posterior de los vectores. Es de forma alargada y
fusiforme, mide de 2-30 pym, con un ndcleo predominante y central, el cinetoplasto
es grande se localiza en la porcién anterior y alejado del nucleo, contiene una red
fibrosa que incluye el 20% del DNA total del parasito, muestra un flagelo que inicia
en la parte anterior del cinetoplasto, emerge libre en el exterior anterior rodeando
todo el parasito y formando con ello una membrana ondulante. No tiene capacidad
de multiplicacion. Es la forma de diseminacion (APT, 2013) (Zavala, 2019).

Figura 3. Tripomastigote celular.

Nota: Se obsena la forma fusiforme caracteristica, el nicleo predominante alejado el cinetoplasto
de donde se origina el flagelo. Tomada de (Dotta, 2011).
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Figura 4. Tripomastigote en frotis de sangre

Nota: Se diferencia entre el cineto'plasto y el ndcleo, con la forma caracteristica de C. Tomada de
https://www.cdc.gov/dpdx/



https://www.cdc.gov/dpdx/

3.4.2 Epimastigote.

Es la forma de reproduccion del parasito en el vector y los medios de cultivo. Mide
20 — 25 um. Puede encontrarse en vertebrados con forma de transicion; el
cinetoplasto ha migrado desde la porcion anterior del cuerpo hasta localizarse en la
posicion anterior muy cercana al nucleo, el flagelo es libre y la membrana ondulante

es pequeia. Tiene gran movilidad (Zavala, 2019).

Figura 5. Epimastigote celular

Nota: Se obsena el cinetoplasto con continuidad cercana al nucleo, continua la forma fusiforme.
Tomada de (Dotta, 2011).

Figura 6. Epimastigote en frotis de sangre

Nota: Mas pequefio y es clara la continuidad entre el cinetoplasto y el nucleo. Tomada de
https://www.cdc.gov/d
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3.4.3 Amastigote.

Sin movilidad y carece de flagelo libre. Es de forma redonda-ovalda, mide apenas
entre 1. 5 a 4 ym. Es la forma de reproduccion intracelular en los hospederos

vertebrados. Se aglomeran en nidos.

Figura 7. Amastigote celular

Nota: Forma redondeada-ovalada caracteristica. Tomada de (Dotta, 2011).

Figura 8. Amastigote

Nota: Nidos de amastigotes en musculo cardiaco, caracteristicos de esta forma ewolutiva. Tomada
de (Gonzalez Blanco, 2014).
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Como se observa en la Figura 8. Un insecto vector triatomino infectado (o insecto
“besucdn”) se alimenta de sangre vy libera tripomastigotes en sus heces cerca del
sitio de la herida de la mordedura. Los tripomastigotes ingresan al huésped a traves
de la herida de la mordedura o de las membranas mucosas intactas, como la

conjuntiva.

Etapas en el ser humano: Inicia posterior a que un insecto infectado pica a un ser
humano y defeca. (1) Dentro del vertebrado, los tripomastigotes invaden las células
cercanas a la mordedura, donde comenzara la diferenciacion a amastigotes
intracelulares. (2) Posteriormente, los amastigotes se multiplican mediante la fision
binaria (3) y se diferencian a tripomastigotes, y luego se liberan al torrente
sanguineo (4). Para infectar células de diferentes tejidos (afinidad por musculo liso)
para evolucionar en amastigotes intracelulares en nuevos y distintos sitios de
infeccion, comunmente aqui comienza la sintomatologia. Los tripomastigotes de la
circulacion no tienen capacidad de reproduccion, solo de infeccion y
diseminacion. La replicacion se repite cuando T. cruzi ingresan a otra célula o es

ingerido por otro vector.

Etapas en el insecto: El triatomino se infecta al alimentarse de sangre (de un
vertebrado infectado) que contiene parasitos en el torrente sanguineo (5). Los
tripomastigotes ingeridos evoluciona a epimastigotes en el intestino medio del
vector (6). Los parasitos se multiplican en el intestino medio (7) y se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos infecciosos en el intestino posterior. (8) . Otras rutas
de transmisiébn menos comunes incluyen transfusiones de sangre, trasplante de
organos, transmision transplacentaria y transmision alimentaria (a través de
alimentos/bebidas contaminadas con el vector y/lo sus heces)
(CDC, 2021)
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3.6 Patogenia.

Se manifiestan 3 procesos patoldgicos:
1. Inflamacion.

2. Lesiones celulares

3. Fibrosis

Se relacionan entre si y comprometen principalmente al musculo cardiaco
(corazdn), liso (visceras huecas) y sistema nervioso. Las lesiones estas células se

deben ala accion citotoxica de CD8 o a CDA4.

Las formas de transmision como se ha comentado son multiples siendo la principal
a través del vector; los cuales, son hematéfagos obligados y de habitos nocturnos,
con un 80% en zonas endémicas. Este parasito es transmitido al humano tras la
picadura del vector que, al defecar, deposita sus heces contaminadas en la piel,
muy cerca del sitio de la picadura. Estas heces y la picadura misma producen
prurito, que contribuye a que, con el rascado, las heces se acerquen al sitio de

puncion y de esta manera el parasito pueda penetrar al huésped (APT, 2013).

Figura 10. Evolucion natural de la enfermedad de Chagas
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Indeterminado Determinado
P Periodo agudo o lactante
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>10
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Tomada de (APT, 2013)
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3.7 Factores de riesgo.

Intervienen  diferentes componentes tanto bioldgicos, sociales, politicos-
econdmicos y culturales. El principal es habitar o haber habitado en una zona
endémica, sumada la falta de aseo constante del hogar, materiales de construccion
de paredes, techos y piso. En un estudio realizado en Tabasco, determinaron el alto
grado de desconocimiento sobre el vector y por lo tanto de la enfermedad,
concluyendo que es un factor de riesgo la nula informacion puesto que no se toman
las medidas de precaucion necesarias a algo que se desconoce (Ruiz-Colorado,
2016).

Tabla 1. Principales factores de riesgo.

Ser visitante de una zona endémica.

Haber recibido recientemente una transfusibn de sangre, componentes
sanguineos o haber recibido trasplante (s).

Ingestion de alimentos sospechosos de contaminacion por T. cruzi.

Recién nacidos de madre infectada (transmision congénita).

Tener o haber tenido interaccidn con sustancias toxicas iv.

Convivencia constante con animales domeésticos o de granja.

Tabla adaptada por el tesista.

3.8 Mecanismos de transmision.

Vectorial:

La transmision vectorial se considera el principal mecanismo de infeccion en los
paises endémicos. T. cruzi se transmite a través del contacto con la materia fecal
de insectos triatbmicos infectados, que son hematéfagos obligados y de héabitos
nocturnos. La trasmision inicia cuando un triatomino se alimenta de la sangre de un
mamifero infectado, posteriormente los vectores infectados excretan los

tripanosomas en sus heces durante la succion de sangre. Las especies con mayor
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capacidad vectorial, con habitos domiciliarios y con mayor distribucion geografica

pertenecen a los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus (Guhl, 2009).

Transfusional:

Es el segundo mecanismo de transmision mas frecuente, esto debido al aumento
de migracion de personas en zonas endémicas a zonas no endémicas como lo son
Norte América, Europa, Asia, donde se estima que un 2% de los latinos residentes
en Europa estan infectados. La infeccion, que habia sido primordialmente rural,
paso a ser urbana y transmisible por transfusién sanguinea. En Estados Unidos, se
han documentado cinco casos de infeccion por T. cruzi asociados a transfusiones
de sangre desde la década de los ochenta, y entre 2006 y 2011 se reportaron 1.459
donaciones seropositivas para T. cruzi. Actualmente, en la mayoria de los paises
de América Latina se ha establecido por ley la obligatoriedad de que los bancos de
sangre dispongan de sistemas de tamizaje para prevenir la transmision
transfusional de T. cruzi. Con la tamizacion en bancos de sangre en Latinoamérica
desde 1993, se ha disminuido la prevalencia de la infeccion por transfusiones.
(Rueda & Trujillo, 2014). En Meéxico, se considera el segundo mecanismo de
transmision y a partir del 2012 es obligatorio realizar el tamizaje en donaciones de

sangres para la disposicion de sangre y sus componentes con fines terapéuticos.
Congénita:

Puede transmitirse a través de la placenta después del primer trimestre de
gestacion. Los factores que interviene en la transmisién son la parasitemia e
inmunidad de la madre, inmunidad del recién nacido y la morfofisiologia de la
placenta. La via transplacentaria implica transmision vertical y puede ocurrir por la
semana 22 o antes, durante la fase aguda o cronica y en embarazos sucesivos 0

durante el parto con la sangre de la madre infectada a través del corddén umbilical.

La infeccién congénita con T. cruzi afecta al 5%, de acuerdo con la OMS se estima
gue en América Latina hay alrededor de 1,126,000 de mujeres en edad fértil
infectadas con el parasito, de esta cifra el 50% de casos estan reportados en

México, Argentina y Colombia; en estos paises se ha observado rangos de 1-40%.
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En general, se calcula que en América Latina hay mas de 15,000 casos anuales de
Chagas Congénito, en México en el periodo 2000-2012 se registraron 5.463 casos
de la Enfermedad de Chagas (247 agudos, 171 crénicos con sintomas y 5047
asintomaticas). De 2000- 2007, la incidencia fue de 0.07 a 0.037 por cada 100,000
habitantes, en 2008 se registr6 un aumento a 0.61 y en 2012 la incidencia fue de
0.71 por cada 100,000 habitantes. En este periodo 2000-2012, la Unica entidad que
no reporto casos fue Chihuahua. La OPS refiere en un documento técnico de
circulacién restringida que para 2005 de los 170 millones de habitantes, 1.1 millén
estarian infectados, se estimaron 7,700 casos nuevos anuales de transmision por
vector, 243 000 mujeres en edad fértil infectadas y una incidencia de Enfermedad
de Chagas Congénita de 0.051 por cada 100 nacidas en el afio (Werner &
Heitnamng, 2008).

Trasplante de 6rganos:

La transmision por trasplante de érganos de donadores infectados se ha reportado,
sobre todo, en casos de trasplante de rifion. Los trasplantes de corazén, médula
Osea y pancreas de donantes vivos y muertos son también posibles causas de
transmision de la enfermedad de Chagas. Se han notificado casos en Argentina,
Brasil, Chile y Venezuela (Guhl, 2009).

Accidental:

Se ha notificado la transmision accidental de la enfermedad de Chagas en varias
situaciones, como en laboratorios y hospitales. Se han registrado mas de 70 casos
bien documentados (Guhl, 2009).

Oral:

Se ha comenzado a hablar de esta nueva forma de diseminacion, anteriormente no
se habia confirmado, pero se han reportado diversos brotes en Brasil, Colombia,
México y Venezuela. Se ha observado la transmision oral posterior a la ingesta de
alimentos contaminados con triatdbmicos infectados (triturados) o con sus heces.
Después de un periodo de latencia de cinco dias a partir de la ingestion, la infeccion

oral se caracteriza por manifestaciones graves, como fiebre prolongada, miocarditis
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aguda, falla cardiaca y, en algunos casos, meningoencefalitis. La mayoria de los
brotes se han asociado al consumo de bebidas preparadas a base de frutas u otros
vegetales contaminados con las heces de triatominos 0 secreciones de mamiferos
infectados (APT, 2013) (Rueda & Trujillo, 2014).

Leche materna:

Sobre la transmision por la lactancia materna, la referencia es escasa. Existen

publicaciones en modelos experimentales (Norman & Lépez Vélez, 2013).

3.9 Fases.

La historia natural de la enfermedad costa de una fase aguda, una fase cronica

indeterminada y fase cronica sintomatica.

3.9.1 Fase aguda.

Comprende el periodo de incubacion que va desde los 7 dias hasta las 2 semanas
(puede variar), es aqui donde los parasitos se replican intensamente en células
epiteliales, macréfagos y fibroblastos, en esta fase es donde el parasito es
detectable en la sangre periférica identificado por examen parasitologico directo.
Los sintomas inician alrededor de 7-10 dias después de la infeccion consiste
especialmente de sintomas leves o inespecificos y pueden estar presentes por mas
de 4 meses llegando a desaparecer esporadicamente para avanzar a su forma
aguda grave o cronica (CENAPRECE, 2015). En los casos de transmision por
transfusion sanguinea aparecen entre 20 y 40 dias (Salazar-Schettinoa, 2015). Se
presente en cualquier edad, con peor prondéstico en los infantes menores de 2 afios.
La mortalidad en esta fase es infrecuente; si sucede es comunmente por miocarditis
0 meningoencefalitis, aumentando el riesgo en pacientes inmunodeprimidos o en la
nifiez. (Molina, 2015).
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3.9.2 Manifestacionesagudas.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes encontradas son: (Molina, 2015)

(Ministerio de Salud y Proteccion Social - Federacion Medica Colombiana, 2013)

Sindrome febril (84,7%), cefaleas (47,5%), edema (3,4%), hepatomegalia (8,5%),
signos de falla cardiaca (17%) con miocarditis.

Signo de romafa-mazzamialgia (50%), cuando la penetracion es cercana a la
mucosa ocular, se caracteriza por la aparicion de edema bipalpebral lateral, elastico
e indoloro, de color violaceo de los péarpados, con conjuntivitis y adenopatia

preauricular.

Figura 11. Signo de Romaa

Nota: Edema bipalpebral mas eritema en los bordes, se obtiene reborde de 6rbita superior v 1.5 cm
por debajo de reborde de 6rbita inferior, hiperemia, descamacion de la piel y agudeza visual sin
alteraciones aparentes. Tomada de (Revista Electronica de Portales Medicos.com, 2012)

Chagoma de inoculacion (1.7%), sila trasmision fue vectorial es decir a través de
la piel, se presenta como nddulo subcutaneo, duro, redondeado, indoloro y
eritematoso, acompafado de adenopatias vy fiebre, ambos signos se auto imitan y

desaparecen con lentitud al cabo de 30 a 60 dias.
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Figura 12. Chagoma de inoculacién

Tomada de (https:)/faoap.es/articulo/240/enfermedad-de-chaqa)

Miocarditis: Puede presentar o no manifestaciones de origen cardiaco.

Los cambios en electrocardiograma son prolongacién del segmento PR y del
intervalo QT, cambios de la onda T, disminucion del voltaje QRS, extrasistole
ventricular, bloqueo de la rama derecha (Guia de promocion de la salud y

prevencion de enfermedades en la salud publica, 2005).

Figura 13. Cambios electrocardiogréficos en la miocarditis de la
enfermedad de Chagas en fase aguada.

Complejo ST
QRS <€ Disminucién
= voltaje

|

Prolongacién Cambios

Intervalo QT

1

Prolongacién

Tomada de; (Guia de promocion de la salud y prevencion de enfermedades en la salud publica,
2005)
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La radiografia presenta aumento de las estructuras cardiacas con afinidad del
ventriculo izquierdo 85 %. Se observan signos de pericarditis, derrame pericardico
o falla cardiaca (Ministerio de Salud y Proteccion Social - Federacion Medica
Colombiana, 2013).

Lactantes y nifios: lIrritabilidad, llanto continuo, falta de apetito, presencia de
hepatoesplenomegalia, fiebre  elevada, incluso  afeccibn del SNC
(meningoencefalitis), que puede causar la muerte del paciente (Guia de promocion

de la salud y prevencion de enfermedades en la salud publica, 2005).

Adolescente: cefalea, insomnio, astenia, mialgias, y meningoencefalitis o
encefalitis, hipoproteinemia (reduccion de suero-alblUmina y aumento de las
globulinas alfa, beta y gama), leucocitosis a expensas de linfocitosis y tendencia a
leucopenia, diarrea, adenopatias generalizadas o regionales con predominio
cervical e inguinal; orquiepidimitis y parotiditis (Guia de promocion de la salud y

prevencion de enfermedades en la salud publica, 2005).

3.9.3 Fase indeterminada.

Esta fase puede durar 5 o hasta 20 afios donde la mayor parte de los pacientes
estan asintomaticos, pero positivas serologicamente esto ocurre en un 70%. Se han
reportado anomalias anatomicas y funcionales, incluso muerte subita. Solo un 2 a
5 % de los pacientes que se encuentran en esta fase evolucionan a la forma
cardiaca y un 80% evoluciona adecuadamente sin presentar sintomas. Algunos
nifios menores de 10 afios, cursan con reacciones exantematicas siendo escasas e
infrecuentes nauseas, vomito, granulocitopenia y epigastralgia (Ministerio de Salud

y Proteccion Social - Federacion Medica Colombiana, 2013).

3.9.4 Fase cronica.

Inicia aproximadamente 8 semanas después de la infeccion o desde el momento en

gue persiste la infeccién por el T. cruzi. 30% de los pacientes presentan sintomas,
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dafio cardiaco o compromiso de visceras huecas, especialmente eso6fago y colon.
El episodio agudo se resuelve clinicamente o la parasitemia detectada
microscopicamente es negativa y las pruebas seroldgicas son positivas (Molina,
2015), por lo que los métodos seroldgicos son de eleccion para el diagnostico. El
organo méas afectado es corazén, con alteraciones en la contractilidad vy
conductibilidad con insuficiencia cardiaca progresiva y cardiomegalia; causa de

miocardiopatia infecciosa mas frecuente del mundo. (CENAPRECE, 2015).

3.9.5 Manifestacionescroénicas.

En este periodo existen alteraciones en corazon y musculo liso, sobre todo esoéfago
y colon. La mayoria desarrolla cardiopatia crénica (27%) y alteraciones croénicas

digestivas (6%) y neuroldgicas (3%).

Forma cardiaca: Es de importancia dada su elevada mortalidad, las tres capas del
corazon cursan con inflamacion crénica, fibrosis progresiva, miocitdlisis,
alteraciones en la contractilidad y conductibilidad. Se cursa con insuficiencia
cardiaca progresiva causada por lesiones en el miocardio debido a la destruccion
de células miocérdicas y del sistema excitoconductor (His-Purkinje) siendo asi la
causa de miocardiopatia infecciosa mas frecuente del mundo. La cardiopatia
chagasica cronica tiene un curso progresivo que se agrava por la superposicion de

procesos inflamatorios, destruccion celular y fibrosis (APT, 2013).
Figura 14. Radiografia de Térax.

-

-5

Nota: Aumento global de la silueta cardiaca, observado en un enfermo adulto. Este paciente
presento arritmias ventriculares y bloqueo de rama derecha del haz de His. Tomada de (Carrada
Brawo, 2004)

34

—
| —



Forma digestiva: Afecta visceras huecas siendo el mas frecuente esofago y/o
colon, estructuras con contenido mas soélido. Ocasionado por una pérdida del
sistema nervioso entérico (sistema excitatorio e inhibitorio), lo que da lugar a
trastornos motores, de absorcidén, secrecion y dilataciones localizadas. Las
alteraciones funcionales se relacionan con ausencia neuronal, a nivel muscular se

encuentra miositis focal y fibrosis variable.

Afectacion esofagica: Megaesofago. Sintoma principal es la disfagia, progresiva y
aumenta por la ingestion de alimentos. Existe hipertonia y disfuncion de esfinter
esofégico inferior desde el inicio de las alteraciones motoras. Paciente consulta por

regurgitacion, tos pirosis, sialorrea, desnutricién e hipo.

Afectacion colonica: Megacolon. Presentan estrefiimiento progresivo (disquesia),
meteorismo, distencién abdominal, timpanismo con estudio baritado se observa
dilatacion colonica (megacolon). La complicacibn mas comun es la torsion con
mayor frecuencia del sigmoides (Molina, 2015) (APT, 2013) (Zavala, 2019).

Forma nerviosa: El compromiso del SNC puede ser difuso o focal con escasa
repercusion clinica. El perfil del paciente cronico es el de una persona con letargo,

astenia y adinamia.

3.10 Diagnéstico.

DIRECTOS.

Los parasitos se detectan mediante la observacion, son favorables en la fase
aguda.

Deteccion en fresco. Es el gold standard de los métodos directos por el diagnéstic o
simple, rapido, efectivo, econdmico y con mayor sensibilidad. Se realiza mediante
la obtencidén de sangre, posteriormente se coloca una gota de sangre en un porta y
un cubreobjetos para observarlo al microscopio, se pretende observar
tripomastigotes méviles de T. cruzi. Es utilizada para la investigacion de transmisién
vertical del parasito (APT, 2013).
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Strout. Técnica de concentracion de los tripomastigotes de T. cruzi, que presenta
mayor sensibilidad y es util cuando el frotis es negativo. Se realiza centrifugando la
sangre por 10 minutos a 1000 rpm y el sobrenadante a 1500 rpm por 10 minutos y
el ultimo sobrenadante a 2 500 rpm por 10 minutos, se hace la observacion del

parasito en el sedimento en fresco o en frotis tefiido con Giemsa (APT, 2013).

Microhematocrito o microstrout. Mediante la extraccion de sangre venosa total
se recoge en capilares de Microhematocrito heparinizados y se centrifuga por 3
minutos Yy asi los capilares se cortan en la interface glébulos-plasma para examinar
entre porta y cubre al microscopio (Guia de promocion de la salud y prevencion de

enfermedades en la salud publica, 2005).

Capa de leucocitos. Se hace mediante la centrifugacion de la sangre con
anticoagulante para buscar al parasito en la capa de leucos formada en la interface
de los eritrocitos y el plasma (Guia de promocion de la salud y prevencion de

enfermedades en la salud publica, 2005).

Gota gruesa. Tiene menor sensibilidad, se examina una mayor cantidad de sangre,
colocando tres gotas de sangre en el portaobjetos y se mezclan las gotas con
movimientos circulares por 3 minutos para asi desfibrinar la muestra y se deja secar,
se usa la tincibn Giemsa (1:10) por 30 minutos para que se de la

deshemoglobinizacion y hacer mas facil la observacion (APT, 2013).

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR). Método enzimético que se basa en
la sintesis de multiples copias determinadas de un segmento de DNA. Util para
casos agudos negativos en personas inmunosuprimidas, posee mayor sensibilidad
gue Xenodiagnostico o Hemocultivo. Se prevé que en futuro sea el gold standard

para la determinacion de curacion de un paciente en tratamiento (APT, 2013).

INDIRECTOS:

Xenodiagndstico. Se usa al triatomino como medio de reproduccion de T. cruzi
haciendo que este tome sangre del paciente para después examinar el intestino en
busqueda de epimastigotes y tripomastigotes metacliclos (Guia de promocion de la

salud y prevencion de enfermedades en la salud publica, 2005).
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Hemocultivo. La sangre sera obtenida puncién venosa de 1 a 5 mL, se utilizan
medios de cultivo especiales como Novy, Nicolle, etc, que ayudan al desarrollo de
los triponosomatidos. Util en la fase aguda cuando los tripomastigotes comienzan a

salir de torrente sanguineo (Tay, 2010).

Western-blot. Con esta técnica se pretende detectar una proteina especifica a
partir de una muestra de sangre o de tejido mediante la electroforesis en gel de
poliacrilamida para obtener la separacion de muestras y proteinas. Posteriormente
las proteinas se colocan en la superficie de una membrana y se exponen a un
anticuerpo especifico que va en contra de la proteina, la union es detectada
mediante un marcador radiactivo (Tay, 2010).

Inmunofloresencia. (IFl) En esta técnica, el antigeno de T. cruzi, es fijjado en
espacios marcados sobre portaobjetos y sobre éste, se hace actuar el suero del
paciente en diluciones crecientes. Si el suero contiene anticuerpos especificos
contra el parasito, se fijaran en éste y no seran removidos con los lavados que se
hagan a continuacion. Mas tarde se afiade una antigammaglobulina humana ligada
a un fluorocromo, habitualmente isotiocianato de fluoresceina, que se conoce como
conjugado. Dicho conjugado se unira a la inmunoglobulina humana que, a su vez,
esta formando un complejo con el antigeno. La reaccidn se lee en un microscopio
de fluorescencia, que cuenta con un sistema de filtros que selecciona un rango de
longitudes de onda apropiado para excitar el fluorocromo, el que fluorece. El brillo
del antigeno expresa positividad de la reaccion (APT, 2013).

Hemaglutinaciéon Indirecta (HAI). En esta técnica, el antigeno soluble de formas
epimastigotes de T. cruzi se une mediante un proceso de tamizacion a glébulos
rojos, los que actian como marcadores que permiten observar la presencia o no de
reaccion. Al combinar el antigeno adherido a eritrocitos con el suero del paciente, si
hay anticuerpos presentes contra el antigeno, se podra observar aglutinacion
homogénea de los hematies, que han sido unidos a los anticuerpos. formando una
red entre ellos. Sino hay anticuerpos especificos para el antigeno, los glébulos rojos
precipitardn al fondo del pocillo donde se realiza la prueba, dando una imagen de
boton (APT, 2013).

37

—
| —



Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzima (ELISA).
Permite detectar la presencia de anticuerpos anti-inmunoglobulinas ligados a una
enzima mas un sustrato obteniendo como resultado una reaccion colorida, se

recomienda como la primera prueba para la confirmaciéon diagnostica en la fase

cronica.
Tabla 2. Métodos diagnésticos
DIRECTOS: INDIRECTOS:

Detencion en fresco. Xenodiagnéstico.

Strout. Hemocultivo.

Microhematocrito. Western-blot

Capa de leucos. Reaccion de inmunofloresencia indirecta
(IF1)

Gota gruesa. Reaccion de hemaglutinacion indirecta
(HAV)

Reaccion en Cadena de la Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima

Polimerasa. (ELISA)
Antigenos recombinantes y péptidos
sintéticos.

Tabla adaptada por el tesista.

3.11 Tratamiento.

Indicaciones:

1. Realizar previo al inicio del tratamiento, 20 dias después y al finalizar:
e Biometria Hematica. (BH)

e TGO (transaminasa glutamica oxalacético)
e TGP (transaminasa glutdmico piravica).
¢ Nitrégeno ureico
e Creatinina
2. Fase aguda: Tratar a todo paciente en fase aguda, cualquiera que sea su
mecanismo de transmision.
3. Fase cronica: El tratamiento disminuye la progresion hacia la cardiopatia y

la mortalidad.
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4. El seguimiento del paciente debe ser semanal para monitorear la aparicion
de signos de intolerancia a la medicacion.
5. Suspension de la ingestion de bebidas alcohdlicas (riesgo de efecto

antabus).

Objetivos del tratamiento:

Los tratamientos tripanosomidas pretende erradicar la infeccion, asi como evitar
complicaciones presentes en la etapa aguda y reducir el riesgo de presentar la etapa
cronica; si se suministra en esta etapa se espera disminuir el dafio de los érganos
principales. Al inicio del tratamiento se tiene que realizar la erradicacion del vector
por riesgo de reinfeccion (CENAPRECE, 2015).

Hasta el momento no se existe un medicamento totalmente efectivo en todas las

etapas de la enfermedad agreda su toxicidad.

En México, son administrados por Centro Nacional de Programas Preventivos de
Control de Enfermedades (CENAPRECE), los dos medicamentos mas prescritos
desde hace mas de 3 décadas y aceptados internacionalmente son Benzonidazol y

Nifurtimox, ambos con una tasa de curacion alta en fase aguda (Molina, 2015).
Benznidazol. Comprimidos birranurados de 50 y 100 mg

Utilizado como tratamiento de primera eleccion por su menor nimero de reacciones
adversas solo presentandose en un 7-30% de los pacientes. En la tabla 2, se

muestran las dosificaciones y las indicaciones (CENAPRECE, 2015).

Tabla 3. Dosis Benznidazol

Ninos: 5 a 10 mg/kg/dia divididos en 2 0 3 Se deben tomar
tomas diarias (12hrs o 8 hrs) después de los
Adulto: 5 mg /kg/ dia debido a mayor alimentos durante 60
frecuencia de efectos adversos dias, sin sobrepasar la
Adulto  con Se debera extender la dosis mas de dosis maxima diaria de
peso >60kg 60 dias. 300 mg.

Tabla adaptada por el tesista.
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Efectos secundarios:

En niflos (<10 afos): Son poco comunes que se hagan presentes, si bien esto
sucede se presentan mayormente como reacciones exantematicas
(hipersensibilidad) como dermatitis, prurito, linfadenopatias, edema vy fiebre, suelen

aparecer 7-20 dias después del comienzo del tratamiento.

Adultos: Neuritis palmar o plantar, hipersensibilidad (50%), nauseas, vomito y

epigastralgias (20 %), cefalea y somnolencia, tabla 4.

Tabla 4. Efectos secundarios del Benznidazol

*Generales: Digestivo. **Hipersensibilidad. Neurolégicos:
Cefalea. Nauseas Dermatitis Parestesias
Insomnio o Vomito Prurito Disgeusia
somnolencia. Epigastralgias Linfadenopatias
Mialgias. Edema
Artralgias. Fiebre
Anafilaxia.

*No condicionar la suspension del tratamiento.
**Condicionan la suspension del tratamiento.

Tabla adaptada por el tesista.
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Nifurtimox. Comprimidos birranurados de 120 mg.

Mayor numero de reacciones adversas presentdndose en un 6-40% de los

pacientes. Las dosis no deben sobrepasar los 700 mg en 24 horas, tabla 5.

Tabla 5. Dosis Nifurtimox

RN — 2 meses. 10 mg/kg/dia administrados en 2 tomas
(12 hrs)

Lactante: 10 mg/kg/dia administrados en 3 tomas
(8 hrs)

Adolescentes y adultos jovenes. 8 mg/kg/dia administrado en 3 tomas
(8 hrs)

Adultos: 8 mg/kg/dia administrado en 3 tomas
(8hrs).

Tabla adaptada por el tesista.

Al iniciar el tratamiento este se debe de iniciar de forma gradual para evitar las

reacciones adversas:

e Primer dia: 1/4 de la dosis 6ptima.
e Segundo y tercer dia: mitad de la dosis Optima.

e Cuarto dia: Inicio de la dosis 6ptima completa.

Lactantes: iniciarlo a la mitad de las dosis, con controles de hemograma normal en

la primera semana, hasta alcanzar la dosis optima de 10 mg/kg/dia.

Efectos secundarios:

Son semejantes a los del bezonidazol, pero con mayor presencia de los sintomas

digestivos y neuroldgicos, tabla 6.
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Tabla 6. Efectos secundarios del Nifurtimox

Generales: Gastrointestinales: Neuroldgicos:
Irritabilidad Anorexia Desorientacion
Insomnio Pérdida de peso Temblores.
Vomitos * Neuropatias periféricas.
Nauseas. Parestesias

Neuritis periférica

*Reaccion adversadosis dependientey su apariciénimplicalainterrupcién inmediatadel tratamiento.

Tabla adaptada por el tesista.

Se suspendera de forma transitoria, esperar la desaparicion de los efectos adversos
y reinstalar la dosis Optima. Duracion: 30-60 dias para los casos agudos
(CENAPRECE, 2015).

3.12 Prevencion.

Para el control vectorial se enfoca en el uso de insecticidas de accién residual mas
el mejoramiento y sanidad de la vivienda, difusion de informacion sobre los
transmisores, reportar los avistamientos a los Centros de Salud de ser posible

atraparla y entregarla para que sea sometida a examenes diagnosticos.
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3.13 Anatomia de la glandula mamaria.

Situada en la pared anterior del térax son elementos superficiales, se extienden
verticalmente entre la 2da y 6ta costilla y horizontalmente entre el borde esternal y
la linea medio axilar. Las glandulas mamarias estan unidas a dermis mediante los
ligamentos de Cooper. Esta constituida de 15-20 I6bulos y estos se subdividen en
20-40 lobulillos y estos en 10-100 alveolos. Los I6bulos estan drenados por los
conductos lactiferos que antes de su desembocadura en el pezén presentan una
dilatacion fusiforme llamada seno galactoforo (Moriyon, 2021). El tejido adiposo que
se distribuye pregradualmente a excepcion de la region areolar son pequefias
celdas adiposas que conforman la capa retoglandular. La areola tiene un didmetro
de 2-6 cm, son de cobertura delgada y pigmentada, contienen abundantes glandulas
sebaceas denominas tubérculos de Morgagni, aumentan sutamafio y secretan una
sustancia oleosa que lubrica el pezén. Los pezones son prominencias de forma
cilindrica, de cobertura rugosa, delga y pigmentada excepto de grasa, pelo o
glandulas sudoriparas. Las puntas de los pezones estan fisuradas por los conductos

lactiferos donde desembocan.

Figura 15. Anatomia de la mama, vista anterior y transversal

VRN Musculo .
Musculo.
D Lébulo \ \

\
\ \ . Tejpdo |
\ \ graso

, S Lébulo

/’ Pezdn

Pezén

Aréola
Tejido
graso

\

\ 1 \ 4 Aréola
\ '

Condﬁg_tos N
" | \_ Conductos

12N

Costillas

Tomada de https://revistamedica.com/finalidad-pruebas-imagen

43

—
| —


https://revistamedica.com/finalidad-pruebas-imagen

Figura 16. Alvéolo mamario
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3.14 Componentes de la leche materna.

Es una composicion de diversos complejos con las cantidades adecuadas de cada

uno (Procuraduria Federal del Consumidor, 2020).

Agua: Es el principal componente y ayuda a mantener la hidratacion correcta del

lactante.

Grasa: Aporta un aproximado de 50% de la energia total en la leche materna, de
los cuales el 99% se presenta en forma de triglicéridos. Predominan los acidos

grasos de cadena larga los cuales conforman el 60% del cerebro.

Hidratos de carbono: La leche materna contiene 7.3 g de hidratos de carbono en
100 mililitros. El principal hidrato de carbono es la lactosa representando el 70% del
contenido total, es una importante fuente de energia. En menor cantidad contiene

oligosacaridos que brindan proteccion contra las infecciones.

Proteinas: Ayudan al crecimiento y desarrollo del bebé, activan su sistema

inmunitario y desarrollan y protegen las neuronas cerebrales.
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Vitaminas y minerales: El hierro y el zinc estan presentes en relativa baja

concentracion, pero su biodisponibilidad y absorcién es elevada, ayudan a la

formacion de su dentadura y de sus huesos, y al funcionamiento de los 6rganos
internos.

Enzimas: Ayudan al adecuado desarrollo de los diversos sistemas, la lipasa tiene

como funcién descomponer las grasas, mientras que la tromboplastina ayuda en el

desarrollo del sistema nervioso central.

Factores antiinfecciosos: Contiene inmunoglobulinas, principalmente la IgAs que

recubre la mucosa intestinal evitando que las bacterias penetren las células.

Figura 17. Composicion de la leche materna
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Toma de http://www.asociacionsina.org/
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3.15 Importancia de la lactancia materna.

La lactancia materna tiene numerosos beneficios para el binomio madre-hijo, uno
de ellos es la estimulacion del vinculo materno que proporciona al bebe, seguridad,
consuelo, carifio, etc. Se enlistan los beneficios principales para el bebé en la tabla
7 (Guia de Lactancia Materna, 2009) (UNICEF , 2013).

Tabla 7. Beneficios de la lactancia materna para el bebé.

Favorece la liberacion de la hormona del crecimiento

Tapiza el intestino del bebé protegiéndolo frente a patdgenos

Disminuye la aparicion de problemas inmunolégicos

Previene enfermedades de la edad adulta

Aumenta la inteligencia cognitiva y emocional

Disminuye el riesgo de muerte subita

Provee los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo del bebe

Disminuye los colicos del bebé

Provee los liquidos y electrolitos para la hidratacion

Ayuda a desarrollar un lenguaje claro tempranamente

Protege contra caries dentales

Tabla adaptada por el tesista.
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4. FUNDAMENTOS DE LA METODOLOGIA.

4.1 Extraccion de DNA.
Los primeros pasos para un analisis genético son la extraccion y purificacion de
DNA, el método empleado dependera del tipo de DNA que se requiera.
Los diferentes métodos de extraccion comparten 4 pasos basicos:
1. Lisis celular.
2.Desnaturalizacion de las proteinas asociadas al DNA o RNA para su separacion.
3. Degradacion del DNA o RNA.

4. Purificacion y recuperacion del DNA o RNA.

Extraccion de DNA por la técnica fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

Es uno de los métodos mas usados por su facilidad y economia dando como
resultado el aislamiento de DNA de buena calidad, este procedimiento se realiza en

frio, posterior a la extraccién se almacena a -80° para su uso.

47

—
| —



Figura 18. Extraccion de DNA por la técnica fenol-cloroformo-isoamilico
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4.2 PCR. (Polymerase Chain Reaction)

Proceso basado en el uso de la enzima Tag DNA polimerasa para amplificar
regiones de DNA. De esta manera se aumenta la cantidad de dichas regiones en la

muestra para su consecuente estudio 0 uso en una gran variedad de ensayos.

1. Desnaturalizacion: La temperatura aumenta a 95° C durante 20-30
segundos para que las cadenas de DNA se calienten ocasionando que se
rompan los puentes de hidrogeno y asi lograr que las cadenas se separen,

estas serviran como templado para el siguiente paso.

2. Hibridacién/alineamiento: La temperatura disminuye hasta 50-65°C para
gue se forme el complejo templado-primers. Los iniciadores estan disefiados

para reconocer una region especifica de DNA que se quiere amplificar.

3. Extension/amplificacion: La temperatura aumenta nuevamente pero solo
hasta los 72°C y asi permitir la Intervencion de la Taqg polimerasa para que
reconozcay a realice la elongacion, lo que da como resultado dos copias de

la hebra de DNA original (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013).
Figura 19. Pasos de PCR
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4.3 ELISA en sandwich.

Método sensible que mide la concentracion de antigeno en una muestra
desconocida. La principal ventaja del sandwich ELISA es que la muestra no tiene
gue ser purificada antes del andlisis. Ademas, el ensayo puede ser bastante
sensible. El antigeno de interés se cuantifica entre dos capas de anticuerpos, es
decir se empalma el antigeno entre 2 anticuerpos. Estos dos anticuerpos se
denominan normalmente pares de anticuerpos emparejados (JOVE Science
Education, 2022).

Si el suero del paciente contiene anticuerpos contra el antigeno, se unirdn a este y
guedaran unidos a la superficie del pozo y no seran removidos por los lavados,
posteriormente se adhiere el segundo anticuerpo formado por una anti-
gammaglobulina humana ligada a una enzima (peroxidasa o fosfatasa alcalina) el
cual reconoce el primer anticuerpo. Por ultimo, se agrega el sustrato de la enzimay
se mide la intensidad del color desarrollado, el cual es proporcional a la magnitud
de la reaccion antigeno-anticuerpo, que puede ser visible a simple vista 0 mediante
un espectrofotometro, los resultados son expresados en densidad O6ptica (APT,
2013).

Figura 20. Procedimiento de la técnica de ELISA sandwich
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4.4 Inmunocromatografia.

El CHAGAS STAT-PAK de Chembio es una reaccion diagnostica
inmunocromatografica de tamizaje para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi. El
método emplea una combinacién Unica de proteinas recombinantes fijjada a una
membrana que retiene los anticuerpos especificos, conjugados con particulas
coloreadas. La reaccion diagnostica tiene un gran nivel de sensibilidad y
especificidad. La muestra se aplica en el pocillo SAMPLE. A medida que la muestra
fluye lateralmente sobre la membrana, las inmunoglobulinas humanas se asocian a
particulas coloreadas. Si la muestra contiene anticuerpos anti-T. cruzi, estos se
unirén al antigeno fijado a la membrana en el &rea denominada TEST produciendo
una linea rosa-parpura. En ausencia de anticuerpos anti-T. cruzi esta linea no
aparece. El CHAGAS STAT-PAK de Chembio proporciona al mismo tiempo, un
control interno que detecta la presencia de IgG en la muestra. De esta manera, la
muestra al continuar su migracion producira una linea rosa-parpura en la zona
CONTROL. La deteccion de esta linea demuestra que el reactivo esta funcionando

correctamente.

4.6 Cuantificacion de Acidos Nucleicos.

La espectrofotometria UV-V es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz
absorbida depende de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de
medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el que se puede seleccionar la longitud
de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida

por la misma (Abril Diaz, y otros).
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4.5 Electroforesis en gel de Agarosa.

Técnica que se basa en la separacion de biomoléculas con respecto a su movilidad
y naturaleza en un campo eléctrico sobre una matriz porosa, para la separacion de
acidos nucléicos se utilizan matrices de agarosa. Es aplicable a cualquier tipo de
célula eucariota que pueda obtenerse como una célula Unica El limite de tamafio
maximo de fragmentos de DNA que pueden ser analizados con gel de agarosa es
de 100 a 2000 pb (Montalvo Navarro & Lugo Flores , 2016).

Las moléculas de DNA poseen una carga negativa uniforme por una unidad de
masa, lo que hace que sumovilidad sea hacia el polo positivo y que se determinada

por el tamafo de las moléculas.

Figura 21. Electroforesis en gel de Agarosa.

Fuente propia del tesista.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad de Chagas es un problema de Salud Publica en México ya que se
puede adquirir por varias vias y aun existe poco interés en el control. La transmision
a través de la lactancia materna es una de las vias que tiene poca informacion sobre
el riesgo de transmitir la infeccion de madres infectadas a sus hijos y no ha quedado

claramente establecido si el parasito se puede transmitir a través de la lactancia.

Del 1.1 millones de personas infectadas en México 243, 000 son mujeres en edad
fértil que pueden transmitir la infeccion a sus bebes por la via congénita y

probablemente por la lactancia materna.

El estado de Oaxaca, es uno de los estados con mayor indice de pobreza extrema,
ocupa el tercer lugar de los estados con mayor nUmero de casos reportados a la
Enfermedad de Chagas, después de Veracruz y Yucatan. De 2000 a 2016 la
mortalidad fue de 487 decesos en dieciocho entidades del pais; la mayoria en el
estado de Oaxaca. Es el estado que alberga mas especies de triatominos, siendo
las principales R. prolixus, T. barberi, T. bolivar. (Secretaria de Salud, 2019).
Recientemente se publicé un estudio que reporta una prevalencia de infeccion en
mujeres embarazadas del 4.4% y una frecuencia de transmisién por la via congénita
de 9.09%. (Cardoso, y otros, 2012). Sin embargo, los estudios de la transmision de
T. cruzi a través de la lactancia materna son escasos y no se tienen resultados
concluyentes, por lo que, debido a la falta de informacién sobre la importancia de
esta via, es necesario disefiar un estudio que permita conocer la magnitud en la
transmision de T. cruzi a través de la lactancia y descartar la hip6tesis de se trata
de una infeccién por la ingesta de sangre proveniente de las fisuras en los pezones

de la madre.

La lactancia materna exclusiva le da al recién nacido hidratacion, proteccion y
nutricion; es un alimento esencial para el desarrollo inmunolégico y nutricional del
lactante durante los primeros 6 meses de vida. Sin embargo, si la madre lactante se
encuentra infectada por algin microrganismo como virus, bacterias o parasitos, la

lactancia a través de ella seria un factor de riesgo de infeccion para su hijo. Por lo
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tanto, es necesario definir el riesgo de infeccién por T. cruzi a través de la leche
materna, la frecuencia de transmision y si existe grado de severidad en el lactante

a causa de la infeccion; ya que es importante que no se le suspenda este alimento
al bebe.
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6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo General.

Determinar si T. cruzi puede transmitirse o no de mujeres lactantes a sus bebes
durante el periodo de lactancia y que provienen de zonas endémicas a la
enfermedad de Chagas en México, usando las pruebas de PCRy ELISA.

6.2 Objetivos Especificos.

1. Identificar anticuerpos IgG anti-T. cruzi en el suero de mujeres lactantes
provenientes de zonas endémicas de México mediante la prueba de ELISA.

2. ldentificar la presencia de DNA de T. cruzi obtenido de leche materna de
muijeres lactantes provenientes de zonas endémicas de México mediante la
prueba de PCR.

3. ldentificar la presencia de T. cruzi obtenida de sangre en papel filtro de
lactantes incluidos en el estudio provenientes de zonas endémicas de México

mediante la prueba de PCR.

4. Determinar si existen factores de riesgo que favorezcan la trasmision de
parasito T. cruzi a través del consumo de leche materna en los binomios

madre-hijo incluidos en el estudio.
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HIPOTESIS.

Ho: Consumir leche materna de mujeres infectadas con T. cruzi que viven en zonas
endémicas se asocia a un riesgo aumentado de transmitir el pardsito a sus

lactantes.

Ha: Consumir leche materna de mujeres infectadas con T. cruzi que viven en zonas
endémicas no se asocia a un riesgo aumentado de transmitir el parasito a sus

lactantes.
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7. MATERIALES Y METODOS.

Poblacién de estudio.

El estudio se realizdé durante el periodo de octubre a noviembre del 2019 con un
total de 139 binomios madre-hijo en la etapa de lactancia materna exclusiva, que
asistieron al Hospital General San Pedro Pochutla (70 binomios) y al Centro de
Salud con Servicios Ampliados CESSA, Santa Cruz Huatulco (69 binomios),
ubicados en areas endémicas a la presencia del vector R. prolixus, T. barberi y T.

bolivar, del estado de Oaxaca.

El tamafio de la muestra se calcul6 tomando en cuenta el nimero de partos
atendidos por afio en cada hospital y la prevalencia de la Enfermedad de Chagas
reportada en bancos de sangres. Se incluyeron todas aquellas mujeres que
aceptaron participar en el estudio firmando una carta de consentimiento informado
(Anexo 2) antes de la toma de las muestras; la cual ha sido aprobada por el Comité

de Bidtica del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Datos generales, clinicos, y obstétricos de los binomios madre-hijos.

Las mujeres que firmaron la carta de consentimiento fueron sometidas a un
cuestionario para obtener sus datos generales. Nombre, edad, direccion, lugar de
nacimiento y procedencia. Ademas, para determinar posibles factores de riesgo se
tomé en cuenta la informacion epidemioldgica y obstétrica: conocimiento del vector
trasmisor, presencia del vector trasmisor en su domicilio, numero de transfusiones
sanguineas recibidas, numero de gestaciones, resolucion de los embarazos y
semanas de gestacion por fecha de ultima menstruacion (FUM). El cuestionario de
los recién nacidos incluye los siguientes datos antropométricos: Fecha de
nacimiento, sexo, edad por Capurro, resolucion del embarazo, valoracion APGAR,
datos de somatometria (peso, talla y perimetro cefalico), presencia de alteraciones

en higado, corazén y/o digestivas.
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Después de la entrevista se realizé la toma de muestra:

Mujer lactante: Se le pidi6 que depositara una muestra de leche materna en un
tubo de 15 mL para que nos proporcionara aproximadamente 5 mL de leche a la
cual se le adiciono el reactivo preservador de acidos nucleicos (DNA/RNA Shild,
Zymo) para que la muestra pudiera ser transportada a temperatura ambiente sin
sufrir dafos y que sirvié para el anlisis de la prueba de PCR. Se tomaron 5 mL de
sangre por puncion venosa que se depositaron en un vacutainer para la obtencion

de suero que sirvio para la determinacion de anticuerpos por la prueba de ELISA.

Recién nacido: Se tomo una gota de sangre por puncion del talén y se deposité en
un papel filtro estéril hasta cubrir un cirulo de 0.5 cm para la busqueda del paréasito

mediante la prueba de PCR.

v
5 mL de leche mas

— Suero 5 mL reactivo preservador de

acidos nucleicos

Gota de sangre por
puncion del talon .

v

Extraccion de DNA Extraccién delDNA
de T. cruzi. de T. cruzi.
y \ 4 il
ELISA con antigeno ELISA comercial DRG Amplificacién del Amplificacién del
total. INTERNATIONAL, inc. DNA por PCR DNA por PCR

Prueba comercial tamiz

Sl + >
Chagas Stat pak.

Adaptado por el tesista.

Figura 22. Algoritmo de muestras
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7.1 Determinaciéon de anticuerpos anti T. cruzi por la
prueba de ELISA con antigeno total.

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos con 100 pg/100 pL de antigeno
total de T. cruzi del aislado mexicano Ninoa cultivado en medio LIT. Los sueros de
las mujeres lactantes se diluyeron 1:100 en PBS-leche al 5%. El conjugado anti-IgG
humano acoplado a peroxidasa se uso a la dilucion de 1:5000 mL en PBS. La
reaccion se revelo con peroxido de hidrogeno y o-fenildiamina, como sustrato y se
incubo a temperatura ambiente durante 15 minutos en amortiguador de citrato
fosfato. La reaccion se detuvo con &cido sulfarico 4N se determind la D.O a 495 nm
en un lector de placas de ELISA Stat Fax 4200 (Awareness Technology). (Cardoso,

y otros, 2012).
Figura 23. ELISA con antigeno total

T

20000 ) |

Placa de poliestireno antes de agregar la reaccién de revelado. Fuente propia del tesista.

7.2 Determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi por la
prueba de ELISA comercial DRG INTERNATIONAL,
inc.

Se prepararon los reactivos de kit comercial como lo indica el proveedor, se prepar6
la dilucion de 1:64 del suero de las mamas usando el bufer de dilucion y se siguieron
las recomendaciones descritas por el proveedor la D.O se determind a 450 nm en
un lector de placas de ELISA Stat Fax 4200 (Awareness Technology).
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7.3 Determinaciéon de anticuerpos anti-T. cruzi por la
prueba comercial tamiz Chagas Stat pak de Chembio.

Se siguieron las recomendaciones del proveedor, utilizando 15 pL del suero sin diluir
colocado en el dispositivo de muestra y se adiciono el buffer de reaccion. Se dej6
actuar durante 15 minutos, el resultado se visualizé en este tiempo y se determiné

positivo 0 negativo por la presencia de una banda.

Figura 24. Determinacion de anticuerpos por la prueba tamiz Chagas.
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Fuente propia del tesista.

7.4 Extraccion de DNA de T. cruzi a partir de leche
materna.

Empleando el kit de aislamiento de DNA de leche de la marca Norgen, se extrajo el
DNA de 1 mL de leche materna preservada en DNA/RNA shild, se adicionaron 750
uL del buffer de lisis a 400 uL de la muestra preservada mas 20 uL de Proteinasa
K, se vortexeo 1 minuto y se incubo a 55°C por 30 minutos. Se adicionaron 100 pL
de buffer de union al tubo y se mezclo en vortex por 1 minuto posteriormente se

incubo 5 minutos en hielo, la mezcla se centrifugo a 14 000 xg por 3 minutos, se
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transfirieron 700 pL de la mezclaa un tubo nuevo y se adicionaron 700 pL del buffer
de lisis. Posteriormente, se adiciono un volumen igual (1400 uL de etanol al 70 % al
tubo y se vortexeo). La mezcla completa se trasfirié a una columna de centrifugacion
de silica por centrifugacién a 10,000 x g hasta pasar toda la mezcla. La columna se
lavé con 500 pL del buffer SK y se centrifugo a 10,000 xg por un minuto.
Posteriormente, se realizaron 2 lavados de 500 pL con la solucion de lavado-A
durante un minuto y se centrifugo a 10,000 xg, la columna se coloc6 en un tubo
nuevo Yy se adicionaron directamente en la matriz 100 pL del buffer de elusion B. Se
permiti6 que la columna se hidratara 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugo a 14, 000 x g. En este paso se obtuvo el DNA en el filtrado y se almaceno

a -20° para su posterior uso. www.norgenbiotek.com

7.5 Extraccion de DNA de T. cruzi a partir de sangre en
papel filtro.

Empleando el estuche comercial Quick-DNA Minprem Plus de Zymo se aisl6 del
DNA de sangre en papel filtro siguiendo las especificaciones del proveedor: Se corto
la gota de sangre para eliminar el exceso de papel filtro y este fragmento de papel
con sangre se cortd en pedacitos, se coloc6 la muestra en un tubo eppendorff de
1.7 mL finamente cortada y se adicionaron 200 yL de agua mas 200 pL de buffer
rojo mas 20 pL de Proteinsa K el tubo se vortexeo por 1 minuto y se incubo a 55°C
toda la noche. Se adiciono a un volumen de 420 pL de buffer de unién genomica a
la muestra digerida y se vortexo a un minuto. La mezcla lisada se transfiero a una
columna de silica y se centrifugo a 12,000 xg por dos minutos. Se realiz6 un lavado
con 400 pL del buffer de prelavado y se centrifugo 12, 000 xg por dos minutos, se
realizaron dos lavados uno con 700 y otro con 200 uL con el buffer de lavado

directamente sobre la columna y se centrifugo a 12 xg por 1 minuto.

La columna se coloco6 en un tubo de centrifuga nuevo y se adicionaron 50 pL de
buffer de elusién directamente en la matriz incubando por 5 minutos para que se

hidratara completamente, posteriormente se centrifugd a 12 x g por 2 minutos y en
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el fitrado se obtuvo el DNA; el cual, se almaceno a -20 para su posterior uso.
www.zymoresearch.com

7.6 Amplificacion del DNA de T. cruzi por la prueba de
PCR.

Se preparé una mezcla de reaccion de 25 pL como volumen final con: 12.5 L de
Dream Taq Green PCR master mix (2x) mas 1 pL del primer Forward, mas 1 pL del

primer Reverse, 5 uL de DNA y c. b. p 25 pL de agua libre de nucleasas.

La mezcla de reaccion contiene el buffer de la enzima con las condiciones oOptimas
MGCl,, dNTP’s y la enzima Dream Tag DNA polimerasa. Los primer usados
amplifican el gen GAPDH especifico de T. cruzi logrando amplificar un fragmento de
100 pb. Las secuencias de los primer fueron: GAPDH-F: 5° AGC ATA CAG GAG
ATC GAC GC 3"y GAPDH-R: 5° CGT AAA TGG AGC TGC GGT TG 3'.

El programa de amplificacion consta de un ciclo a 95° C por 3 minutos, 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto y finalmente un
ciclo de 72°C por 3 minutos.

Figura 25. Programa de amplificacion.

C

Start:8:58 Am
T —
TS
85.0°C 95.0°C

0:03:00 00030 58.0°C

Fuente propia del tesista.

Como control negativo se utilizé agua libre de nucleasas y como control positivo se

utilizé el DNA aislado de un cultivo de epimastigotes de T. cruzi del aislado Ninoa.

—
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Los productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5 %
tefiidos con SYBR Safe DNA gel Satain (Invitrogen) en un fotodocumentador
iBrightCL1000 (Thermoc Scientific).
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8. RESULTADOS.

Poblacién de estudio

Se estudiaron un total de 139 binomios: 69 de CESSA Santa Cruz Huatulco y 70 de
Hospital General San Pedro Pochutla. La relacion entre factores de riesgo
seropositividad y PCR positiva para las mujeres y sus lactantes se muestran en las
tablas 8, 9 y 10. Se obtuvo una seroprevalencia positiva del 0.01% en CESSA y
8.57% en San Pedro Pochutla. Por PCR, se obtuvo una frecuencia de positividad
del 10.14% en mujeres y del 5.71% en sus lactantes para CESSA 'y del 11.59% en

mujeres y 2.89% en nifios para San Pedro Pochutla.

Grafica 1. Hospitales estudiados

Hospital General San Pedro Pochutla CESSA Santa Cruz Huatulco

CESSA Santa Cruz Hospital General

Huatulco, 69, 50% San Pedro
Pochutla, 70, 50%
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Grafica 2. Resultados de CESSA Santa Cruz Huatulco

SEROPREVALENCIA

Negativas " Positivas

Se obtuvo una seroprevalencia positiva del 0.01%

PCR MADRES LACTANTES PCR LACTANTES

Negativas Negativas

El porcentaje de mujeres lactantes positivas por PCR fue de 10.14% (7/69), en los
lactantes fue de 5.71% (4/70) se correlacionan con el resultado de su progenitora.
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Gréfica 3. Resultados de Hospital General San Pedro Pochutla

SEROPREVALENCIA

Negativas Positivas

Se obtuvo una seroprevalencia positiva del 8.57%

PCR MADRES LACTANTES PCR LACTANTES

Negativas Positivas Negativas Positivas

El porcentaje de mujeres lactantes por PCR fue de 11.59% (8/70) y en los lactantes
se identificé 2.89% (2/70) se correlacionan con el resultado de su progenitora.
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La relacion con los factores de riesgo no mostro diferencias estadisticamente

significativa.
Tabla 8. Resultados de mujeres positivas por PCR.
EDAD
NUMERO DE ABORTOS
PROMEDIO EDAD
) GESTACIONES ANTERIORES TRANSFUSIONES
Hospital (afios) (/N = %) (/N = %) GESTACIONAL
+ - + - + - + - + -
CESSA
23.7 24.7 2.05 0.23 0.18 0.09 0.08 39.4 39.2
Santa Cruz
+6.4 6.5 +1 +1.1 +0.5 +0.4 +0.2 +0.2 +1.2 +1.4
Huatulco
H. General
23.1 24.4 1.7 2.3 0.04 0.07 0.04 0.07 39.3 38.8
San Pedro
+6.5 6.3 | +0.9 +1.5 +2 +25 +2 +25 +1.2 +1.6
Pochutla
Tabla 9. Resultados por Elisa
EDAD
NUMERO DE ABORTOS
PROMEDIO EDAD
. GESTACIONES ANTERIORES TRANSFUSIONES
Hospital (afios) (NN =9%) (/N =%) GESTACIONAL
+ - + - + - + - + -
CESSA
Santa Cruz 29 24.7 3 2.0 0 0.18 0 0.08 40 39.2
Huatulco
H.General | 37 244 2.3 2.3 0.08 0.07 0.04 0.07 38.7 38.8
SanPedro | o 63 | +15 415 +27 +25 +21 +25 +1.7 +16
Pochutla
(&)




Tabla 10. Resultados de PCR de lactantes

SEXO . .
EDAD RESOLUCION APGAR 1 APGAR 2 PESO TALLA PERIMETRO
Hospital
+ - + - + - + - + - + - + - + -
CESSA
Santa 1.4 1.46 39.2 39.2 1.3 1.3 8.5 8.5 8.9 8.9 3224 3191 50.1 49.9 36.7 36.5
Cruz +0.5 +.0.5 +1.2 +1.4 +0.4 +0.4 +0.5 +0.5 +0.1 +0.17 +408 +410 +2.5 +2.6 +4.7 +4.6
Huatulco
H. General
1.2 1.4 39.4 39 1.4 1.3 8 7.9 8.9 8.9 3091 3070 49-2 49.4 33.0 33.53
San Pedro +0.4 +0.5 +2.3 +2.0 +0.5 +0.4 +0.4 +0.7 +0.2 +0.3 +363 +436 +1.3 +1.8 +1.2 +2.3
Pochutla
Gréfica 4. Madres lactantes positivas de ambas regiones
10
1

m Santa Cruz Huatulco

MADRES POSITIVAS

San Pedro Pochutla

Como se observa en la grafica no se muestran diferencias significativas en la
prevalencia por region.
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9. DISCUSION.

En México, se han identificado alrededor de 31 especies de T. cruzi, con 8 géneros
de los cuales se ha demostrado que tienen que ver con la transmision al humano.
Oaxaca es el estado que alberga méas especies de triatominos, siendo las

principales R. prolixus, T. barberi, T. bolivar.

Los SSO (Servicios de Salud Oaxaca) en 2017, contabilizaron un total de 67 casos
positivos, en 2019 la cifra aumento a 92 casos positivos, en abril de 2022 reportaron
8 casos de estos, 3 en fase aguda y 5 en fase cronica (SSO, 2022), convirtiendo el

estado en el tercer lugar con mas casos reportados.

De acuerdo con las estadisticas del Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea
(CNTS), la seroprevalencia para la Enfermedad de Chagas ha tenido fluctuaciones
desde el afio 2006 al 2017. La media Nacional fue 0.37 por cada 100 estudiantes

encontrandose en Oaxaca una media de 0.30 (Secretaria de Salud, 2019).

Los primeros estudios realizados sobre lactancia materna y Enfermedad de Chagas
fueron observacionales y se registraron en animales. Fue en 1913, cuando Nattan-
Larrier reportd haber encontrado T. cruzien la leche de animales de laboratorio,
Disko y Krampitz encontraron tripomastigotes de T. cruzi en la leche de ratones
infectados experimentalmente (por lo tanto, la leche no estaba contaminada con
sangre). Sin embargo, posteriormente no demostraron infeccion de ratones

lactantes.

Consecuentemente Martins inoculé 15 ratones hembra con T. cruzi, concluyendo
gue el tripomastigote se forma unas pocas horas después de dar a luz, y se continud
amamantando a las crias. A pesar de la infeccion confirmada en ratones hembra,
no se documento infeccion a través de la lactancia en las 142 crias examinadas
(Norman & Lépez Vélez, 2013).

Los datos sobre la transmision de T. cruzi a través de la lactancia en humanos son

escasos; los informes no son recientes y los hallazgos tienen varias limitaciones.
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En 1936 Mezza realiza los primeros estudios en humanos, encontrando
tripomastigotes en leche de mujer en fase aguda de Chagas sin embargo esto fue
descartado por concluir de la leche estaba contaminada por sangre proveniente de
pezones agrietados. Posteriormente se realiza un estudio en 78 madres chagasicas
los autores no encuentran T. cruzi, ni en calostro ni en leche, ni en sus 93 hijos
lactantes. Amato Neto y Matsubara en 1992 repiten la experiencia en 40 madres

con idéntico resultado (Paricio Talayero, 2009).

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo demuestran que, en el estado de
Oaxaca, la transmisién vectorial se encuentra activa sin programas de control del
vector, ocasionando el numero tan alto de resultados positivos, como es el caso de
San Pedro Pochutla que se encontraron 6 mujeres positivas por ELISA, 8 por PCR
y de estos 2 lactantes positivos por PCR. Lo impactante de estos resultados es que
este tipo de pacientes no se detectan de forma convencional en los hospitales
estudiados, poniendo de manifiesto la necesidad de estrategias de busqueda de

pacientes positivas sobre todo en el area de, obstetricia y neonatologia.

Los resultados obtenidos demuestran la presencia del DNA de T. cruzi en la leche
materna y en el lactante; sin embargo, no podemos concluir que el recién nacido
sea positivo ya que no demostramos la presencia del parasito por microscopia.
Ademas, tampoco podemos descartar infeccion a través de placenta o del canal de

parto.

La via de trasmision oral con el tiempo ha tomado relevancia por el aumento de los
casos derivados de esta via, se presenta por contaminacion de alimentos o bebidas
con deyecciones o trituracion de vectores infectados, La concentracion del inéculo
ingerido puede resultar en las diferentes manifestaciones clinicas y variaciones en
las tasas de ataque reportadas en los brotes. Se han descrito brotes importantes
con periodo de incubacion de 3 a 22 dias desde el afio 2005 en Brasil, Venezuela y
Bolivia. (Secretaria de Salud, 2019). La mayoria de los brotes se han asociado al
consumo de bebidas preparadas a base de frutas u otros vegetales contaminados
con las heces de triatominos o secreciones de mamiferos infectados (Rueda &
Trujillo, 2014).
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Uno de los principales componentes de la leche materna es la grasa la que provee
mayormente energia por otro lado las proteinas que ayudan a la nutricion,
crecimiento y desarrollo. Los hidratos de carbono también son una gran fuente de
energia. Al ser un medio humedo, lleno de nutrientes, energia y una temperatura
gue oscila entre los 32° la cual es adecuada para el lactante. Por todos estos
factores la leche parece ser un medio relevante para la transmision de T.cruzi. Sin
embargo, hasta el momento existen muy pocos estudios probados sobre que esta

via sea factible.

El caracter anecdoético y poco probado de casos transmitidos en fase aguda o por
sangrado de pezones hace que sea mejor realizar un control serolégico del nifio al

acabar la lactancia que contraindicarla en estos casos.

Es sabido que la Enfermedad de Chagas es un problema de Salud Publica muy
importante que ha sido desentendido en zonas rurales donde los casos positivos se
encuentran con mayor frecuencia y que representan un riesgo en la propagacion de

la enfermedad, como es el caso de las zonas rurales incluidas en el estudio.

Dados los innegables beneficios globales de la lactancia materna no se debe
recomendar la supresion de la lactancia en madres chagasicas como asi
recomiendan organismos internacionales especializados (CLAP-SMR-OPS-OMS,
2007).

Por los beneficios que esta provee al recién nacido, por la economia y disponibilidad
del lugar de origen de la madre, se opta por un medio de pasteurizacién. A medida
gue los hornos de microondas domésticos se estan volviendo comunes, se probo la
eficacia del tratamiento térmico con microondas para inactivar los tripomastigotes
de T. cruzi en la leche humana. Muestras de leche humana infectadas con
tripomastigotes de T. cruz de ratones infectados en laboratorio se calentaron a 63
grados C en un horno de microondas domeéstico. Los exadmenes microscopicos y
serologicos demostraron que ninguno de los animales inoculados por via oral o
intraperitoneal con leche infectada que habia sido tratada contrajo la infeccion,

mientras que aquellos inoculados con leche infectada no tratada se infectaron. Se
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concluyé que el tratamiento simple prescrito, (Ferreira, Vicente , Prazeres

Conceicéo , & Roseana Rodrigues Bressane , 2001)

Los resultados de las pruebas son de relevancia porque se lograron encontrar los
anticuerpos IgG anti-T. cruzi en leche materna, significa que se muestra
diseminacion por estos, se recomienda hacer un estudio més detallado para poder
hacer concluyente la presencia del parasito por microscopia.

Los factores de riesgo sobresalientes que se detectaron en este trabajo son el area
de residencia, pues ambos municipios son endémicos de esta enfermedad, mas la
escasa o nula informacion sobre los triatominos, si una persona es picada por uno
de ellos desconoce cudl es el procedimiento a seguir o si le ocasionara algun dafio,
a pesar de Oaxaca ser uno de los principales estados con mas casos la informacion
y por tanto la prevencién no llega a estas comunidades, generando casos que no
siempre son diagnosticados y que contribuyen a la expansion de esta enfermedad
a otras zonas no endémicas por la ser lugares ocasionalmente visitados por turistas.

Por la gran presencia del triatomino en estas zonas es necesario que se lleven a
cabo campafas de concientizacion para que las personas residentes y en especial
las madres que son proveedoras de vida y de lactancia, puedan prevenir y llevar a
cabo acciones para evitar el contagio. Es importante tomar conciencia ya que aun
es una enfermedad muy presente y la mayoria de las personas desconocen que

estan enfermas por el largo periodo asintomatico que tiene el parasito.

Es necesario realizar estudios sociales y conductuales que permitan conocer las
caracteristicas de cada comunidad, a efecto de elaborar intervenciones adecuadas
y aceptables que permitan solucionar el problema de transmision y endemia de la

Enfermedad de Chagas.

Las vigilancias epidemiologicas de la Enfermedad de Chagas en México se dirigen
a la deteccion eficaz y notificacion de todos los casos (agudos y crénicos) para la
atencion terapéutica oportuna y por consiguiente la limitacion de las afecciones
propias de la enfermedad; monitoreo, atencién y control de la transmision vectorial

intradomiciliar; asi como la notificacién efectiva de los casos.
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10. CONCLUSIONES.

Se logr6 identificar anticuerpos IgG anti-T. cruzi en el suero de mujeres lactantes

provenientes de zonas endémicas de México mediante la prueba de ELISA.

Se identifico la presencia de DNA de T. cruzi obtenido de leche materna de mujeres

lactantes provenientes de zonas endémicas de México mediante la prueba de PCR.

Se amplifico el DNA de T. cruzi obtenido de sangre en papel filtro de lactantes
incluidos en el estudio provenientes de zonas endémicas de México mediante la

prueba de PCR, pero los parasitos no se observaron microscopicamente.

El Unico factor de riesgo contundente fue la presencia del vector el cual, si favorece
la infeccidén con el parasito, sin embargo, no podemos concluir que sea por la via

congénita o la via de la lactancia materna.
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12. ANEXOS.

Anexo 1

Reactivos

Amortiguador Fosfato Salino, PBS pH 7.4
Cloruro de Sodio (NaCl)
Cloruro de Potasio (KCI)

Fosfato de Potasio Monobasico (KH,POy,)

Fosfato de Sodio dibasico (Na, HPO,)

Amortiguador de Carbonatos, pH 9.6.

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3)

Carbonato de Sodio (Na,CO3)

Amortiguador Fosfato Salino-Tween20 (PBST)

PBS

Tween20 (Polyoxyetilen-sorbitanmonolaurato)

Solucion de Bloqueo al 5%.
PBST

Albumina Sérica Bovina

—

79

—

136 mM
26 mM

1.7 mM

8 mM

0.1N

0.1N

400 mL

0.05% (200 pL)

100 mL

59




Amortiguador de Citrato Fosfato pH 5.

Acido Citrico (CgHgO7)

Fosfato de Sodio dibasico (Na, HPO,)

Solucion Reveladorade la Reaccion.

Amortiguador de Citrato-Fosfato
o-fenilendiamina (CgHgNy)

Peroxido de Hidrogeno (H,O»)

Solucién para detener la Reaccién

Acido sulfarico (H,SO,4)

—

80

0.1m

0.2m

12 mL
0.0048 g

1.4 pL

4N

—



Agarosa:

Figura 26. Estructura de la agarosa

-

=)

Tomada de https://materialesdelaboratorio.net/portfolio/agarosa-grado-biologia-

molecular/

Cuando el campo eléctrico es aplicado a través del gel, el DNA el cual es cargado

negativamente a pH neutro migra al polo negativo.

—
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Anexo 2

Numero de folio

Hospital Infantil de México Federico Gomez
Carta de consentimiento informado.

Fecha (dia/mes/afio)

Titulo del proyecto. PRESENCIA DE TRYPANOSOMA CRUZI EN LECHE
MATERNA Y SU RELACION CON LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN
LACTANTES DE ZONAS ENDEMICAS.

¢Por qué se hace este estudio?

En el sureste de nuestro pais donde se encuentran los estados de Guerrero y
Oaxaca, muchas personas incluyendo las mujeres embarazadas pueden estar
infectadas por el parasito Trypanosoma cruzi, que provoca la enfermedad de
Chagas. Este parésito se transmite frecuentemente por la picadura de una chinche,
sin embargo, las personas infectadas no lo saben porque solo presentan sintomas
hasta que la enfermedad va estd muy avanzada. Las mujeres embarazadas y que
estan alimentando a sus bebes por lactancia materna, pueden trasmitir el parasito
a sus recién nacidos y por esto, la estamos invitando a usted a participar en este
estudio.

Propésito del estudio

Se quiere conocer si usted estd infectada con este parasito y en caso de que asi
fuera, también se quiere conocer si su hijo ha sido infectado por este parasito.

¢, Como participara la madre en este estudio?

1 Si usted acepta participar se le tomaran 5 mL de sangre venosa y una muestra de
su leche materna

¢, Cémo va a participar su hijo en el estudio?

1.Si usted acepta participar, se le tomara una gota de sangre del dedo de su hijo.
Este procedimiento no representa ninguna molestia ni riesgo para su hijo. En la
sangre colectada se buscara si estd presente el parasito. En caso de que el
resultado sea positivo, el médico iniciara tratamiento, proporcionandole un
medicamento y explicandole la forma en que debe darselo a su hijo. En la siguiente
2 visita que seran después de 6y 12 meses, al nifio se le continuara su tratamiento
y se le obtendra sangre de su talébn en cada cita 2 gotas aproximadamente para
saber si el parasito se encuentra todavia en la sangre del nifio.

¢,Cuanto tengo que pagar por el tratamiento de mi hijo, en caso de que tenga la
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enfermedad?

El tratamiento es gratuito, usted no pagara ni por el medicamento ni por los estudios
gue se realicen a usted y a su hijo.

¢ Existen molestias o riesgos para mi o para mi hijo?

Usted tendra molestias por el dolor que causa la puncién de su antebrazo. De la
misma manera su hijo tendra molestia por el dolor que le cause la puncion del dedo
y/o talon. Sin embargo, el malestar es pasajero y no se considera que haya otro tipo
de riesgo.

¢, Qué pasara si yo no quiero participar?

No pasara nada en cuanto a la esmerada atencion que usted debe recibir en esta
unidad médica, porque esto es una invitacion y nosotros respetamos su libre
decision de participar o no en esta investigacion.

¢,Puedo hacer preguntas si no he quedado satisfecha con la informacion me han

dado?

Si; usted esta en completa libertad de preguntar y aclara cualquier duda. Y sifuera
responsable, con direccion en Hospital Infanti de México Federico Gbémez,
Laboratorio de Infectologia. Teléfono (55) 52289917 Ext. 2084, Celular
0445543638003, E-mail:

guillecvg@yahoo.com.mx

Asi como el

Dr. Sarbelio Moreno Espinosa

Jefe del Departamento de Infectologia
Hospital Infantil de México Federico Gémez
Celular:5554352711

E-mailsarbelio.infecto@gmail.com
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Por lo antes expuesto

Acepto participar

Nombre y firma de la madre:

Nombre

Testigo 1

Nombre

Testigo 2

Nombre

—
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Numero de folio

Hospital Infantil de México Federico Gomez
HISTORIA CLINICA MATERNA

Fecha (dia/mes/afio)

Titulo del Proyecto. PRESENCIA DE TRYPANOSOMA CRUZI EN LECHE
MATERNA SU RELACION CON LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN LACTANTES
DE ZONAS ENDEMICAS.

1.Datos de Identificacion:

I. Nombre
ii.Edad

ii. Direccién

iv. Teléfono (celular)

vii. Edad gestacional

2. Datos epidemioldgicos:
I. Lugar de nacimiento:
ii. Procedencia Local: Foranea:

iii. Ha visitado otros lugares en

a) Las dos ultimas semanas Si No
b) El dltimo mes Si No
c) Eldlitimo afio  Si No

iv. Lugares que ha visitado:

Pais Estado
Municipio Localidad
V. ¢,Has tenido contacto con chinches? Si No
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vi. ¢Existen familiares o vecinos con enfermedades trasmitidas por chinches en su
localidad? Si No

vil. ¢ Has recibido transfusiones sanguineas? Si No
vili. Antecedentes de muertes inusuales en perros y gatos producidas por chinches.
Si No

3.Datos clinicos
i. ¢ Has presentado estos signos o sintomas?

Fiebre Si No
Temperatura

Cefalea Si No
Mialgias Si No
Artralgias Si No
Dolor recto-ocular Si No
Inflamacion del parpado Si No
Exantema Si No
Prurito Si No
Hepatomegalia Si No
Esplenomegalia Si No
Alteraciones cardiacas Si No
Nodulos Si No
Lesiones de membranas mucosas Si No
Ictericia Si No

4.Datos gineco-obstétricos:

i. Nomero de gestaciones
i. Resolucion de los embarazos:

Parto

Cesareas
Aborto
Obito

ill. Semanas de gestacion por FUR
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iv. Membranas:

Integras Si
RMP Si
Amniorexis Si

Corioamnioitis Si

No

No

No

No

—
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Numero de folio:

Hospital Infantil de México Federico Gémez

HISTORIA CLINICA NEONATAL

Fecha (dia/mes/afno):

Titulo del Proyecto. PRESENCIA DE TRYPANOSOMA CRUZI EN LECHE

MATERNA Y SU RELACION CON LA ENFERMEDAD
LACTANTES DE ZONAS ENDEMICAS.

1. Datos de identificacion:

i. Fecha de nacimiento (dd/mm/aa)

ii. Sexo del producto: Femenino Masculino
iii. Edad gestacional

iv. Resolucion del embarazo:

DE CHAGAS EN

Parto Vivo Mortinato
Ceséarea Vivo Mortinato
v. Valoracion del APGAR a 1 minuto 5 minutos

2. Somatometria

i. Peso al nacer ().

i. Talla al nacimiento (cm)

ili. Perimetro cefalico (cm)

iv. Alteraciones en higado

v. Alteraciones en corazén

vi. Alteraciones digestivas
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