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Resumen

Objetivo. Determinar la prevalencia de Trypanosoma cruzi
en triatominos Triatoma gerstaeckeri de Nuevo Ledn, me-
diante la estandarizacién de una técnica inmunoenzimatica.
Material y métodos. Se colectaron 52 chinches en Ge-
neral Teran, N.L. desde julio hasta septiembre de 2005, las
cuales se analizaron por microscopia 6ptica (MO) y reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) como estandares de
referencia para establecer una técnica de deteccion del pa-
rasito por el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). Resultados. Por MO y PCR, 31 triatominos fueron
positivos y 21 negativos; por ELISA los resultados difieren
con 27 positivos y 25 negativos (100% de especificidad, 87%
de sensibilidad, 84% de valor predictivo negativo y 100% de
valor predictivo positivo). Por MO y PCR, la prevalencia
de triatominos infectados fue de 59.61% y por ELISA, de
51.92%; por lo que se confirmd la utilidad, rapidez y elevado
indice de confianza del ensayo de ELISA. Conclusion. Los
resultados obtenidos por la técnica de ELISA son Utiles para
enfocar los nuevos estudios epidemioldgicos con un mayor
numero de vectores, ya que fue posible analizar simultanea-
mente la mayor cantidad de muestras, con niveles de sensi-
bilidad y especificidad elevados y a menor costo que el PCR;
por lo tanto, se recomienda para programas de vigilancia
epidemiolégica preventiva como primera prueba de tami-
zaje, antes de realizar analisis confirmatorios por PCR.
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Abstract

Objective. To determine the prevalence of Trypanosoma cruzi
in triatomines from Nuevo Leodn using the standardization
of an improved enzyme-linked immunosorbent assay test.
Materials and Methods. From July to September 2005,
52 triatomines were captured in General Teran,a municipal-
ity located in Nuevo Leén. They were analyzed using optical
microscopy (OM) and a polymerase chain reaction (PCR), as
standards of reference, to develop a technique for detecting
the parasite using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Results. Using OM and PCR, 31 triatomines were found to
be positive and 21 negative. Using ELISA, 27 samples were
identified as positive and 25 negative (specificity 100%, sen-
sitivity 87%, negative predictive value 84%, and positive pre-
dictive value 100%). The prevalence of infected triatomines
was 59.61% with OM and PCR, and 51.92% with ELISA. Our
data confirm that the ELISA assay in triatomines is a fast, reli-
able and useful tool. Conclusions. Since it was possible to
simultaneously analyze a large number of samples with high
sensibility and specificity values, the ELISA test proves to be
useful for new epidemiologic studies having a high number of
vectors. It is also less expensive than PCR. It is therefore rec-
ommended for epidemiological and preventive surveillance
programs as a first screening test before conducting a confir-
matory test using PCR.
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L a enfermedad de Chagas es una zoonosis causada
por Trypanosoma cruzi, un hemoprotozoario fla-
gelado transmitido a vertebrados susceptibles por he-
mipteros hematofagos de la subfamilia Triatominae.
Esta restringida al 4rea continental de América, por lo
que se denomina también tripanosomiasis americana.!
Infecta aproximadamente de 16 a 18 millones de indi-
viduos en América Latina y es la mayor causa de en-
fermedades cardiacas en dreas endémicas. La mayoria
de los individuos permanecen infectados a lo largo de
su vida. De 30 a 40% de los pacientes chagdsicos desa-
rrollan una enfermedad crénica inflamatoria que co-
munmente resultan en cardiomiopatias y disfunciones
del tracto gastrointestinal.?

La transmisién natural de T. cruzi en la que inter-
viene el vector se lleva a cabo en tres ciclos: el domés-
tico, en el cual el vector infesta de manera exclusiva la
vivienda humana en areas rurales y suburbanas; el
peridoméstico, donde se mantienen alrededor de nu-
cleos de poblacién humana, y el enzoonético, que se
presenta alejado de asentamientos humanos y con par-
ticipacion exclusiva de reservorios silvestres y ecoto-
pos naturales.’

En México, la distribucién geografica de las es-
pecies de Triatominos colectados entre 1993 y 1999
abarca la mayoria de los estados de la Reptblica.* En
Nuevo Ledn, los vectores incluyen a Triatoma gerstaecke-
ri (Stal), T. neotomae (Neiva), T. lecticularia (Stal) y T. pro-
tracta (Uhler), de las cuales T. protracta y T. neotomae se
han colectado en habitats silvestres, mientras que T. gers-
taeckeri'y T. lecticularia han sido detectados a nivel peri
e intradomiciliarios.®

El papel de Triatoma gerstaeckeri como vector pri-
mario de T. cruzi en Nuevo Ledn fue dado a conocer
en 1947;° sin embargo, los hébitos domiciliarios y pre-
domiciliarios apenas se estudiaron recientemente.” La
importancia de la cepa neolonesa (cepa NL) de T. cruzi,
ha sido demostrada por el comportamiento histotré-
pico y patogenicidad, y se caracteriza como cepa mio-
tropica, debido a que se aloja y reproduce en musculo
estriado, fibra de miocardio y musculo liso principal-
mente, ocasionando asi dafios severos a nivel tisular
y celular de los hospederos inoculados experimen-
talmente, corroborados por microscopia éptica (MO)
y microscopia electrénica de transmisién (MET).”

Dada la importancia de la enfermedad, elabora-
mos una estrategia para la deteccién y diagnéstico de
la cepa NL de Trypanosoma cruzi en triatominos, con base
en las técnicas inmunoldgicas, como el ensayo inmu-
noenzimatico (ELISA) para conocer la sensibilidad y
especificidad, y se emplearon MO y PCR como estan-
dares de referencia para la evaluacién. Ademds, este
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estudio permite actualizar los datos del nivel de infec-
cion natural por T. cruzi en triatominos, ya que los an-
teriores datan de 1992.°%

Consideraciones éticas: el presente trabajo se realiz6 de
acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacién, el cual establece que los
estudios deberdn disefiarse de tal manera que eviten
al maximo el sufrimiento de los animales. El Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias Biolégicas aprobd
el protocolo del estudio.

Material y métodos

El ejido de San Juan de Vaquerias esté constituido por
las comunidades de Vaquerias, Nuevo Vaquerias, La
Gloria, Huizachito, Las Delicias y El Maguey, donde
se distribuyen 125 domicilios habitados por 650 perso-
nas, aproximadamente, y se ubica en General Teran del
estado de Nuevo Leén. Las casas son de adobe; algu-
nas tienen techos de carrizo o palmito y otras de la-
mina acanalada; el piso es de tierra con puertas y
ventanas de madera o lefios. S6lo en Nuevo Vaquerias
las casas son de block y cemento.”

Poblacién estudiada

Por diseccion de nidos de ratas de campo Neotoma mi-
cropus, se capturaron 52 chinches T. gerstaeckeri desde
julio hasta septiembre del 2005. Se colectaron las heces
de cada una de las chinches, por separado, en micro-
tubos conicos de 1.5 mL, y se examinaron en un mi-
croscopio 6ptico (MO) de campo claro para identificar
la infeccién natural en cada una de ellas. Las fotogra-
fias representativas de los tripomastigotes se digitali-
zaron con una videocdmara miniVID (Image Driving
Software, LW Scientific, Inc.) de frotis tefiidos con Gie-
msa (CTR Scientific).

Preparacion de las muestras

Las heces de los triatominos se diluyeron en 200 puL de
agua; se hirvieron 10 min. y se centrifugaron a 8 000 g
durante 10 min.; se recuper? el sobrenadante (SN1) en
dos tubos por separado, uno para la técnica de ELISA
y otro para la amplificacién del DNA por la técnica de
PCR, y se conservaron a -70°C. El precipitado se resus-
pendi6 en 100 pL de solucién de lisis NETN (Tris-HCl
10mM, pH7.4, ImM EDTA, 1.0% de Nonidet 40, 0.01%
de dodecil sulfato de sodio), enriquecida con urea
10mM y fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF 1mM), y
se incubd por 10 min. a 37°C."? Posteriormente, éste se
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centrifugd a 10 000 g y se colectd el sobrenadante 2 (SN
2). Después se adicion6 a los SN1 y SN2 un volumen
(100pL) de buffer de carbonatos 2X, pH 9.8 y se con-
serve a 4°C para la técnica de ELISA."

Preparacion del extracto antigénico
de T. cruzi

Para estandarizar la técnica de ELISA se us6 un extrac-
to antigénico proporcionado por el doctor Rosales-En-
cina (jefe del Laboratorio de Patologia Experimental
del Cinvestav-IPN), obtenido de cultivos de epimas-
tigotes de la cepa Y de T. cruzi. El extracto soluble se
coloc6 en cada pozo de las placas de poliestireno (Cos-
tar, Hybond-Cambridge, MA, EUA), aforado a 50 mL
con buffer de carbonatos (0.1 M, pH 9.6) a una concen-
tracion final de 10, 20 y 50 pg/mL, determinados con
el estuche de BIO-Rad, usando como estdndar albimi-
na sérica bovina (Bio-Rad Hercules, CA, EUA) para
estandarizar la concentracion mds apropiada. Estas
mismas concentraciones se usaron como controles po-
sitivos en los ensayos.

Preparacion del primer anticuerpo

El primer anticuerpo antiepimastigote se obtuvo inocu-
lando ratones por via intraperitoneal con el extracto to-
tal del parasito citado anteriormente. Después, el suero
de los ratones se diluy6 por duplicado de 1/500 hasta
1/128 000 con buffer de fosfatos-(NaCl 0.15 M, NaH,
PO, 10mM, pH7.2) y albtimina sérica bovina al 1% (PBS-
BSA). En la estandarizacion, el primer anticuerpo en la
dilucién 1/500 pL en PBS registr6 una densidad 6p-
tica de 1.861 (0.1 mg/mL). La dilucién 1/1000 presentd
una absorbancia de 1.543 (0.050 mg/mL) y disminuyé
proporcionalmente con las diluciones hasta alcanzar
una lectura 0.093 en la de 1/128 000 (0.0003306 mg/mL).
La dilucién seleccionada para el primer anticuerpo co-
rrespondid a 1/8000, con 0.432 de absorbancia.

Procedimiento del ELISA

Se colocaron 50 UL de la mezcla SN1+SN2 por dupli-
cado en los pozos de la microplaca, y se incubaron a
4°C durante toda la noche. Después, los pozos se la-
varon con PBS/Tween 20 al 0.05% (PT) tres veces y se
bloquearon con PBS-BSA 1% por 1 hora, a 37°C. Poste-
riormente se lavaron tres veces con PT'y se agregaron
50 pL del anticuerpo antiepimastigote en cada pozo, a
la dilucién establecida, y se incubaron durante dos
horas, a 37°C. Los pozos se lavaron tres veces con PT
para colocar 50 UL del segundo anticuerpo, que con-
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sisti6 en IgG+IgA+IgM antirratén, unida a la enzima
peroxidasa (Zymed Lab. Inc., San Francisco, CA, EUA),
diluido 1:4000 (segun las recomendaciones del fabri-
cante) en PBS-BSA, y se incubaron durante 1 hora, a
37°C. Después de lavar los pozos tres veces con PT, se
agrego el substrato OPD (0.04% ortofenilendiamina en
buffer citrato pH 5y 0,04% v/v de H,O, al 30%) para el
desarrollo de color de la reaccion. Luego de incubar a
temperatura ambiente y en la oscuridad por 30 min.,
la reaccién se detuvo con 50 PL/pozo de H,SO, 1 N."
Los valores de absorbancia fueron registrados de igual
forma que los controles positivos, a 492 nm, con un
lector de microplacas (Bio-Rad, CA). La lectura de cor-
te se establecié mediante una curva de calibracién con
diluciones del extracto antigénico de la cepa Y, y se
ubic6 en una absorbancia de 0.130, equivalente a 10
pg/mL del extracto.

Extraccion del DNA total

De los 100 pL del SN1 conservados a -70°C, se realiza-
ron extracciones de acidos nucleicos totales con DNA-
zol (Molecular Research Center Inc.) o con la técnica de
fenol/cloroformo,'® conservando el DNA en 50 uL
de buffer TE (10mM tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA).
Para la obtencién de los fragmentos de los minicircu-
los del DNA del kinetoplasto, 18 pL del DNA total se
digirieron con 0.5 pL de la enzima Nsi I diluida 1:5,
para liberar fragmentos de 380 pares de bases (pb) des-
critas en la literatura.!213

Amplificacion del kDNA por PCR

Se amplific6 el kDNA de las 52 muestras digeridas con
Nsi 1, utilizando el kit de PCR de alta fidelidad (Ex-
pand High Fidelity PCR System, Roche Molecular Bio-
chemicals), que incluye amortiguador de PCR (20mM
TrisHCl pH 7.5; 100mM KCl, ImM DTT, 0.1mM EDTA,
0.5% Tween 20, 0.5% glicerol v/v), mezcla de enzima
Tag DNA polimerasa (2.6 U por reaccién) y 1.5 mM de
MgCl,. Los dNTP’s se mezclaron a una dilucién de tra-
bajo de 10mM. Se sintetizaron primers de la regién hi-
pervariable de los minicirculos del kinetoplasto a 0.2
UM, con base en los descritos previamente por Mon-
teén-Padilla y colaboradores,'? con secuencia KNS1 5
-GGG GTT CG A TTG GGG TTG GTG TA-3" y KNS2
5-AAA (G/T)TT GAA CGC CCC TCC CAA A-3’, los
cuales amplifican productos de 293-340 (pb).'* Las se-
cuencias se verificaron con las registradas en el Gen-
Bank (N° acceso AJ747944.1).

El programa de amplificacion consistié en 35 ciclos,
cada uno de 94°C/1 min., 56/1 min. y 72/1 min.;'*" se
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utilizé el termociclador JM Resarch. Posteriormente los
productos amplificados fueron electroforados en ge-
les de agarosa al 1% y tefiidos en bromuro de etidio
para visualizarse con la luz UV del transiluminador
(Fotodyne, Inc.).

Analisis estadistico

Para comparar las técnicas diagnésticas entre si, y de-
terminar el grado de confiabilidad estadistica, se utili-
z6 un analisis de ji-cuadrada (°?), mediante una tabla
de contingencia de 3 x 2 (P> 0.05) con dos grados de
libertad, con el paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, ver 10.0, SPSS Inc., Chica-
go, lllinois, EUA). Se defini6 la hipétesis nula como la
falta de dependencia entre las técnicas y resultados.'*
La sensibilidad, especificidad, el valor predictivo po-
sitivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) de la
técnica de ELISA, se determinaron con base en el ana-
lisis recomendado.!>1°

Resultados

Se capturd un total de 52 triatominos (Triatoma gers-
taeckeri) en Vaquerias, General Terdn, N. L., de las cua-
les en 31 se identificd T. cruzi en las deyecciones por
medio de la técnica de MO, y se observaron en los fro-
tis tenidos con Giemsa, los tripomastigotes alargados,
con extremos agudos, kinetoplasto oval, alargado, cerca
del extremo posterior y el nticleo en posicién media
(figura 1).

Por PCR se confirm¢ la identificacién de T. cruzi
en las 31 muestras que provenian de los sobrenadan-
tes SN1 de los mismos triatominos previamente iden-
tificados por MO. Se obtuvieron los productos
esperados de 313 pb en 12 muestras (figuras 2A y 2B) y
293 pb en 19 de las deyecciones (10 de estos amplico-
nes se presentan en la figura 2C), correspondientes a
la amplificacién de la regién hipervariable del kDNA.
Los resultados de MO y PCR aqui citados se conside-
raron como estdndares de oro para la comparacién
posterior con los resultados del inmunoensayo por
ELISA.

Deteccion de la cepa NL de Trypanosoma
cruzi por medio de la técnica de ELISA

Con la lectura de corte a una absorbancia de 0.130, la
cual corresponde a 10 pg/mL de extracto antigénico,
se identificaron 25 triatomas como negativas, con va-
lores desde 0.02 hasta 0.130 y 27 muestras positivas de
la cepa NL de T. cruzi (cuadro I), en un rango de absor-
bancias entre 0.133 y 1.594, los cuales se presentan en
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FiGurA | . TRIPOMASTIGOTE REPRESENTATIVO DE TRYPANO-
SOMA CRUZI EN HECES DE TRIATOMA GERSTAECKERI, COLEC-
TADA EN GENERAL TERAN, N. L. Es visiBLE AL MO EL
KINETOPLASTO SUBTERMINAL, NUCLEO Y LA POSICION Ti-
PICA DEL PARAsITO EN “C” (1000 X)

la figura 3, donde se omite la lectura de los controles
positivos de los extractos antigénicos de la cepa Y, uti-
lizada para la obtencién del primer anticuerpo para el
inmunoensayo aqui descrito.

Analisis estadistico de la técnica de ELISA

En la tabla de contingencia se obtuvo la ®2=1.231 < °2
005= 9-99. Debido a que el valor de la ji cuadrara con
dos grados de libertad fue menor que la de las tablas,
se acepto la hipétesis nula de que la ocurrencia de po-
sitivos y negativos no depende de la técnica utilizada
(cuadroI). La sensibilidad y especificidad de MO y PCR
fue de 100%, en ambos casos, al igual que VPP 'y VPN.
Para la técnica de ELISA, la sensibilidad fue de 87%, y
una especificidad con VPP de 100% y un VPN de 84%
(cuadro II).

El indice de infeccion natural en T. gerstaeckeri por
T. cruzi fue de 59.61% con base en los resultados obte-
nidos por MO y PCR, mientras que la técnica de ELISA
detecto el 51.92%.

. L4
Discusion
Hasta hace algunos afios, era necesario inocular ani-

males experimentales o bien efectuar xenodiagndsti-
cos para la identificacién de T. cruzi o confirmar el
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FiGURA 2. DETECCION DE T. cruzi POR PCR EN TRIATOMA
GERSTAECKERI SILVESTRES. M.MARcADOR DNA LaDDER 100.
CARRIL |: conTROL PoOsITIVO. A) Y B). CARRILES 2-7: T.
CRUZI DE TRIATOMINOS DE MUNICIPIOS DE GENERAL TERAN,
N. L.AmpLICONES DE 313 pB. EN EL CARRIL 8 DE LA FIGU-
RA 2A, SE MUESTRA EL CONTROL NEGATIVO. C). CARRILES
2-11: AMPLICONES DE 293 PB DE MUESTRAS REPRESENTATI-
vASs. CARRIL |12: CONTROL NEGATIVO. GELES DE AGAROSA
AL 1% EN TBE, TENIDOS EN BROMURO DE ETIDIO

diagndstico clinico.”” Asimismo, el examen de las deyec-
ciones de triatominos silvestres se realizaba en forma
cotidiana en los programas epidemioldgicos de la en-
fermedad de Chagas."® Actualmente, las técnicas in-
munoldgicas y de biologia molecular facilitan esta
labor, y disminuyen el tiempo requerido de aproxima-
damente 21 dias o més a algunas horas.

Este trabajo confirma la utilidad y beneficios de
las técnicas de ELISA y PCR en comparacion con los es-
tudios tradicionales, ya que los resultados obtenidos
demuestran que la metodologia desarrollada median-
te la técnica de ELISA detecta T. cruzi en muestras de
heces de triatominos naturalmente infectados, con ele-
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Cuadro |
TABLA DE CONTINGENCIA ENTRE LAS TECNICAS
UTILIZADAS Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS PARA LA
DETECCION DE T. CRUZI EN TRIATOMINOS COLECTADOS
DESDE JULIO HASTA SEPTIEMBRE DE 2005 EN GENERAL
TerAN, N. L. SE CITA LA PREVALENCIA DE T. CRUZI DE
ACUERDO CON LA TECNICA USADA, ENTRE PARENTESIS.
°2=1.231, P> 0.05

Técnicas
Resultados MO ELISA PCR Total
Positivos 31 27 31 89

(59.61) (51.92) (59.61)

Negativos 21 25 21 67
(40.38) (48.07) (40.38)

Total 52 52 52 156

+2=J — " con 2 grados de libertad

gl= (h-1)(c-1)= (2-1) 3-1)=2

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
MO: microscopia 6ptica

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

0.8 A,

OD 492 NM

0.6 N

0.4+ A 4 4 2

027, a4, A A ,
inl [u]

FiGURA 3. DETECCION DE TRYPANOSOMA CRUZI EN TRIATO-
MINOS POR LA TECNICA DE ELISA EN EL ESTADO DE NUE-
vo LEON. EL VALOR DE CORTE SE ESTABLECIO EN LECTURAS
DE ABSORBANCIA DE 0.132, LA cUAL CORRESPONDE A |0
MG DEL EXTRACTO DEL PARASITO. LECTURAS EFECTUADAS
A OD 492 NM (N=52).Los VALORES NEGATIVOS, DENTRO
DEL AREA SOMBREADA SE UBICAN DEBAJO DE LA LiNEA DE
CORTE
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Cuadro Il
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA COMPARACION
ENTRE LAS TECNICAS DE ELISA, MO vy PCR
PARA LA DETECCION DE T. CRUZI EN TRIATOMINOS,
COLECTADOS DESDE JULIO HASTA SEPTIEMBRE
DE 2005 EN GENERAL TERAN, N. L.

Resultados (%)
Valor predictivo  Valor predictivo

Técnica Sensibilidad  Especificidad positivo negativo
MO 100 100 100 100
ELISA 87 100 100 84
PCR 100 100 100 100

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
MO: microscopia 6ptica
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

vados porcentajes de sensibilidad (87%) y especifici-
dad (100%). Al aplicar la técnica de ELISA utilizando
como extracto antigénico la cepa Y, se indica que los
anticuerpos antiepimastigote producidos en ratén de-
tectan de igual forma la cepa NL. Los estudios sobre
las aplicaciones de técnicas inmunoenziméticas para
diagnéstico de T. cruzi en sueros humanos y los nue-
vos antigenos recombinantes son numerosos.'*?

Avances recientes también se han conseguido con
los antigenos recombinantes obtenidos por la clona-
cion de varios genes de T. cruzi para usarlos en el diag-
nostico de la enfermedad de Chagas en pacientes, con
lo que se obtuvo hasta 99% de especificidad cuando se
utilizaron dos péptidos sintéticos de T. cruzi en combi-
nacién;'?! sin embargo, se ha logrado obtener una es-
pecificidad de 84% en sueros de pacientes chagasicos,
utilizando un antigeno recombinante obtenido por clo-
nacién de un fragmento de DNA de T. cruzi que codifi-
ca un antigeno inmunodominante repetitivo llamado
H49. El péptido H49 reaccion6 en el ensayo de ELISA
con pacientes de tripanosomiosis americana, pero no
con los sueros de pacientes que padecian alguna otra
enfermedad parasitaria como leishmaniasis.”

En este estudio con ELISA obtuvimos valores de
sensibilidad de 87% con base en la lectura de corte
de absorbancia establecida. Sin embargo, este valor no
afecta la utilidad de la prueba por ser de 13% de casos
positivos no detectados, si se comparan el tiempo y
esfuerzo que ahorra el investigador, con los andlisis
tradicionales al MO, examinando una a una las deyec-
ciones de los triatomas, por lo que se considera acep-
table. El valor de 100% de especificidad y VPP significa
que el anélisis de ELISA no detect6 falsos positivos con
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el valor de corte de absorbancia antes citado, y aumenta
el beneficio de la aplicacién de esta técnica.

El VPN de 84% es aceptable, si se considera que
cuantifica los triatominos que no presentaron el para-
sito y, al igual que el VPP, es altamente influenciable
por la prevalencia, ya que, si ésta se incrementa, el VPP
también aumenta y el VPN disminuye.” En otro tra-
bajo similar, pero con sueros humanos, se comparo la
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en inmunoflo-
rescencia, hemaglutinacién y ELISA para detectar an-
ticuerpos anti-T. cruzi, y se menciona que ELISA es el
método de eleccion por tener resultados mas altos y
solo requerir pequefas cantidades de eluido o suero,
ademads de procesar diariamente una gran cantidad de
muestras.”

Conclusién

El método inmunoenzimético desarrollado para la de-
teccién de T. cruzi en heces de triatominos es rapido y
simple, y permite el analisis simultdneo de numerosas
muestras con elevados indices de especificidad y sen-
sibilidad. Sin embargo, no se encontraron anteceden-
tes sobre la aplicacion de técnicas inmunoenzimaticas
para la deteccion de T. cruzi en triatominos, por lo que
se considera de gran utilidad por el ahorro de tiempo
y esfuerzo para el andlisis de triatominos silvestres,
peridomiciliarios o domiciliarios en los estudios de
vigilancia epidemiolégica que se desarrollan en Amé-
rica Latina.

La estrategia en el disefio de la presente investi-
gacion fue dirigido para determinar la efectividad de
la técnica de ELISA en la deteccion de T. cruzi en heces
de triatomas, por lo que no se realizé una colecta re-
presentativa de triatominos en la localidad de estudio,
lo cual podria ser una limitante en el disefio de la in-
vestigacion, aunque existen reportes previos sobre los
indices entomoldgicos en el drea de colecta.”®

En cuanto a la técnica de PCR, se detectaron cua-
tro muestras positivas mds que la técnica de ELISA,
debido a que se seleccion la lectura de corte mas alta
dentro del intervalo o rango de absorbancia (0.132%
A). Estas cuatro muestras se obtuvieron con lecturas
cercanas a este valor, oscilando entre 0.110-0.132% A,
y se registraron como negativas. El resultado corrobo-
ra la utilidad de ELISA como una técnica de barrido o
de monitoreo para estudios epidemioldgicos y la téc-
nica de PCR como confirmatoria.'® Si se hubiera defi-
nido un limite de corte mas bajo en ELISA, habriamos
excluido todos los resultados sospechosos,” ya que los
valores negativos con densidad éptica mayor de 0.1
fueron positivos por PCR, lo cual puede indicar que el
punto de corte de 0.1-0.13 son valores indeterminados.
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También podria ser que las muestras del presente es-
tudio estuvieron mas diluidas, pues no se obtuvieron
en un cultivo puro como en la cepa Y, sino que se to-
maron de las heces directamente. De acuerdo con el
andlisis estadistico, no existe diferencia para el diag-
nostico en las técnicas aplicadas, aunque cabe aclarar
que el examen efectuado por microscopia éptica se
realiz6 varias veces durante dos semanas y fue nece-
sario extraer las heces de los triatomas en repetidas oca-
siones para corroborar si éstas eran o no positivas al
diagnéstico.

En relacion con el PCR, fue posible amplificar el
DNA de T. cruzi, con la utilizacién de los oligonucleé-
tidos KNS1 y KNS2, debido a que se diseharon para
una region hipervariable del kinetoplasto, presente
entre diversas variedades de T. cruzi.'? Estos primeros
fueron disefiados originalmente para detectar la cepa Y,
AWP CLy la cepa Ninoa mexicana, debido a que existe
una alta homologia en la secuencia nucleotidica.'*** Los
minicirculos corresponden a un DNA satélite que codi-
fica para una proteina tedrica que une calcio.'? Cada
minicirculo presenta cuatro regiones de secuencias re-
petidas. Un solo parasito contiene de 10 000 a 20 000
minicirculos, y se presenta desde 40 000 hasta 80 000
veces la secuencia repetida en cada parasito,'> lo que
lo convierte en un excelente templado para la reaccion
de PCR.

Por ser una regién satelital hipervariable, los am-
plicones presentan tallas esperadas de 293 de acuerdo
con las secuencias analizadas en el GenBank, y entre
313 a 340 pb, tal como ha sido reportado.’? En este estu-
dio, en 19 muestras la técnica de PCR amplificé produc-
tos de 293 pb, pero en 12 deyecciones se encontraron
productos de 313 pb, lo que, probablemente, indique la
presencia de dos cepas diferentes o distinto linaje de T.
cruzi, que pretenden analizarse en estudios futuros.

La secuencia de primers utilizada, descrita origi-
nalmente por Monteén-Padilla y colaboradores,'? fue
verificada previamente con los registros existentes
de los minicirculos del kKDNA en el GenBank, y se en-
contré una elevada homologia con la cepa brasilena
P209 del parasito, aislada del roedor Dasyprocta aguti
(N° acceso AJ747944.1) y corresponde al linaje I de T.
cruzi. Esta secuencia contiene 293 nucleétidos y la ta-
lla coincide con los resultados citados en este estudio.
También pueden encontrarse variaciones con tallas me-
nores a las obtenidas, como es el caso particular de la
secuencia AJ748069 registrada en el GenBank, que co-
rresponde al linaje I e de T. cruzi, la cual amplificaria
con amplicones de 282 pb.

Resultados similares sobre la aplicacion del PCR
para la deteccion de T. cruzi en vectores por PCR y la
identificacion de distintas cepas del parasito han sido
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descritos previamente en la literatura;* pero la meto-
dologia utilizada refiere menor capacidad de deteccion.
En heces de T. infestans, Rhodnius pictipes y Triatoma sor-
dida, en 1995 se report6 85.3% de concordancia respec-
to a la deteccién por MO.?* Asimismo, anélisis recientes
del kDNA muestran un alto grado de variabilidad en
T. cruzi, y acentdan el intenso polimorfismo que pre-
sentan las formas clinicas del pardsito.”?*

La caracterizacion molecular de las cepas mexica-
nas de T. cruzi ha avanzado enormemente en los ulti-
mos anos. Sehan analizado 17 cepas mexicanas y cinco
sudamericanas y se ha demostrado la heterogeneidad
génica dentro de las mismas cepas que permiten la for-
macién de grupos relacionados con el origen geogra-
fico. Ademas, sugirieron que el andlisis del DNA del
kinetoplasto puede representar un método simple para
diagndstico en monitoreos epidemiolégicos.”

En Nuevo Ledn, es necesario crear conciencia en
las personas acerca de la importancia de salud ptblica
que tiene la enfermedad, y de mantener una vigilancia
permanente en muestras de bancos de sangre debido
a que es una zona con un flujo creciente de inmigran-
tes del sur de México y Centroamérica. Es necesario,
ademads, tomar medidas de control para el vector; dis-
minuir su colonizacién en dreas suburbanas y urbanas
y realizar fumigaciones periddicas en las viviendas con
insecticidas de efecto residual, pues el indice de in-
feccion natural en los triatomas silvestres es alto
(59.61%), tal como se ha reportado en estudios realiza-
dos en la misma localidad.>” En estos estudios, hubo
una oscilacién entre 14 y 80%, y se confirmé la impor-
tancia de T. gerstaeckeri como vector en el estado. El
indice de infeccion natural es incluso mas elevado que
el que ocurre en otros estados del pais reconocidos por
suendemicidad a la enfermedad de Chagas, como Gue-
rrero, donde alcanza 32.4% en T. pallidipennis.'182
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