A. Materiales

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales para la toma de la muestra

Material

Casa Comercial/ Observaciones

Papel filtro Whatman no.1

Fisher Scientific, Pittsburg, PA

Electrocardiografo

MAC 1200 de General Electric

Electrodos

Silver Mactrode Plus, GE Medical Systems

Papel electrocardiografico

Marguette Hellige, Medical Systems

Lancetas estériles #20

Monolet

Aparato para lancetas ProCare™
Guantes High Five y N-Dex
Descartes para lancetas Winfield

Pafales azules Daigger

Hieleras pequefas y grandes Igloo

Bolsas pequefias y grandes Ziplock

Algodon

Drogueria Jose Gil

Alcohol medicinal

Drogeria Jose Gil

Tubos capilares

Microhematocrito Heparinizado LABC

Microcentrifuga

Hettich Haemotokrit

Baterias (icepack)

Refreeze

Bolsas de descarte para material

bioldgico

Winfield

Computadora portatil

Material educativo

Carteles sobres la Enfermedad de Chagas

Consentimiento informado

Etiquetas y cartones

Estos deben tener el nUmero correlativo para

cada participante
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2. Materiales para ELISA

Material Casa Comercial

Cloruro de Potasio Merck

Leche descremada en polvo Dos Pinos

Anticuerpo anti humano IgG- Biosource, Sunnyvale, CA
conjugado a peroxidasa

TMB Kirkegaard and Perry Laboratories,
(3,37,5,5” -tetrametilbenzidina) Gaithersburg, MD

Cloruro de Sodio Merck

Fosfato de sodio dibasico Sigma

Tween 20 Sigma

Anti foam A Sigma

Acido Sulfurico Merck

Placas de ELISA Immulon IV

Lector de ELISA Molecular Devices, Sunnyvale, CA
Micropipetas de 10, 20, 100, Nichiryo, Nichipet

1000 pl

Pipeta multicanal de 20-200 pl Costar

Puntas para micropipetas Rainin

B. Métodos

1. Poblacién de estudio. Se estudiaron dos comunidades del municipio de San
Pedro Pinula en el departamento de Jalapa: Aguijitas y El Carrizalito. Estas comunidades
fueron seleccionadas debido a que en un estudio previo realizado en nifios de edad
escolar en esta region, se encontré que los porcentajes de seropositividad para la ECh

eran de 10% y 30%, respectivamente.

2. Tamafio de muestra. El tamafio de la muestra se calcul6 utilizando StalCalc Epi-
Info Ver. 6.02b. Los valores que se utilizaron para esto fueron los siguientes:
seroprevalencia para la ECh 15%; poder 90% y un nivel de confianza del 95% (error
alfa). Basados en datos de estudios previos se estimé que un 5% de la poblacién en
general presenta problemas cardiacos. Con estos valores el tamafio de muestra
resultante fue de 414 individuos. Esta se aumenté en un 15% resultando entonces 478

individuos, tomando en cuenta la pérdida por hemdlisis y 0 muestra insuficiente.

3. Criterios de inclusion/ exclusion de participantes
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a. Criterios de inclusion
1) Hombres o mujeres de 18 6 mas afios de edad
2) Tener 10 6 mas afos de residir en el &rea endémica de Chagas
3) Que acepte participar voluntariamente en el estudio firmando el

consentimiento voluntario de participacion (Anexo 1).

b. Criterios de exclusion:
1) Haber recibido tratamiento especifico para la ECh en los 12 meses previos
al estudio.
2) Tener evidencia clinica de estar padeciendo enfermedades

endocrinoldgicas, inmunoldgicas o sistémicas.

4. Presentacion del proyecto y convocacién de la comunidad. Se convoco a la
comunidad al salon comunitario, donde se les dio una platica informativa. Esta platica
consistié en proporcionar informacion acerca de la ECh, distribucién en Guatemala, el
parasito, los vectores, problemas cardiacos, prevencién e importancia (Anexo 2). Luego
se les explicé el objetivo del estudio, los riesgos y beneficios de participar en el mismo.
Se les invito a participar voluntariamente explicandoles el contenido del consentimiento
de participacién voluntaria, y se les pidié6 que lo firmaran, para poder incluirlos en el

estudio.

5. Recoleccion de la informacion. Después de firmar el consentimiento de
participacion voluntaria, se les asigndé un ID Unico. Este se utilizd para identificar el
cuestionario y las muestras que se obtuvieron del participante. El ID, nimero correlativo
gue se le dio a cada participante, constas de dos letras que hacen referencia al
proyecto, luego el numero correlativo de cada participante, y por ultimo el afio en que
se tomo la muestra (Ej. CC-001-04). Por ultimo se utilizé un cuestionario para colectar
informacién etno-demografica e informacién relevante a las cardiopatias secundarias a
la ECh (Anexo 3).

6. Toma de la muestra de sangre. La muestra se tomé de la cara externa de la

falange distal del dedo anular izquierdo utilizando una lanceta. La sangre se colect6 en
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papel filtro. Los detalles de manejo y transporte de la muestra se detallan en el Anexo
4.

7. Georeferenciacién. Se hizo un croquis de cada una de las localidades utilizando el

sistema de posicionamiento geografico (GPS).

8. Determinacion de la seroprevalencia. Las determinacion de la seroprevalencia a
la ECh se hizo por el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) (Rizzo et al.
2003) (Greer et a/ 1999). (Anexo 5). Todas aquellas muestras que resultaron positivas
por el método de ELISA mas un 10% de las negativas, se corroboraron por la prueba de
inmunofluorescencia (Leiby et a/. 2000). Esta ultima se realizd en el CDC en Atlanta,
USA. Las discrepancias entre estos dos métodos fueron solucionadas por la prueba de

hemoaglutinacion, la cual también se realizd en el CDC en Atlanta, USA.

9. Electrocardiogramas. Para medir el ritmo y la regularidad de los latidos, asi
como el tamafio y posicion de las cdmaras cardiacas, se utiliz6 un electrocardiégrafo
portatil (MAC 1200 de General Electric). Se tomd un ECG esténdar, en reposo, de 12
derivaciones. Los ECG fueron interpretados por dos especialistas en cardiologia, quienes
no tuvieron acceso a los resultados serologicos, siguiendo los criterios de clasificacion de
la reunion “Standardization of Electrocardiografic Criteria for Diagnosis of Chagas”
Disease” (Anexo 6). Las discrepancias entre los resultados, fueron enviadas para su

analisis a un tercer especialista.

10. Anadlisis estadistico. Toda la informacion colectada se ingresé en una base de
datos generada en Epi-Info Ver 6.02b. Se generaron tablas de frecuencias para cada
una de las variables a fin de visualizar la distribucion de los valores. Se construyeron
tablas 2x2 para obtener valores de Chi-cuadrado y valores de p. Para aquellas
variables donde el valor encontrado fue menor de 5 el valor de p se calculé utilizando la
prueba de Fisher. Para aquellas variables donde los valores eran mayores de 5, el valor
de p se calculé utilizando la prueba corregida de Yates. Para el analisis de diferencias

entre variables, un valor de p< 0.05 se consider6 estadisticamente significativo. Las
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variables principales que se analizaron fueron: informacion demogréfica, seroprevalencia

y anormalidades del los ECGs.

11. Aspectos éticos y beneficios para los participantes. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de la Universidad del Valle de Guatemala. Para la realizacion del
mismo se contd también con la aprobacion de la Jefatura del Area de Salud del
departamento de Jalapa. Ademas se redactd un consentimiento informado de
participacion voluntaria (Anexo 1). El consentimiento se leyd y explicd a todas aquellas
personas que asistieron a la platica informativa. Todos aquellos que aceptaron

participar firmaron la hoja de consentimiento y se les entregé una copia de mismo.

En el contexto de las visitas que se realizaron a las comunidades y a fin de
proporcionar un beneficio adicional a los participantes del estudio y a los habitantes de
la comunidad, se realizaron mediciones de hemoglobina a todo aquel que lo solicité. A
todas aquellas personas cuyos niveles de hemoglobina estaban por debajo de 11 se les
proporcioné sulfato ferroso y acido fdlico, siguiendo las normas del MSPAS. Todas las
mujeres embarazadas, independientemente de sus niveles de hemoglobina recibieron
suplemento vitaminico (tabletas prenatales) para un mes. Adicionalmente, a todos los
nifios de 2 a 8 afios, cuyos padres lo solicitaran, se le proporciond tratamiento anti-

parasitario (Albendazol®), a las dosis recomendadas por el MSPAS.



