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RESUMEN

Se evaluo la seroprevalencia de la infeccion por Trypanosoma cruzi en un grupo de
mujeres en etapa puerperal y sus neonatos en el area de Ginecologia y Obstetricia del
Servicio Auténomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala-SAHUAPA-
Cumana, estado Sucre. Se empled la prueba del ensayo inmunoenzimatico ligado a una
enzima (ELISA) utilizando antigenos de excrecion/secrecion de las formas
tripomastigotes de T. cruzi (TESA-ELISA) y como pruebas confirmatorias las prueba
enlazante de multiples antigenos (MABA) y la prueba de Western blot, mientras que
para el diagnostico de los neonatos se uso la prueba parasitoldgica del microhematocrito.
Adicionalmente, se aplicd una encuesta epidemioldgica y para asociar las variables
epidemioldgicas con la infeccion por T. cruzi en el grupo de estudio se aplico la prueba
de Chi al cuadrado. El total de mujeres puérperas que participaron en el estudio fue de 1
499 pacientes, y 1 490 neonatos, el promedio de la edad de este grupo de estudio fue 23
+ 5,70 afos (rango: 12 a 46 afos). El promedio de peso de los neonatos fue 3,22 + 0,47
kg. La prevalencia confirmada utilizando dos pruebas serologicas para la infeccion por
T. cruzi en las mujeres en etapa puerperal fue de 1,86%; mientras que no se detectaron
neonatos infectados por el parésito empleando la técnica del microhematocrito. En
relacion a los factores de riesgo evaluados la falta de conocimiento de la enfermedad de
Chagas (ECH), conocer al chipo y provenir del medio rural aumenta el riesgo de adquirir
la infeccion. La seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi en mujeres puérperas en
Cumana, estado Sucre es baja. Aunque no se detectd infeccién por T. cruzi en los
neonatos de madres seropositivas no se puede descartar una posible transmision vertical.

Vi



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECH) es la infeccion producida en el hombre y en los
animales por Trypanosoma cruzi el cual fue identificado por primera vez en 1909, por el
investigador brasilefio Carlos Chagas. T. cruzi pertenece al phylum Sarcomastigophora,
subphylum Mastigophora, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma y especie T. cruzi (Tay et al., 2002). El vector de este parasito es un
insecto hematdéfago de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, y género
Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus, conocidos como chinches besadores o con otros
nombres. En Colombia se les llama pitos, en Brasil barbeiros, en Venezuela chipos en

Argentina y en Chile vinchucas (Botero y Restrepo, 1998).

T. cruzi presenta tres formas evolutivas: tripomatigotes, epimastigote y amastigote. El
tripomastigote es un flagelado de cuerpo alargado que mide entre 20 y 25 micras de
longitud. Presenta un gran nuacleo vesiculoso, cinetoplasto subterminal posterior al
ndcleo el cual estd formado por &cido desoxirribonucleico (ADN) y mitocondrias. El
epimastigote es de forma fusiforme de 20 a 25 micras de longitud, en el que el
cinetoplasto ha migrado desde la porcion anterior del cuerpo hasta localizarse en la
posicién anterior, pero cercano al nucleo, el flagelo forma una pequefia membrana
ondulante. Este estadio morfolégico se multiplica en el intestino de los triatominos
profusamente para dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos. EI amastigote es la
forma redondeada, mide de 2 a 2,5 micras, sin flagelo libre, ademas, presenta un gran
nacleo y cinetoplasto; y se encuentra en el interior de las células del hospedero

mamifero donde se multiplica por fision binaria (Tay et al., 2002).

El ciclo biolégico de T. cruzi comienza una vez que el vector infectado se alimenta de
sangre y defeca sobre la piel del mamifero, depositando las formas infectantes del
parésito (tripomastigotes metaciclicos). Estas una vez que penetran la piel a través de las
escoriaciones, barrera mucosa 0 conjuntiva ocular, se introducen en las células y se

transforman en amastigotes. En los macréfagos, que son las células que infectan



principalmente, la multiplicacion se realiza por fision binaria. Los parasitos
intracelulares conllevan a la ruptura de dichas células fagociticas, regresando al torrente
sanguineo pero en forma de tripomastigotes, los cuales infectan gran cantidad de células
del hospedero. Cuando un triatomino se alimenta de un mamifero infectado, adquiere el
parésito y se completa el ciclo (Becerril y Romero, 2004). La enfermedad de Chagas se
transmite por via vectorial, a través de insectos hemipteros hemat6fagos, por
transfusiones de sangre, por via congénita o vertical, por via oral, trasplantes de 6rganos

y por accidentes en el laboratorio (Carlier, 2005; Diez et al., 2008).

La ECH presenta una incidencia anual de 28 000 casos en América Latina, donde se
estima que afecta aproximadamente a 8 millones de personas y provoca
aproximadamente 12 000 muertes anuales. Se calcula que alrededor de 65 millones de
personas viven en areas de exposicion y estan en riesgo de contraer esta enfermedad

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2007).

Se describen dos fases de esta enfermedad: aguda y cronica. El periodo de incubacién
en la fase aguda es de 4 a 10 dias. La fase aguda generalmente es asintomatica, y mas
frecuente en personas jovenes. Se evidencia una alta parasitemia, sintomas y signos
transitorios. Este periodo se extiende por dos a cuatro meses. Los pacientes agudos
sintoméaticos presentan: fiebre, edema, adenopatias satélites, hepatomegalia y
esplenomegalia. La fiebre es frecuente, irregular, pero puede ser continua y alta. Se
acompanfa de anorexia, astenia, mialgias, cefalea y ocasionalmente artralgias. El cuadro
febril suele persistir por un periodo de dos a cuatro semanas. Se presentan signos de
puerta de entrada como el chagoma de inoculacion, el cual es una lesion cutanea mas
frecuente en la cara y las extremidades. Mientras que en la region ocular se puede
presentar el signo de Romafia-Mazza, que se presenta como edema bipalpebral,

unilateral, de color rosado violaceo claro, indoloro y duro (Werner et al., 2008).

El periodo crénico representa entre 50 y 70% de todos los pacientes chagasicos. Se

caracteriza por la ausencia de sintomas cardiacos, digestivos. Los pacientes tienen



parasitemia y serologia positiva, pero otros examenes de laboratorio son normales, tales
como: electrocardiograma y radiografias. Esta forma persiste, por lo menos en 30% de
los chagasicos, durante toda su vida. El resto de los pacientes chagéasicos pueden
presentar una evolucion de la enfermedad en un lapso de 10 a 30 afios, con sintomas

como la cardiopatia, colopatia y esofagopatia (Werner et al., 2008).

El diagndstico serologico en madres embarazadas se realiza mediante pruebas
convencionales: Inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ensayo inmunoenzimatico
ligado a una enzima (ELISA), hemaglutinacion indirecta (HAI) (Bern et al., 2008). El
seguimiento del hijo de madre con enfermedad de Chagas se debe realizar al menos
durante los nueve primeros meses de vida. En los primeros meses, debe recurrirse a
técnicas parasitologicas, a partir del noveno mes la serologia puede ser Util, pues la
negativizacion de anticuerpos maternos sucede, en general, hacia el noveno mes. Las
pruebas parasitoldgicas mas recomendadas son la técnica de MicroStrout es un examen
microscopico de la fraccion leucoplaquetaria de la sangre total a partir de un
microhematocrito del paciente, en busqueda de las formas tripomastigotes de T. cruzi
(Werner et al., 2008).

La transmision materno-fetal de la ECH ocurre por via transplacentaria y depende de la
parasitemia y del nivel de inmunidad materna. El parésito llega al feto por diseminacion
hematogena atravesando la placenta (Torrico et al., 2004; Buekens et al., 2008). Asi
mismo, es descrito el hecho de que en gran medida la transmisién congénita es
dependiente de la tasa de prevalencia de infeccion chagasica en mujeres gestantes y de la
tasa de incidencia de la transmision. Se ha reportado que de acuerdo a la zona endémica,
la infeccién afecta de un 3 a un 51% de las mujeres embarazadas (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2007). La tasa de transmision congénita (nimero de casos
congénitos/ numero de madres chagasicas) en los paises del Cono Sur es muy variable,
siendo del 1% en Brasil y del 4 al 12% en Argentina, Bolivia, Chile, Paraguay (Carlier y
Torrico, 2008).



A nivel placentario T. cruzi puede producir granulomas, cambios inflamatorios y
necrosis de las vellosidades coriales. Lo cual puede producir la muerte fetal intrauterina
0 desencadenar un parto prematuro (Mufioz et al., 2007). Durante la transmision
congénita por T. cruzi, las formas sanguineas del parasito alcanzan el feto a través de la
circulacién sanguinea materna pasando a través de la placenta, donde los tripomastigotes
se transforman dentro de las células de Hofbauer en amastigotes, en estas células los
parasitos se multiplican activamente y luego de la ruptura celular se transforman
nuevamente en tripomastigotes, los cuales atraviesan el trofoblasto produciéndose asi la

infeccion fetal. (Kemmerling et al., 2010).

En América Latina, la prevalencia de la ECH en gestantes varia de 2% a 51% en areas
urbanas y de 23 a 81% en zonas rurales que pertenecen a regiones endémicas segun la
Organizacién Mundial de la Salud (1991). La transmisién congénita se produce en las
zonas donde la enfermedad es endémica, asi como en las &reas donde la transmision del
vector ha sido interrumpida. Este patron de transmision facilita la proliferacion del
parésito durante largos periodos de tiempo. La transmision transplacentaria ocurre en
todas las regiones endémicas de América Latina y depende directamente de la infeccion
en las mujeres en edad fértil, quienes han adquirido la infeccién con el T. cruzi
mayormente por transmision vectorial. Se estima que aproximadamente 15 000 infantes
nacen infectados anualmente por transmision vertical en America Latina, y que el
numero de mujeres seropositivas de 15 a 44 afios es de alrededor de 1 809 507 (Carlier y
Torrico, 2003).

Los grandes avances logrados en relacion a la ECH por los paises endémicos en el
control de las otras vias de transmision, vectorial y transfusional, han permitido una
notable reduccién en el nimero de casos agudos por afio, mientras que las infecciones
por transmision vertical seguiran siendo una fuente importante de transmision en los
futuros 20 a 30 afios. La prevencion de la transmision vertical de T. cruzi no es posible
hasta la fecha, pero el infante infectado puede ser detectado a tiempo y el tratamiento es
muy efectivo, los nifios se curan en un 100% cuando son detectados a edades inferiores



al afo (Freilij et al., 1995; Carlier et al., 2003).

Para considerar un caso de ECH congeénita se debe cumplir con los siguientes criterios:
madre seropositiva a T. cruzi, identificacién en la sangre del neonato de parasitos
circulantes y deteccion de parasitos o de anticuerpos especificos tipo IgM en el nifio
(Carlier, 2005). EI signo més frecuente presente en los casos congénitos sintomaticos de
la ECH es la hepatoesplenomegalia. No parece que produzca anomalias en el desarrollo
fetal. Los signos clinicos mas comunes son: prematuridad, bajo peso al nacer, ictericia,

fiebre, edemas, anasarca, petequias y miocarditis (Mufioz et al., 1992).

El recién nacido infectado por T. cruzi puede ser prematuro o de término, pequefio para
la edad gestacional, destacando en la signologia: hepatoesplenomegalia, ictericia,
anemia, neumonia intersticial, compromiso variable del sistema nervioso central,
miocarditis, compromiso del fondo de ojo y de la piel. La ausencia de sintomas al nacer
no implica ausencia de infeccién y de enfermedad a futuro; por el contrario, el nifio
puede presentar, al igual que en la forma adquirida vectorialmente, meses o afios
después, manifestaciones de la etapa crénica de la enfermedad (Werner et al., 2008). La
transmision materno-fetal es mas frecuente si la madre se infecta en el tercer trimestre de

la gestacion y si la enfermedad se encuentra en fase cronica (Torrico et al., 2006).

La infeccion parasitaria del trofoblasto ha sido considerada como necesaria para que
ocurra la infeccion transplacentaria, debido a que las células trofoblasticas de la
placenta, funcionan como la principal barrera en la transferencia materno-fetal de
cualquier microorganismo o agente infeccioso. La eficacia de esta barrera queda
demostrada cuando hay ausencia de infeccion congénita en la mayoria de los fetos, a
pesar de la presencia de numerosos parasitos en la sangre materna (Shippey et al., 2005;
Truyens et al., 2005). Los estudios histopatoldgicos realizados, en placentas de mujeres
chagasicas, han mostrado una amplia diversidad patolégica, con infiltrado inflamatorio
en las vellosidades coridnicas, presencia de nidos de amastigotes y areas de necrosis
(Lugo et al., 2010).



Se han realizado diferentes trabajos en Latinoamérica para evaluar la infeccion por T.
cruzi en mujeres embarazadas, entre ellos destaca una investigacion realizada en los
municipios de Moniquira, Miraflores, y Boyaca (Colombia) ubicados en zonas rurales
altamente endémicos, en donde se evaluaron 689 mujeres gestantes con una edad
promedio de 24,7 afios, utilizando para el cribado la técnicas seroldgicas ELISA e IFI,
hemocultivo y reaccion en cadena de la polimerasa PCR. En los recién nacidos se utiliz6
el método de microhematocrito y hemocultivo, para la confirmacion de la infeccion por
el parésito. La prevalencia total para la infeccion por T. cruzi en las gestantes fue de
3,34%, en cuanto los resultados de los neonatos se obtuvo una tasa de transmision
congénita de 33,33% (Manrique et al., 2013).

De la misma manera, en un estudio seroepidemioldgico para la infeccion por T. cruzi,
realizado en 16 842 mujeres embarazadas, en la provincia de Tucuman, al noroeste de
Argentina, se evalud al grupo de mujeres utilizando las pruebas de HAI y de ELISA
empleando extractos solubles de epimastigotes de T. cruzi, mientras que a sus recién
nacidos se les evalu6 la presencia de la infeccibn mediante la técnica de
microhematocrito antes de los 30 dias de edad, a los 3 y 6 meses de nacidos se les
aplicaron técnicas seroldgicas de ELISA, HAI, e IFI. La prevalencia general de la ECH
en las gestantes estudiadas fue de 5,5%; veintiséis neonatos (7,1%) de madres

seropositivas fueron diagnosticados como infectados con T. cruzi (Blanco et al., 2000).

Otro estudio realizado en un grupo de 383 mujeres gestantes en el Hospital Clinico
Universitario de Valencia (Espafa), utilizando la técnica de microhematocrito y un
grupo de pruebas seroldgicas basadas en la deteccion de anticuerpos especificos para T.
cruzi tipo 1gG e IgM, se establecid que el 9,7 % de las mujeres presentaban anticuerpos
especificos para el parasito. De las mujeres evaluadas el 54,1% eran bolivianas, el 13,5%
argentinas y el 8,1 % colombianas, el 88,1% vivieron en zonas rurales y casas de adobe,
el 89,2 % tenian antecedentes familiares de esta parasitosis y el 100% conocian la

enfermedad y el vector (Orti et al., 2007).



De igual modo, se realizé un estudio de seroprevalencia por T. cruzi en 1 125 mujeres
embarazadas, con més de 32 semanas de gestacion con sus correspondientes recién
nacidos, de dos hospitales localizados en el estado de Chiapas (México): Hospital
General de Tapachula y Hospital Regional de Palenque. Las pruebas utilizadas fueron la
de ELISA, para la determinacién de anticuerpos anti-T. cruzi en las madres gestantes, y
en los neonatos la prueba molecular de la PCR; la prevalencia total de infeccion
esperada en las pacientes embarazadas fue de 2,04%, mientras que en los recién nacidos
la frecuencia total obtenida fue de (39,13%) (Campos et al., 2016).

Son pocos los estudios publicados en Venezuela que evaluen la infeccion por T. cruzi en
gestantes y la transmision de Chagas congénita. En tal sentido, se realiz6 un estudio en
el Servicio Prenatal de la Maternidad “Concepcion Palacios” (Caracas, zona urbana) y
en el Hospital Central de Biscucuy (estado Portuguesa, zona rural), en donde se report6
la seroprevalencia por T. cruzi en las gestantes de 0,72%. De los neonatos evaluados
cinco resultaron positivos por serologia, dos por la prueba de PCR y ninguno por las
pruebas parasitoldgicas empleadas (Mastrolonardo et al., 2013). Asimismo, se realizé un
estudio en 678 pacientes embarazadas de la consulta prenatal del Hospital Universitario
de Caracas, empleando la prueba de ELISA, todas las mujeres evaluadas fueron

seronegativas para la infeccién por T. cruzi (Alarcén de Noya et al., 2010).

Las causas de la variacion en la eficiencia de transmisién de T. cruzi madre-hijo son
diversas, entre ellas el grado de endemicidad en la regién estudiada, caracteristicas de la
madre (estado genético, nutricional e inmunologico), la eficiencia de la barreras
placentarias para evitar el paso del parasito de la madre al feto, la capacidad materno
fetal de desarrollar una respuesta inmune especifica eficaz en el control de la
multiplicacién parasitaria y el polimorfismo del parasito dado que T. cruzi evoluciona en
unidades discretas de tipificacion (UDTs) independientes caracterizadas por presentar

diferente comportamiento biolégico (Toledo et al., 2002; Jasso et al., 2011).

Las diferencias en la tasa de transmision congénita se puede asociar con el hecho de que



existen varios genotipos de T. cruzi, de distribucion geografica diferentes en toda
Latinoamérica. Estos genotipos de poblaciones de distintos parésitos, recientemente han
sido clasificadas en seis Unidades Discretas de Tipificacion (DTU), designados como T.
cruzi | (TCI) a T.cruzi VI (TCVI) (Zingales et al., 2009). Se ha demostrado que el
genotipo de las UDTs Tcll, TcV y TcVI es idéntico tanto en la madre como en el recién
nacido, que es lo esperado cuando se transmite una cepa de T. cruzi de la madre
infectada a su feto (Virreira et al., 2007).

En Venezuela son pocos los trabajos acerca de la seroprevalencia de la infeccion por T.
cruzi en mujeres puérperas, Yy de la via de transmision vertical infeccion por T. cruzi, por
lo tanto; es importante emprender estudios orientados para hacer visible la existencia de
esta silente problematica, ya que la transmision vertical sin diagndstico se plantea a

futuros individuos chagéasicos crdnicos.



METODOLOGIA

Poblacion de estudio

Se incluyeron un numero total de 1 499 mujeres en fase puerperal, lo cual es el periodo
que abarca las primeras semanas después del parto. Su duracion es impreciso pero, se ha
acordado el lapso de cuatro a seis semanas posterior al parto (Cunningham et al., 2011),
y sus neonatos que se encontraban el area de Ginecologia y Obstetricia del Servicio
Auténomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” (SAHUAPA).

Las muestras recolectadas para este estudio se realizaron en forma consecutivas para asi
poder establecer la seroprevalencia real en el grupo evaluado. En este estudio se
siguieron los lineamientos establecidos por la declaracion de Helsinki y las normas
internacionales para las investigaciones biomédicas en poblaciones humanas
promulgadas por el Consejo de Organizacion Internacional de Ciencias Médicas,
(COIMS, 1993). En el que se establece, que previo a la realizacion de la investigacion, al
paciente en cuestion se le debe informar, de los objetivos, métodos y procedimientos a
utilizarse, la finalidad de la investigacion y beneficio que puede traer, tanto individual
como colectivo. De estar de acuerdo con lo ante propuesto, se procedio a formalizar su

autorizacion por escrito para su participacion y la de su neonato.

Se solicitd la firma del consentimiento de participacién en el estudio de la madre
(Apéndice 2). Igualmente, para la realizacion de este trabajo se solicitaron los permisos
de los servicios de Ginecologia y Obstetricia y Pediatria, asi como también de la
Direccion del SAHUAPA. Se le aplico a cada madre una encuesta epidemioldgica
(Apéndice 1) que incluia: los datos personales y aspectos epidemioldgicos de la

paciente.

Obtencidn de las muestras sanguineas
Puérpera
A cada puérpera, se le extrajeron 5 ml de sangre mediante la técnica de venopuncién, la



cual consiste en hacer previa antisepsia con alcohol isopropilico al 70 % v/v en la region
ante cubital del brazo y extraer de la mejor vena palpable y visible. Las muestras
extraidas se agregaron a tubos de ensayos secos y rotulados con el codigo y nombre de
cada una de las pacientes. Estas se transportaron en cavas con bolsas refrigerantes hasta
el Laboratorio de Diagnostico Seroldgico en Enfermedades Infecciosas (LDSEI),
ubicado en el Postgrado en Biologia Aplicada de la Universidad de Oriente, Nucleo de
Sucre. Las muestras se centrifugaron a 1 200 g por 10 minutos, con la finalidad de
separar el suero del paquete globular. Los sueros de cada paciente se dispensaron en
tubos Eppendorf de 1,5 ml identificados con un codigo y la fecha de la recoleccion, éstos

se conservaron a una temperatura de -20 °C.

Neonatos

Las muestras de sangre fueron obtenidas directamente mediante la técnica de
venopuncién, (flexura del codo) con previa asepsia (alcohol antiséptico), de la cual se
extrajeron de 1 a 3 ml de sangre con una scalp nimero 23 para luego ser agregado en
tubos de ensayo preparados con 50 ul de acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
previamente identificado con el nombre de los recién nacidos. Luego, las muestras de
sangre anti-coagulada se transportaron hasta el laboratorio, donde el mismo dia de la
obtencion de la muestra se les realiz6 la técnica del microhematocrito en busca de

parasitos circulantes en la sangre de los neonatos.

Técnica del microhematocrito o del tubo capilar heparinizado

Esta prueba consiste en identificar el movimiento caracteristico de los parasitos en la
interfase entre el paquete de hematies y el plasma (50-80 ul de sangre) (Torrico et al.,
2005). La sangre se colocé en un tubo capilar de hematocrito de sangre heparinizada y
se centrifug6 a 1 800 g durante 5 minutos. Posteriormente, éstos se observaron al
microscopio con un aumento de 40X en busqueda del parasito, el cual se identifica por

su tamafio y movimientos caracteristicos.
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Prueba del ensayo inmunoenzimatico ligado a una enzima usando los antigenos de
excrecion/secrecion de tripomastigotes de T. cruzi

Los antigenos para la realizacion de esta prueba fueron proporcionados por el
Laboratorio de Diagnostico Serologico de Enfermedades Infecciosas (LDSEI), ubicado
en el Postgrado en Biologia Aplicada de la Universidad de Oriente, Ndcleo de Sucre. La
prueba de ELISA utilizando TESA de T. cruzi se realiz6 siguiendo el protocolo de
Berrizbeitia et al. (2006). Las placas se sensibilizaron agregando 100 pl a cada pozo con
1 pg/ml de antigeno y se incubaron en camara humedad a 4 °C durante toda la noche.
Transcurrido el tiempo de sensibilizacidn, las placas se lavaron cinco veces con buffer
fosfato salino 7,4 (PBS 0,01 mol.I™* buffer fosfato, 0,14 mol.I™*Nacl) conteniendo 0,05%
Tween 20 (PBST).

Seguidamente, las placas se bloguearon por 1h a 37°C en PBS conteniendo 5% de leche
descremada y 0,1% Tween 20 (solucion bloqueadora: PBST). Luego, a cada pozo se le
adicionaron 100 pl de suero diluido en 1/800. Las placas se incubaron por 1h a 37 °C.
Al cabo de ese tiempo, se le realizaron cinco lavados con PBST, y se agregaron 100 pl
de la dilucién 6ptima de anti IgG humana conjugada a peroxidasa de rabano picante.
Posteriormente, se incubaron éstas durante 30 minutos a 37 °C.

Se realizaron cinco lavados nuevamente y se le agregé 100 ul del sustrato revelador
(tetrametilbencidina: TMB “blue”) (incubacion 10 min). Transcurrido ese tiempo, Se
detuvo la reaccion enzimatica agregando 50 ul de H,SO,4 (mol.I™). Las densidades
opticas se midieron a 450 nm usando un lector de ELISA.

Todas las muestras se analizaron usando controles positivos y negativos para la ECH,
los cuales se incluyeron por duplicado en cada placa. El punto de corte para esta prueba
fue utilizando la curva ROC (Curva Caracteristica Operativa del Receptor). Esta curva
definié el valor de 0,400 de densidad optica (DO) como el valor optimo, el cual
permitira la mejor discriminacion entre valores positivos y negativos (Berrizbeitia et al.,
2006).
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Pruebas confirmatorias
Los sueros que resultaron positivos para T. cruzi por la técnica de ELISA, fueron

confirmados mediante la prueba enlazante de multiples antigenos MABA.

Prueba enlazante de multiples antigenos

La prueba se realizd segun lo descrito por Noya y Alarcon (1998), y la metodologia
descrita en Berrizbeitia et al. (2010). Se cort6 la membrana de nitrocelulosa de (6,0 cm
de largo por 9,0 cm de ancho), ésta se marcd con una linea en uno de sus bordes que
sirvié de referencia. Después, se humedecio la membrana en agua destilada durante
cinco minutos. Posteriormente, se procedid a colocar la membrana de nitrocelulosa sobre
la almohadilla del miniblotter con la linea de referencia paralela al canal nimero uno, se

fijo la tapa y se atornill6 con cuidado.

Luego, se procedid a sacar el exceso de agua de cada canal con una micropipeta, se
estandarizo la dilucién de proteina que se agregé a los canales de la camara, para tal fin
se adicionaron 1 pg/ml de TESA de T. cruzi (514 pg/ml) diluida en un buffer de
carbonato de sodio (1 mol.I™* de carbonato de sodio, pH 9,6), evitando la formacién de
burbujas. Después de que se coloco el antigeno, se incub6 por 60 minutos a temperatura
ambiente, utilizando un agitador horizontal. Luego del paso de sensibilizacion de la
membrana, se removieron la soluciones antigénicas agregadas en cada canal, lavando
con una pipeta que contenia buffer fosfato salino 0,05% Tween 20 (PBS, pH 7,4)
(solucion de lavado PBST). Después se abrio la camara y se sacd la membrana de
nitrocelulosa, con guantes y pinza, la cual contenia los antigenos adsorbidos. Dicha
membrana se lavd cinco veces con 10 ml de la solucion de lavado, durante ocho
minutos, cada vez, en el agitador horizontal. Luego, la membrana se bloqued
sumergiéndola en una solucion de PBS, conteniendo 5% de leche descremada y 0,1% de
Tween 20 (solucidon bloqueadora), durante dos horas a temperatura ambiente en un

agitador horizontal.
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Una vez que se bloque6 la membrana se cortaron con un bisturi para proporcionar tiras
de aproximadamente dos mm de ancho. Estas fueron colocadas en una bandeja con
canales individuales, a las cuales se les agregaron 800 pl de los sueros diluidos en la
solucion bloqueadora (1:800) y se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente
en un agitador. Después de incubadas las tiras, se lavaron cinco veces con PBST (ocho
minutos por cada lavado), una vez cumplido el paso de lavado, las tiras se incubaron
nuevamente durante dos horas a temperatura ambiente con anti-lgG humana conjugada
con peroxidasa de rabano picante en la solucién de bloqueo (1/16000) con agitacién
constante. Transcurrido ese tiempo, se realizaron nuevamente cinco lavados con
solucion de PBST (ocho minutos cada vez). Los inmunocomplejos formados fueron
revelados utilizando una solucion diaminobencidina (Sigma) (solucién de revelado). Se
afiadieron 800 pl de la solucion de revelado a las tiras y se incubaron por 10 minutos.
Deteniendo la reaccidén con agua destilada. La prueba de MABA se consider6 como
positiva al evidenciar una coloracion marron en el sitio correspondiente donde fue

sensibilizada la membrana con el antigeno.

Western blot de las proteinas de antigenos de excrecion/secrecion de tripomastigotes de
T. cruzi

Las proteinas separadas en SDS-PAGE fueron transferidas en hojas de nitrocelulosa
(MFS, Pleasanton, CA), como lo descrito por (Towbin et al.,, 1979). Usando un
minitanque electroforético (Biorad). La transferencia, se realizd por una hora a 4 °C en
25 mmol.I™ tris-base, 192 mmol.I™* de glicina y 10,00% v/v de metanol a pH 8,8, a una
corriente constante de 0,25 A. Una vez realizada la transferencia de las bandas proteicas,
las membranas fueron bloqueadas toda la noche a 4 °C con PBS conteniendo 5,00% de
leche descremada y 0,10% Tween 20 (solucion blogueadora). Al cabo de este tiempo, se
cortaron tiras de cuatro mm de espesor, aproximadamente, y éstas se colocaron en una
bandeja de incubacion, con canales individuales. Cada tira fue incubada con su
correspondiente suero diluido 1/800, en solucidon bloqueadora, durante dos horas a
temperatura ambiente y en agitacion continua. Luego, se realizaron cinco lavados de

cinco minutos con PBST. Posteriormente, las tiras fueron incubadas por dos horas a
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temperatura ambiente con anticuerpo de cabra anti-lgG humano conjugado con
peroxidasa de rabano (Perkin-Elmer LifeScience, Boston, MA), en una dilucion 1:16
000, en solucion bloqueadora. Las tiras de nitrocelulosa se lavaron nuevamente cinco
veces con PBST, y los complejos inmunes se revelaron utilizando diaminobencidina

(Sigma).

Anélisis estadistico

Los resultados fueron presentados en forma de tablas y figuras. La asociacién entre la
infeccion por T. cruzi y las diferentes variables epidemioldgicas evaluadas, se determind
mediante la prueba de Chi al cuadrado (y2), a un nivel de confiabilidad de 95% (Wayne,
1999). Igualmente, se determind la razon de probabilidad (del inglés: Odds ratio: OR),
para la evaluacion de la probabilidad de la ocurrencia de un evento en presencia o
ausencia de un factor de riesgo (Tapia y Nieto, 1993). La seroprevalencia y prevalencia
se determinaron mediante las siguientes formulas (Gordis, 2004).

Prevalencia = (N° de neonatos positivos a la prueba de T. cruzi en la poblacion evaluada/

N° total de neonatos evaluados en un tiempo especifico) x 100.

Seroprevalencia = (N° de madres seropositivas a la prueba T. cruzi / N° total de madres

puérperas evaluadas en un tiempo especifico) x 100.

14



RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se realizo, en el area de Ginecologia y Obstetricia del Servicio
Autonomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” Cumand, estado
Sucre, en el periodo comprendido de marzo a noviembre de 2015. Se obtuvieron en un
muestreo consecutivo 1 499 muestras de suero de mujeres en periodo puerperal y sangre

total de sus respectivos neonatos (n = 1 490).

En la tabla 1, se muestra la estadistica descriptiva para la edad de las mujeres puérperas
del presente estudio, asi como también la distribucion segln el peso de sus respectivos
neonatos. Se observa que el promedio de la edad de éstas fue de 23 + 5,70 afios v el
rango de edad estuvo comprendido entre 12 a 46 afios. En el caso de los neonatos, el

promedio del peso fue 3,22 + 0,47 Kg y el rango del mismo entre 1,20 a 4,82 Kg.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la edad de las mujeres en etapa puerperal y el peso de
los neonatos evaluados para la infeccién por T. cruzi en el area de Ginecologia y
Obstetricia del Servicio Auténomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcalad”, Cumana—estado Sucre.

Grupo n X DS Rango
(min — max)

Peso (Kg) 1490 3,22 0,47 1,2-4,82

Edad (afios) 1499 23 5,70 12 -46

n: nimero de pacientes; X: media muestral; DS: desviacion estandar; Min: minimo; Max: maximo.

En un estudio de seroprevalencia para la infeccién por T. cruzi en 3 000 mujeres
puérperas realizado en tres hospitales (dos urbanos y uno rural) y cuatro centros
hospitalarios, (tres rurales y uno urbano), ubicados en el Departamento de Arequipa
(Pert), se encontrd una edad promedio 25,6 afios en las pacientes, (Mendoza et al.,
2005). De igual modo, en un estudio de seroprevalencia para la infeccion por T. cruzi en
1 518 mujeres embarazadas realizado en Santander (Colombia) la edad promedio de las
madres gestantes fue de 24,5 afios (Castellanos et al., 2016). Estos resultados coinciden
con lo reportado en la presente investigacion. Por otra parte, un estudio realizado en
Espafa en el Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia, en donde se emplearon las técnicas
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seroldgicas IFI 'y ELISA, para la deteccion de la infeccion por T. cruzi en 59 pacientes
inmigrantes (57 de Bolivia y dos de Paraguay) encontrandose que todas resultaron
positivas para la infeccion, el promedio de la edad de las mujeres evaluadas en ese
estudio fue un poco mayor (29,1 + 6,5 afios) al reportado en la presente investigacion
(Murcia et al., 2013). Estos estudios muestran que las mujeres latinoamericanas tienen a
sus hijos en edades jovenes.

Con respecto al peso de los neonatos el promedio de éstos se encontré dentro del rango
considerado como normal. Las afecciones chagasicas que tienen mayor predominio en
neonatos son el bajo peso al nacer y la prematuridad. Sin embargo, muchos recién
nacidos de madres infectadas por T. cruzi permanecen asintomaticos (Torrico et al.,
2005; Schijman, 2006).

En la presente investigacion no se encontro asociacion entre la edad de las puérperas y la
infeccion por T. cruzi (% 6,34, valor de P: 0,18) (tabla 2). En otros trabajos se ha
demostrado que existe asociacion entre edades mayores de 40 afios y la infeccion por el
parasito. Un mayor nimero de casos seropositivos en individuos con edades avanzadas
refleja infecciones pasadas, cuando los programas de control para la ECH eran limitados
0 inexistentes en Venezuela (Bricefio et al., 2014; Hernandez et al., 2014). El hecho de
que en el presente trabajo no se encontrara asociacion entre estas dos variables se debe a
la naturaleza de la muestra evaluada, ya que la mayoria de las puérperas que se
encuentran en edades fértiles, son mujeres jovenes, y por lo tanto, no es comun

puérperas con edades mayores a los 40 afios.

Se evaluaron las mujeres puérperas a traves de una prueba de ELISA, la cual utilizd
antigenos de excrecion/secrecion de tripomastigotes de T. cruzi (TESA-ELISA). De los
sueros analizados con esta prueba 30 resultaron positivos para la infeccién por T. cruzi y
1 469 negativos (tabla 3). Posteriormente, se realizo un diagnostico de tipo secuencial y
los 30 sueros que resultaron positivos por TESA-ELISA fueron evaluados por una

segunda prueba seroldgica (MABA), de estos 22/30 resultaron positivos y ocho tuvieron
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resultados inconclusos. Estos dltimos (n = 8) se evaluaron por una tercera prueba
seroldgica (TESA-blot), la cual confirm6 6/8 como positivos. Por lo tanto, el diagnoéstico
definitivo de las puérperas se establecié con el resultado positivo en al menos dos
pruebas serologicas con principios diferentes. Segun el criterio establecido la
seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi en las puérperas evaluadas fue de 1,86%
(28/1499).

Tabla 2. Seroprevalencia de la infeccion por Trypanosoma cruzi, segin la edad en
mujeres puérperas en el area de Ginecologia y Obstetricia del Servicio Auténomo del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana—estado Sucre.

Rango de edad Puérpera positiva Puérpera negativa Valor de p

(afos)

12al7 5 231

18-23 9 670

24 a 30 10 389 0,18
NS

31a36 2 153

37a43 2 27

Total 28 1470

P: probabilidad; NS: no significativo

Son pocos los estudios realizados en Venezuela para la deteccion de T. cruzi en mujeres
embarazadas o puérperas. Mastrolonardo et al. (2013) reportaron una seroprevalencia
general para la infeccion por T. cruzi de 0,72% en 828 mujeres gestantes, 650 del control
prenatal en La Maternidad Concepcidn Palacios en Caracas y 178 del area de maternidad
del Hospital Biscucuy en el estado Portuguesa, de igual manera se les tomd la muestra
sanguinea de cordon umbilical a sus respectivos neonatos para la determinacion de la
transmision congenita. El estudio seroldgico de las gestantes se realizo por la prueba de
ELISA, fijacion del complemento (FC) y la prueba HAI; por otra parte, la evaluacion de
las muestras sanguineas de los recién nacidos se hizo a través de la prueba de PCR y
pruebas parasitologicas (hemocultivo e inoculacién de ratones). Del total de las
pacientes estudiadas seis resultaron positivas para esta infeccion. En cuanto a los

neonatos las pruebas parasitologicas en estos resultaron negativas para la infeccion.
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Tabla 3. Seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi utilizando tres pruebas serologicas
en mujeres puérperas en el area de Ginecologia y Obstetricia del Servicio Autdnomo del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana—estado Sucre.

Pruebas confirmatorias

ELISA MABA wB
(s6lo positivos) (s6lo inconclusos)

Positivas 30 22 6
Negativas 1469 - 2
Inconclusos - 8 -

Total (n) 1499 30 8
Seroprevalencia (%) 2,00 -

Seroprevalencia 186

confirmada (%)

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico ligado a una enzima; MABA: Prueba enlazante de multiples antigenos,
WB: Western blot; (n): poblacién; %: valor porcentual.

Estudios realizados en otros paises de Latinoamérica para la deteccion de T. cruzi en
mujeres embarazadas reportan prevalencias de 51,00% en Bolivia, 15,40% en Paraguay,
5,50% en Argentina y 3,70% en Chile (Azogue et al., 1985; Mufioz et al., 1992,
Russomando et al., 1998; Blanco et al., 2000).

Igualmente, un trabajo realizado en la ciudad de Salta (Argentina), en el cual se
utilizaron tres técnicas serolégicas como la de FC, HAI, IFl, para la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi en 937 embarazadas, detectaron una prevalencia de 15,9%
(Zaidenberg et al., 1993). Asimismo, un estudio reciente, realizado en Colombia,
determind la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi en 1 518 mujeres embarazadas de las
provincias de Guanentina, Garcia, Rovira y Comunera del departamento de Santander
(Colombia) se encontr6 una prevalencia de 3,2% para la infeccion por T. cruzi,
(Castellanos et al., 2016). En ambos trabajo la seropositividad para T. cruzi fue mayor a

la reportada en el presente estudio.

Al analizar las muestras sanguineas de los 1 490 neonatos a través de la técnica de
microhematocrito para la deteccion de T. cruzi, ningun recién nacido dio positivo a la
misma (0%). Aunque la técnica de microhematocrito en tubos capilares posee la ventaja

de ser sencilla y econémica, ya que puede ser utilizada en cualquier servicio de
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maternidad y en aéreas rurales donde se cuente con microcentrifugas, ésta presenta la
desventaja de ser una prueba poco sensible, en consecuencia se pueden presentar falsos
negativos con esta técnica (Azogue y Darras, 1995). Tal es el caso de un estudio
realizado en 34 neonatos de madres chagasicas en la provincia de Salta en Argentina,
donde el 100% reportaron resultados negativos por medio de la técnica de
microhematocrito (Contreras et al., 1999). La técnica del microhematocrito es una
prueba parasitoldégica muy utilizada para el diagnostico de la infeccion por T. cruzi en
neonatos, principalmente, por su elevada especificidad y por las limitaciones que existen
en relacién a las pruebas diagnosticas disponibles para esta parasitosis en recién nacidos.
Aunque la PCR ha sido muy empleada, el uso de esta prueba en sangre del cordon
umbilical o sangre total de neonatos para la deteccion del ADN parasitario es

controversial (Gonzalez et al., 2009; Gonzalez et al., 2010).

Asimismo, en otro estudio realizado en la ciudad de Valencia (Espafia) para la deteccion
de la ECH congénita utilizando técnicas seroldgicas como la de inmunoprecipitacion ID-
PaGIA-DiaMed e IFI en 383 madres gestantes y el método del microhematocrito en sus
neonatos, se demostr6 que solo el 9,7% de las pacientes embarazadas presentaron
anticuerpos especificos contra T. cruzi. En cuantos a sus neonatos todos resultaron

negativos para la infeccion por T. cruzi (Orti et al., 2007).

La transmision congénita de T. cruzi depende de la presencia de elevadas cargas
parasitarias en la madre. Por otra parte, el alto porcentaje de mujeres que proceden de
zonas donde la enfermedad no es tan prevalente, explicaria la baja incidencia de
transmision vertical (Gascon et al., 2008). Como es el caso del estado Sucre,Venezuela,
el cual no se encuentra entre los mas endémicos para esta parasitosis (Aché y Matos,
2001).

La diferencia en la tasa de transmision vertical de T. cruzi se puede explicar ya que

existen varios genotipos de T. cruzi, de distribucién geogréafica diferente en toda
Latinoamérica, T. cruzi Il y T. cruzi IV predominantes en las cordilleras de Bolivia y
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Argentina, tienen mayor riesgo de transmision transplacentaria (Mastrolonardo et al.,
2013). En Venezuela T. cruzi | es el més predominante, asi lo demuestra un estudio para
la determinacion del genotipado de méas de setecientas cepas aisladas de T. cruzi
realizado en 17 estados endémicos de Venezuela, obteniéndose una alta frecuencia de T.
cruzi 1 (94,1%); T. cruzi IV (3,1%); T. cruzi 111 (3,8%) (Carrasco et al., 2012).

Las cinco unidades discretas de tipificacion DTU (TCI, TCII, TCIIl, TCIV, TCV y
TCVI) y sus asociaciones se han identificados en casos de Chagas congénita. La DTU
TCV se ha informado en el 80 a 100% de los casos congénito en Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile y Paraguay, DTU TCIl y TCVI han sido reportados en recién nacidos de
Argentina, Bolivia, Brasil y Chile (Carlier y Truyens, 2015).

Una vez realizados los estudios serologicos en el grupo de madres, y la prueba
parasitolégica en sus neonatos para el diagnéstico de la infeccién por T. cruzi, se
analizaron las variables epidemioldgicas para determinar su asociacion con esta
parasitosis. Las variables consideradas fueron la profesion de la madre, haber recibido
transfusion sanguinea, conocimiento acerca de la ECH, tener familiares que hayan
muerto con ECH, tener conocimiento del chipo, procedencia de la madre (urbano o
rural), haber vivido en casas de bahareque, haber encontrado chipos en las viviendas y la
picadura del vector. Ninguna de las variables evaluadas se encontr6 asociada a la
infeccion por T. cruzi en las mujeres puérperas, sin embargo, conocer el chipo, vivir en
una zona rural y la falta de conocimiento acerca de la ECH aumenta el riesgo (OR) de
infectarse por el paréasito (tabla 4).

La ECH afecta las areas rurales, donde las condiciones de ambiente unidas a las
tradicionales culturas de sus pobladores y las criticas condiciones socioeconomicas,
favorecen que el vector viva en viviendas con los humanos y reservorios domeésticos,

propiciando el mantenimiento de la endemia (Bricefio, 2009).
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Resultados reportados por Cucunuba et al. (2012), en un estudio realizado en 982
gestantes en Colombia, determinaron que la prevalencia de la infeccion por T. cruzi fue
de 4,0%. EIl analisis multivariado mostro que los factores de riesgos mas importantes
asociados a la infeccion de T. cruzi fueron la residencia rural (OR: 2,2; IC del 95%: 1,0 a
4,6) y el bajo nivel de educacién (OR: 10,2; IC del 95%: 1,6 a 82,7).

En otro estudio similar, realizado en el Salvador se evaluaron a 797 mujeres gestantes y
29/797 (3,6%) resultaron positivas para la infeccion por T. cruzi. En cuanto los factores
de riesgo evaluados, mostraron asociacion significativa: la edad mayor de 35 afios, la
anemia, el analfabetismo, el no tener educacion escolar formal, y el poco conocimiento
sobre la ECH (P<0,05) (Sasagawa et al., 2015).

Tabla 4. Variables epidemioldgicas que presentan mayor riesgo para adquirir la
infeccion por Trypanosoma cruzi en mujeres puérperas en el area de Ginecologia y
Obstetricia del Servicio Auténomo del Hospital “Antonio Patricio Alcala”, Cumana—
estado Sucre.

Factor de riesgo n % Positivos parael OR IC 95% P
factor de riesgo (n)

Conocimiento de la ECH

Si 490 2,45(12) 1,5 0,70-3,20 0,289
No 981 1,63(16)

Conoce al chipo

Si 562 2,66(15) 1,86 0,88-3,94 0,09
No 908 13,54(26)

Vive en zona rural

Si 567 2,47(14) 1,59 0,753-3,362 0,22
No 902 1,55(14)

n: Ndmero total de mujeres puérperas; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; P: Probabilidad; ECH:
Enfermedad de Chagas.

En un estudio seroepidemioldgico para la infeccion por T. cruzi en una poblacion de 1
350 mujeres embarazadas de origen Latinoamericano realizado en Barcelona (Espafia)
se obtuvo una seroprevalencia de 3,4% para la infeccion. Los factores de riesgos
asociados a la infeccion fueron: haber vivido en casas de barro (OR, 7,00; IC del 95%:
3,5a13,8;) y en zonas rurales (OR, 7,51; IC del 95%: 4,02-14,04 (p <0,001) (Mufioz et
al., 2007). De igual modo, en el municipio de Santander (Colombia), se realiz6 un
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estudio de seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi y se analizaron los factores de
riesgos asociados a la infeccion. La poblacion en estudio estuvo comprendida por 1 518
mujeres gestantes, la prevalencia a la infeccion fue de 3,2% y los factores de riego
asociados significativamente fueron la edad, (OR: 2,1; IC del 95%: 1,1 a 3,9), vivir en
vivienda con techo de paja (OR: 11,8; IC del 95%: 2,2 a 63,2), haber vivido durante su
infancia en una casa con techo de paja (OR: 3,0 IC del 95% : 1,4 a 6,6), tener bajo nivel
de educacion (OR: 4,6 IC del 95% :2,2 a 9,5) y haber tenido contacto con el vector (OR:
6,9 IC del 95% : 3,7 a 12,9), (Castellanos et al., 2016).

Este trabajo representa el primer estudio que se realiza en el estado Sucre y en la region
nor-oriental de Venezuela para conocer la situacion de la infeccion por T. cruzi en
mujeres puérperas y la transmision vertical del parasito. La seroprevalencia en las
madres evaluadas fue baja y aunque no se detectaron casos de ECH congénito no se
puede afirmar que hay ausencia de este tipo de transmisién en esta localidad. Ya que se
debe hacer seguimiento a los recién nacidos para la deteccion de anticuerpos anti-T.

cruzi después de los seis meses de edad.
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CONCLUSIONES

La seroprevalencia de la infeccién por T. cruzi en mujeres puérperas en el area de
Ginecologia y Obstetricia del Servicio Autébnomo del Hospital Universitario “Antonio

Patricio de Alcala” Cumana, estado Sucre es baja.

No se encontraron casos de transmision vertical de T. cruzi pero no se puede afirmar que
hay ausencia de este tipo de infeccion ya que el método parasitologico empleado carece

de sensibilidad.

No se encontré asociacion estadistica significativa entre la infeccion por T. cruzi en
puérperas y las variables epidemioldgicas evaluadas, sin embargo, el escaso
conocimiento acerca de la enfermedad, tener conocimiento acerca del vector y provenir

de areas rurales incrementa el riesgo a casi el doble de adquirir la infeccion.
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RECOMENDACIONES

Confirmar el diagnostico de la ECH a todos los hijos de madres seropositivas al
momento del nacimiento y a los nueve meses de edad, mediante pruebas seroldgicas y

moleculares.

Promover el uso rutinario de pruebas diagnosticas para la infeccion por T. cruzi en
mujeres gestantes y puérperas, y un control pre-natal, para prevenir y controlar la

transmision congénita de la enfermedad.

Las instituciones de Salud Publica deben analizar y orientar acciones de control

epidemioldgico y estimular el conocimiento de la enfermedad de Chagas.

Investigar la prevalencia de la enfermedad de Chagas en mujeres gestantes y puérperas y
sus neonatos en otras entidades del pais, para conocer la situacion actual de esta via de

transmision de la enfermedad Chagas en Venezuela.
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APENDICES

Apéndice 1. Resultados de la prueba enlazante de multiples antigenos (MABA)
para la infeccién por T. cruzi, de los sueros de mujeres en etapa puerperal del area de
Ginecologia y Obstetricia del Servicio Autonomo del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, Cumana — estado Sucre, los cuales dieron positivos en la prueba
TESA-ELISA. +: positivos.

Apeéndice 2. Resultados de la prueba de Western blot para el diagnostico de la
infeccion por T. cruzi, de los sueros de mujeres en etapa puerperal del area de
Ginecologia y Obstetricia del Servicio Auténomo del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, Cumana — estado Sucre, los cuales dieron resultados inconclusos.

Estandar C+ C- + +
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Apeéndice 3.

Encuesta epidemiologica

Fecha: Cddigo: Nombre del recién nacido:
Peso: Parto Abortos Cardiopatia: | Hepatoesplenomegalia:
Normal : | previos:

Datos de la Ha sido usted picado por un chipo:
madre

Nombre completo: C.l Lugar de Nacimiento:

Teléfono: Direccién: Profesion:
Transfusiones: Conoce usted el Mal de Familiares con Mal de Chagas:
) Chagas: )
St [] No [ ] Si [] No [ ]
Si [ ]No[]
Conoce Usted el Chipo: Ha vivido en Algun familiar ha muerto por la
zonas rurales: enfermedad del Mal de Chagas:

Si [ JNo [] sil 1 nold |Si [] No [ ]

Alguna vez ha vivido en casa de
bahareque, con piso de tierra :

Si [ ] No [ ]

Ha vivido en una casa donde se haya encontrado el

chipo o chupon:

Si

[]

No
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Apéndice 4. Consentimiento informado

Nombre de la participante:

Edad: Sexo:

Direccion:

Fecha; Hora:

Yo, Portador de la C.I:

Por medio de la presente otorgo mi consentimiento en participar en el proyecto de
investigacion titulado: “Deteccién de la infeccion por T. cruzi en mujeres
embarazadas y neonatos en el hospital “Antonio Patricio De Alcala”, estado sucre,
Venezuela”.

El objetivo de este proyecto es Evaluar la infeccion por T. cruzi en mujeres embarazadas
y sus neonatos en el Hospital Universitario Antonio Patricio Alcala, Cumand, estado
Sucre.

Como parte de la realizacion de este estudio autorizo efectuar: encuestas de
caracterizacion familiar, documentacién y a la toma de muestras sanguineas a mi
persona y recién nacido.

Declaro que se me ha informado ampliamente, que de acuerdo a los derechos
constitucionales que me asisten, mi participacion en el estudio y de mi recién nacido es
totalmente voluntaria, comprometiéndose los investigadores en preservar la
confidencialidad de los datos otorgados, cuyo uso seran exclusivos a los fines que
persigue esta investigacion.

Doy fe, que hizo de mi conocimiento, que no se ocasionaran ningln dafio ni molestia a
mi persona por la participacion en este estudio, por el contrario por el beneficios
derivados se me efectuara de manera gratuita el analisis serologico para diagnostico de
la enfermedad de Chagas, se me informara oportunamente de los resultados obtenidos,
se orientard y se canalizara mi inclusion en los programas de control que adelante el
Ministerio del Poder Popular para la Salud en caso de haber seroreactividad.

Hago constar que el presente documento es de mi entero conocimiento, de manera libre
y espontanea participo en el proyecto.

Firma (Participante o Responsable Legal)
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Autor(es)
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Br. Uravaca, Irmari. CVLAC 17723403
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e-mail
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subéarea

Escuela de Ciencias Departamento de Bioandlisis

Resumen (abstract):

Se evalué la seroprevalencia de la infeccién por Trypanosoma cruzi en un grupo de
mujeres en etapa puerperal y sus neonatos en el area de Ginecologia y Obstetricia del
Servicio Auténomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala-SAHUAPA-
Cumana, estado Sucre. Se empled la prueba del ensayo inmunoenzimatico ligado a
una enzima (ELISA) utilizando antigenos de excrecién/secrecion de las formas
tripomastigotes de T. cruzi (TESA-ELISA) y como pruebas confirmatorias las prueba
enlazante de mudltiples antigenos (MABA) y la prueba de Western blot, mientras que
para el diagnéstico de los neonatos se usO la prueba parasitolégica del
microhematocrito. Adicionalmente, se aplic6 una encuesta epidemioldgica y para
asociar las variables epidemioldgicas con la infecciébn por T. cruzi en el grupo de
estudio se aplico la prueba de Chi al cuadrado. El total de mujeres puérperas que
participaron en el estudio fue de 1 499 pacientes, y 1 490 neonatos, el promedio de la
edad de este grupo de estudio fue 23 £ 5,70 afios (rango: 12 a 46 afios). El promedio
de peso de los neonatos fue 3,22 + 0,47 kg. La prevalencia confirmada utilizando dos
pruebas serolégicas para la infeccién por T. cruzi en las mujeres en etapa puerperal
fue de 1,86%; mientras que no se detectaron neonatos infectados por el parasito
empleando la técnica del microhematocrito. En relacion a los factores de riesgo
evaluados la falta de conocimiento de la enfermedad de Chagas (ECH), conocer al
chipo y provenir del medio rural aumenta el riesgo de adquirir la infeccién. La
seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi en mujeres puérperas en Cumana, estado
Sucre es baja. Aunque no se detectd infeccién por T. cruzi en los neonatos de madres
seropositivas no se puede descartar una posible transmisién vertical.
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Afo Mes

Dia

| 2017 | 01

| 18

Lenguaje: SPA
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Alcance:
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Temporal:

Titulo o Grado asociado con el trabajo: Licenciado en Bioanalisis

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciado

Area de Estudio: Bioanalisis

Institucion(es) que garantiza(n) el Titulo o grado: Universidad de Oriente Nucleo
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°O9S
Cumand, 04 AGD20M

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

CUNIVERSORRuRERANLE

SISTEMA DE BlBL\%TECf\
RECII0 POR

14 L4

61520 w32
CFCHA HORA R

eaSunssts ® P o O AIRS

a usted a los fines consiguientes.

Cc.C:

’ Direccién de Computacisn, Coordinacitn de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/maryja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telofax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a
partir del Il Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009) : “los
Trabajos de Grado son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente,
y solo podran ser utilizados para otros fines con el consentimiento del Consejo
de Ndacleo respectivo, quien debera participarlo previamente al Consejo
Universitario para su autorizaciéon”.

=] r4

Jinfénez Alvaro Irmari Oravaca
Autor 1 Autor 2

/v%///yé’:p gl
Pro/f’a. Mari/aigé B ri:zfitia (PhD)

Asesora
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