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RESUMEN

Se evalud la seroprevalencia de anticuerpos tipo 1gG anti- Trypanosoma cruzi, en la
poblacion rural de Miraflores del municipio Acosta, estado Monagas. El grupo de
participantes estuvo compuesto por 106 individuos con edades comprendidas entre 4
a 79 afos, de ambos sexos. El diagnéstico seroldgico fue realizado mediante la
prueba de ELISA utilizando antigenos fijados de las formas epimastigotes de T. cruzi,
asimismo, se evaluo la estabilidad del antigeno utilizado y las diferencias en cuanto a
la reactividad de dos cepas distintas de T. cruzi (complejo Tulahuen-Brasil y cepa
RG1). La seropositividad de anticuerpos tipo IgG anti- T. cruzi fue de 2,83%. Se
observo una correlacion positiva entre la edad de los pacientes y la densidad optica de
la determinacion de anticuerpos tipo IgG anti-T. cruzi presentada por la prueba de
ELISA, para las dos cepas utilizadas en el estudio. La cepa Tulahuen-Brasil presento
mayor reactividad que aquella presentada por la cepa RG1. Ademas, los antigenos
fijados (mezcla de cepas Tulahuen-Brasil) mantuvieron su estabilidad y reactividad
por un periodo de 5 afios, lo cual hace de este tipo de antigeno un excelente candidato
de diagnoéstico. En la zona de estudio estuvieron presentes todas las variables
epidemioldgicas relacionadas con la transmision vectorial de la enfermedad de
Chagas, lo cual indica que si no se establecen las medidas de control, podria
establecerse una reemergencia de esta infeccion en esta region de Venezuela.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una infeccion parasitaria, producida por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, la cual es transmitida al hombre y a otros mamiferos por
insectos hematofagos de la familia Triatominae (Rassi y cols., 1991). Este protozoario
pertenece al reino Protista, sub-reino Protozoa, phylum Sarcomastigophora, subphylum
Mastigophora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae,
género Trypanosoma, subgénero Shizotrypanum, especie Trypanosoma cruzi (Goldsmith y
Heyneman, 1995).

En 1909, Carlos Chagas realizando estudios sobre el paludismo en Brasil, observé
gran cantidad de insectos artropodos que infectaban las barracas y succionaban la sangre,
durante la noche, de los trabajadores de las vias férreas en Lassance. Chagas descubrio un
protozoario flagelado en el intestino de estos insectos (hemiptero). Al mismo tiempo, al
tratar una nifia de 3 afios (Rita) y examinar su sangre encontrd los mismos flagelados
encontrados en el insecto. Posteriormente, Chagas expuso algunos primates a los posibles
vectores del parasito, encontrando el protozoario en la sangre de estos animales. Este
talentoso cientifico identifico el agente, los reservorios, los vectores y los signos y sintomas

clinicos de la enfermedad que lleva su nombre (Faust y cols., 1981; Bastien, 1998).

T. cruzi presenta cuatro estadios basicos de desarrollo (epimastigote, tripomastigote
metaciclico, amastigote y tripomastigote sanguineo), estos estadios tienen dos fases; una en
el vector invertebrado y otra en el hospedero mamifero. Cada estadio se diferencia entre si
segun la ubicacion de sus estructuras internas. El epimastigote es la forma replicativa, no
infectiva para el ser humano o mamifero, y se encuentra en el vector invertebrado
multiplicandose en el intestino para dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos; esta Ultima
forma no es replicativa pero si infectiva para el hombre u otros mamiferos. También se
describe la forma amastigote que distingue T. cruzi de otros miembros del género, viene a
ser la forma replicativa intracelular en el hospedero y tiene la capacidad de infectar a otras
células alojandose en los tejidos. Por su parte, el tripomastigote sanguineo es la forma no
replicativa pero si infectiva para el insecto vector y el mamifero, esta surge de la



diferenciacion del amastigote (Becerril y Romero, 2004).

Algunos autores explican que el parasito posee un ciclo silvestre, de naturaleza
zoonotica, donde el protozoario circula entre vectores y reservorios silvestres que depende
de factores como el clima, altitud, humedad, disponibilidad de alimentos y ciertos
ecosistemas (palmeras, cocos, troncos, pedregales) donde los vectores forman colonias; un
ciclo doméstico cuyo principal reservorio es el hombre, y un ciclo peridoméstico en el que
intervienen mamiferos: roedores domésticos, marsupiales, gatos, perros (Rodriguez y cols.,
2004).

El ciclo bioldgico de T. cruzi se inicia cuando el vector infectado se alimenta de
sangre y simultdneamente defeca sobre la piel y mucosas del mamifero, de esta manera,
deposita junto con su excremento las formas infectantes del parésito, las cuales pueden
penetrar al organismo por la lesion que deja el insecto al alimentarse o a través de las
mucosas Yy la conjuntiva ocular. Una vez que atraviesan estas barreras, los parasitos se
introducen en las células cercanas al sito de penetracion y se transforman en amastigotes.
Las primeras células en infectar son los macréfagos, dentro de los cuales se multiplican por
fision binaria, la gran cantidad de parésitos intracelulares conllevan a la ruptura de estas
células fagociticas. Posteriormente, los parasitos regresan al torrente circulatorio pero
ahora en forma de tripomastigotes, los cuales infectan gran cantidad de células del
hospedero: miocitos, testiculos, ovarios, tiroides, glandulas adrenales y el sistema nervioso
central. El ciclo se completa cuando un triatdmino se alimenta de un mamifero infectado y
adquiere al parasito. A nivel del tracto digestivo del vector, el parasito se transforma en
forma epimastigote y a nivel del ano en la forma infectante: tripomastigote metaciclico
(Becerril y Romero, 2004).

Los insectos vectores son hematdfagos de la familia Reduviidae, género Triatoma,
Rhodnius y Pastrongylus. Los vectores potenciales incluyen 129 especies y 17 géneros
diferentes. En Venezuela, los vectores mas importantes epidemioldgicamente incluyen:
Rhodnius prolixus, Triatoma maculata y Panstrongylus geniculatus, siendo R. prolixus el

vector mayormente implicado en la transmision de la enfermedad por su caracter



intradomiciliario (Lent y Wygodzinsky, 1979; Borges, 2000). En los ultimos afios a P.
geniculatus también se le atribuye la posible domiciliacion considerdndose como un vector
de alto riesgo en la transmisién de la enfermedad, incluso en areas no consideradas
endémicas (Feliciangeli y cols., 2004; Carrasco y cols., 2005). Bofante y cols. (2007)
sostienen que en las dltimas dos décadas P. geniculatus esta sustituyendo a R. prolixus

como vector de la enfermedad de Chagas en Venezuela.

Se describen diversos mecanismos por medio de los cuales el hombre puede adquirir
la infeccion, siendo la via vectorial la mas importante. Igualmente, el parasito se puede
transmitir por via placentaria, por transfusiones de sangre, transplantes de 6rganos y por

accidentes en el laboratorio (Atias, 2004).

La patogenia de la enfermedad de Chagas es compleja, tanto, que los mecanismos
lesivos de T. cruzi no se han establecido con certeza. Sin embargo, se conoce que el
parésito evade el primer contacto con la respuesta inmunitaria ya que presenta un sistema
enzimatico membranal capaz de contrarrestarla. También se han descrito factores de
resistencia a la infeccion propios del hospedero. La etiologia de la enfermedad de Chagas
es explicada mediante tres teorias: la primera explica un dafio directo que produce el
parasito al invadir a las células del hospedero provocandoles la muerte y al consiguiente
proceso inflamatorio localizado. La segunda sefiala una teoria autoinmunitaria ya que
algunas proteinas del parasito poseen epitopes compartidos con proteinas del hospedero,
ademas se ha informado de anticuerpos que reconocen particulas proteicas propias como
extrafas, asi como también, la activacion de un proceso inmunolégico humoral y celular en
contra de los 6rganos del hospedero; la tercera teoria explica el dafio que produce el
parasito en las células del sistema parasimpatico que inerva los 6rganos afectados, puesto
que hay una estimulacion simpatica excesiva, que a través de los afios causa una lesion
irreversible por sobrecarga de trabajo (Atias, 2004). El establecimiento de la enfermedad
de Chagas va a depender de ciertos factores que lo determinan, entre los que figuran: la
cantidad de paréasitos dispuestos en el inoculo inicial, el linaje de T. cruzi inoculado (I, ZII,
Z3 o hibridos Z1/Z3), la calidad de aislados y clones del parasito (biodema), la

especificidad clonal e histotrdpica en los receptores del hospedero, la reinfeccion y el tipo



de respuesta inmune del individuo (Coura, 2007).

La enfermedad presenta diferentes etapas: la fase aguda, la fase indeterminada y la
fase cronica (Tanowitz y cols., 1992). En la fase aguda de la enfermedad de Chagas, se
observan ciertas manifestaciones como: fiebre acompafada de lesiones cutéaneas (chagoma
de inoculacién), manifestaciones oculares (signo de Romafa), linfadenopatias y
alteraciones del sistema nervioso central, esta fase puede durar de 6 a 8 semanas y se
presenta principalmente en nifios (OMS 2002; Moncayo, 2003). La mortalidad en esta fase,
varia del 10 al 15%, y por lo general, las causas del deceso son: miocarditis,
meningoencefalitis, accesos febriles y complicaciones como la bronconeumonia (Botero y
Restrepo, 2003). Durante la fase indeterminada, la enfermedad cursa de forma silente y los
individuos infectados se caracterizan por no presentar manifestaciones clinicas, pero si la
presencia de anticuerpos especificos contra T. cruzi (Dias y Shofield, 1999).

La fase indeterminada de esta parasitosis ocurre después del desarrollo de una
respuesta inmune que provoca la disminucion de la parasitemia en los 6rganos infectados;
en este periodo, los mecanismos inmunoldgicos originan autoinmunidad y persistencia de
lesiones inflamatorias que van a afectar principalmente los plexos parasimpaticos de las
visceras intestinales y el corazon (Kierszenbaum, 1999). Luego de varios afios (10 a 20), se
inicia la fase cronica, en esta fase entre el 20 al 35% de los individuos infectados pueden
desarrollar lesiones irreversibles en el sistema nervioso autdbnomo, corazén, eséfago, colon
y en el sistema nervioso periférico (Prata, 2001; Moncayo, 2003). La principal lesién es una
dilatacion del musculo cardiaco e hipertrofia, llamada cardiopatia chagasica (Storino y col.,
1998). Las alteraciones en el tubo digestivo, colon y eséfago originan los sindromes
Ilamados megas, cuya aparicion es mas frecuente en los paises del cono sur: Argentina,

Chile, Paraguay y Uruguay (Botero y Restrepo, 2003).

Para el diagnostico eficaz de la enfermedad de chagas es importante la evaluacion de
los antecedentes epidemioldgicos, la realizacion de estudios parasitoldgicos y serologicos.
Una vez diagnosticada la enfermedad resulta imprescindible que se le haga un estudio
basico (exploracion fisica, electrocardiograma y ecocardiografia) para evaluar

completamente al paciente y poder suministrar tratamiento, ya que todo paciente con



infeccion por T. cruzi, debe ser atendido a tiempo, a fin de retardar las complicaciones ya
que en la fase crénica las probabilidades de curacién son muy bajas (Acquatella, 2007;
Gascon y cols., 2007).

Se han descrito varias técnicas Utiles para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.
En la fase aguda, debido a que existe una elevada parasitemia, generalmente, se emplea el
xenodiagnostico, hemocultivo, examen de sangre al fresco, la gota gruesa y la técnica de
concentracion de Strout para la observacion microscopica del parasito (Maekelt, 2000). En
la fase cronica, en la cual los parésitos en sangre son escasos, se utilizan métodos
serologicos como hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) entre otros (Zicker y cols., 1991; Botero y Restrepo,
1994). Se recomienda emplear tres técnicas seroldgicas para que el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas en el laboratorio sea certero. Sin embargo, en la mayoria de los
paises donde la enfermedad es endémica, carecen de recursos econdmicos, se sugiere el
empleo de al menos dos metodologias distintas con antigenos diferentes (Moraes y Bordin,
1996).

La prueba ELISA ha demostrado ser una valiosa herramienta diagnostica detectando
antigenos o anticuerpos en muchas enfermedades infecciosas. Las ventajas de esta prueba
incluyen: simplicidad, sensibilidad, especificidad, automatizacion, ademas es relativamente
econdémica y adaptable a estudios de campo. Una gran diversidad de antigenos de T. cruzi
han sido usados para el diagndstico como son: epimastigotes sonicados (Araujo y Guptill,
1984; Antas y cols., 2000), proteinas extraidas de las formas epimastigotes (Solana y cols.,
1995), proteinas glicoconjugadas de las formas tripomastigotes (Almeida y cols., 1997),
antigenos excretados/secretados de las formas tripomastigotes (Umezawa y cols., 1996;
Nakasawa y cols., 2001; Umezawa y cols., 2001; Berrizbeitia y cols., 2006a). Berrizbeitia y
cols. (2006b) validaron diferentes antigenos en el formato de ELISA, demostrando que las
formas epimastigotes fijadas presentaron una elevada sensibilidad y especificidad, siendo
estos antigenos adaptables a laboratorios de pocos recursos econémicos debido a su facil

produccion.



En lo que se refiere al tratamiento de la enfermedad de Chagas, se conoce que el
acceso al tratamiento en las zonas rurales de América Latina es muy escaso. Sin embargo,
se han empleado por més de 30 afios, el benznidazole y el nifurtimox (Villa y cols., 2007).
En estudios recientes se demostré el beneficio del thioridazine, sin efectos cardiotoxicos
cuando es utilizado en la dosis y horario adecuado, por lo que puede considerarse un buen
agente en el tratamiento de la enfermedad de Chagas en su fase cronica (Bustamante y
cols., 2007).

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud publica en Latinoamérica
donde 16 a 18 millones de personas se encuentran afectadas y la incidencia reportada es de
500 000 nuevos casos por afio (OMS, 2002). Esta enfermedad presenta una problematica
que excede el marco bio-psico-social, dado que involucra factores de poder politico y
econdmicos, ademas engloba la participacion del estado, los investigadores, los médicos,
los portadores y enfermos chagasicos, la sociedad, los medios de comunicacién y la
industria farmacéutica, para que mediante un esfuerzo conjunto exista un control real de la
situacion (Storino, 2000).

En Latinoamérica la enfermedad de Chagas ocupa el primer lugar entre las
enfermedades tropicales y el cuarto entre las enfermedades transmisibles, representa una
pérdida economica de 6,5 billones de ddlares por afio. La mayoria de los paises que
conforman Latinoamérica se han involucrado en el control de la enfermedad (Dias y

cols., 2002).

En Meéxico la enfermedad de Chagas es motivo de preocupacion, la region de Puebla
alcanza una seroprevalencia de 7,7%. Por su parte, en el estado de Veracruz se reporta una
prevalencia que va de 0 a 2,8% (Segura y Escobar, 2005; Sanchez y cols., 2006). En un
estudio realizado en refugiados e inmigrantes que viven en Canada se hall6 una
seroprevalencia de 1,0% y en donantes de sangre de América central se reporta un 4,6% de
seropositividad, lo que implica alto riesgo de transmision transfusional (Ponce y cols.,
2005; Steele y cols., 2007).



Los paises integrantes del cono sur (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguay y
Uruguay) han sido bastante afectados por la enfermedad de Chagas, sin embargo, desde
1991 han establecido programas de control para la interrupcion de la transmision de la
enfermedad, alcanzando reducir las cifras de infeccion y la tasas de infestacion vectorial, en
tal sentido diferentes paises han sido declarados libres de transmision vectorial de infeccion

por T. cruzi como son Chile y Uruguay (Moncayo, 2003).

Se informa de un alto riesgo de transmision activa y de invasion vectorial en zonas
endémicas y no endémicas de los paises que conforman la regiéon Andina (Colombia,
Ecuador, Per( y Venezuela), reportandose 1,46% de seropositividad en un estudio realizado
en 15 departamentos de Colombia donde 735 de un total de 50 329 nifios con edades entre
0 a 14 afos resultaron positivos (Guhl y Shofield, 2005). En lo que se refiere a Ecuador, se
estima que 1,38% de la poblacidn general esta infectada con la enfermedad de Chagas y el
riesgo de transmision transfusional resulta elevado (3,08%), el control ha sido escaso en
este pais, apenas desde el 2003 fue que se considero abordar el problema (Grijalva y col.,
2003). En Per0 la prevalencia es de 7,7% sobre todo en el suroeste del pais, calculandose
un total de 24 000 personas infectadas (Guhl, 2007).

En Venezuela, el programa nacional para el control de la enfermedad de Chagas
iniciado en 1960 logré reducir sustancialmente la transmisidn vectorial intradoméstica a
través de diferentes intervenciones: rociamiento de insecticidas (dieldrin,
hexaclorociclohexano, fenitrotion), mejoramiento de las viviendas rurales y programas de
educacion a la poblacion. Sin embargo, analisis de indicadores epidemiologicos en los
ultimos 10 afios han mostrado que la transmisién no ha sido interrumpida sino por el
contrario puede estar aumentando (Feliciangeli y cols., 2003; Afiez y cols., 2004; Carrasco
y cols., 2005).

El alerta epidemiologico sugerido por diferentes investigadores venezolanos en afos
recientes, se puso en evidencia cuando recientemente (diciembre, 2007) se detectd por
primera vez en Venezuela contaminacion oral por T. cruzi, en la escuela Municipal Andrés

Bello (municipio Chacao, estado Miranda), en donde 121 individuos (estudiantes, personal



obrero y docente) resultaron serologicamente positivos y con manifestaciones clinicas
relacionadas a la infeccion por T. cruzi, después de ingerir un jugo contaminado con las
heces u orinas de vectores infectados con el parasito (MPPS, 2007; Salazar, 2007; Morales,
2008).

La enfermedad de Chagas afecta a los estratos mas pobres de las comunidades rurales
y la pobreza es un factor de riesgo para contraer la enfermedad asi como para el desarrollo
de las complicaciones. Para la década de los 90 en Venezuela se reportaron prevalencias
entre el 8,3 y 9,2% (Aché y Matos., 2001). Historicamente, en el pais los estados mas
afectados han sido Trujillo, Lara, Portuguesa y Barinas, debido a sus caracteristicas
geograficas. Por otra parte, los estados con mayores tasas de prevalencia para el periodo
1992 a 2000 fueron Carabobo (35,7%), Lara (15,8%), Anzoategui (9,9%), Portuguesa
(9,7%), Tachira (9,5%) y Cojedes (8,9%). Para el afio 2000 la seroprevalencia en
Venezuela alcanz6 un 8,3% (OMS, 2002).

Mientras que el Ministerio de Salud y Desarrollo Social (MSDS, 2000) reporta una
baja incidencia y prevalencia de esta infeccién en la poblacion venezolana, diferentes
trabajos sugieren una posible re-emergencia de la enfermedad de Chagas (Feliciangeli y
cols., 2003; Afiez y cols., 2004). En un estudio realizado en el estado Lara se reportd una
seroprevalencia de 6,9% observandose seropositividad en menores de 10 afios (8,3%) y de
20 afios (16,7%) (Bofante y cols.,, 2007). En un estudio realizado en 10 estados
(Anzoategui, Apure, Barinas, Cojedes, Falcon, Mérida, Monagas, Portuguesa, Trujillo y
Yaracuy) durante el periodo 1995 - 2002 se reporto una prevalencia de 11,7%, donde 38
nifios menores de 10 afios resultaron positivos (Afiez y cols., 2004). En el estado Sucre, la
situacion es alarmante, se reportan seroprevalencias que van desde el 5,8% hasta 25,8%
para la parroquia Santa Fe y el municipio Ribero, respectivamente, siendo esta ultima cifra
la més alta entre todas las reportadas para los diversos municipios de dicho estado, con el

hallazgo de casos positivos en individuos menores de 20 afios (Aguilera, 2003; Aza, 2003).

La enfermedad de Chagas es un problema de salud que afecta casi la totalidad del

territorio nacional, donde se ha demostrado una posible reemergencia y transmision activa



de la enfermedad. Por lo tanto, se considerd necesario la realizacion de estudios que
permitan conocer la situacion actual de la enfermedad de Chagas en Venezuela utilizando
una técnica simple, sencilla y con una elevada sensibilidad y especificidad. Por tal motivo,
en el presente trabajo de investigacion se evaluo la seroprevalencia de la enfermedad de
Chagas, su asociacion con ciertas variables epidemiologicas y se comparé el indice de
reactividad entre cepas diferentes de T. cruzi, en una poblacion rural del estado Monagas
(Miraflores), de la cual se tuvo informacion de la presencia de los vectores de esta
enfermedad en las areas domiciliarias y peridomiciliarias. Asimismo, con el presente
trabajo, se incorpord una nueva herramienta de diagnostico seroldgico autdctona, lo cual
permitié introducir una técnica propia, confiable y econdmica, utilizando un antigeno

estable sustituyendo asi a las pruebas comerciales utilizadas.



METODOLOGIA

Area de estudio

La presente investigacion se llevo a cabo durante el periodo enero-abril de 2008 en la
poblacion rural de Miraflores, municipio Acosta, estado Monagas, localizado a 10°
11719,96" de latitud norte y a 63° 37" 45,21" de longitud oeste.

Seleccion de la muestra

Se realizaron tres visitas a la poblacion de Miraflores. Durante la primera visita se
sensibilizé a la poblacion, a traveés de un lider comunitario y la enfermera del centro
poblado. Igualmente se explicaron las razones del trabajo de investigacion y se
establecieron las fechas para la recoleccion de las muestras de sangre. En la segunda y
tercera visita se recolectaron las muestras de los individuos quienes voluntariamente

quisieron participar en el estudio (apéndice 1).

Segun la informacion obtenida del resumen del Censo Sanitario, centro poblado
Miraflores afio 2007, esta poblacion tiene un total de 451 habitantes. Se evaluaron 106

individuos lo cual represento el 23,50% de la poblacion.

Toma de muestra

Siguiendo las normas de ética establecidas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para los trabajos de investigacion en humanos segun la declaracion de Helsinki
(CIOMS, 1993), se seleccionaron aleatoriamente individuos de diferentes grupos etarios y
Sexo quienes asistieron para la toma de muestra, en el dispensario médico de la poblacion
de Miraflores (estado Monagas). Todos los participantes del estudio firmaron un
consentimiento escrito, previa informacion de aceptacion de participacion voluntaria,
después de haber conocido mediante una entrevista personal con los investigadores

participantes, los detalles metodoldgicos, beneficios, efectos adversos y los objetivos de
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este estudio (apéndice 1).

Las muestras sanguineas fueron tomadas por puncidn venosa previa asepsia, con
jeringas de plastico desechables aguja calibre 21, recolectando a cada individuo 10 ml de
sangre completa en tubos estériles sin anticoagulante. Las muestras se transportaron en
hielo hasta el laboratorio, seguidamente fueron centrifugadas a 1000 g durante 10 min a
temperatura ambiente para la obtencion del suero sanguineo, éste se coloco en tubos secos
y estériles, conservandose a una temperatura de -70°C hasta el momento de la realizacion

de las pruebas seroldgicas (Contreras, 1994).

Posteriormente, se aplico una encuesta epidemioldgica (apéndice 2) con la finalidad
de evaluar los factores de riesgo que pudieran estar asociados con la seropositividad de

anticuerpos anti-T. cruzi, en la poblacion de estudio.

Diagndstico seroldgico

Se empleo la técnica ELISA utilizando las formas epimastigotes fijados de T. cruzi
(mezcla de dos cepas v/v: Brasil y Tulahuen, cepas de referencia), esta mezcla de cepas fue
donada por el Laboratorio de Diagnostico Seroldgico, Nucleo de Sucre, Universidad de
Oriente, (LDSEI). Asimismo, se utilizé la cepa RG1 (epimastigotes fijados) de T. cruzi
(cepa autoctona), obtenida de un vector en Venezuela, donada por el Centro de
Investigaciones de Ciencias de la Salud (CICS), Nucleo de Anzoategui, Universidad de

Oriente, y se sigui6 el procedimiento descrito por Berrizbeitia y cols. (2004).

Cada pocillo de la placa (96 pocillos) se recubri6 con 100 ul de 1x10°
epimastigotes.ml™ (fijados con formaldehido al 2%) a 4°C durante toda la noche en cdmara
hiimeda en 1 mol.I"* de sodio carbonato a pH 9,6. Las placas fueron lavadas cuatro veces
con buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4) conteniendo 0,05% de Tween 20 (PBST).
Posteriormente, las placas fueron blogueadas por 1 h a 37°C en PBS conteniendo 5% de
leche descremada y 0,1% de Tween 20 (solucion bloqueadora). Seguidamente, se adiciond

el suero del paciente, el cual fue diluido (1:400) en la solucién blogueadora y se incub6 por
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1 h a 37°C. Al cabo de este tiempo, se realizaron cuatro nuevos lavados con PBST y se
incubd con una dilucién 6ptima, en solucién de bloqueo, de anti-lgG humana conjugada a
peroxidasa de rabano picante a 37°C por 30 min, después de 4 nuevos lavados con PBST,
se reveld la reaccion con 100 pl de 3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) por 15 min a
temperatura ambiente y en la oscuridad. La reaccién fue detenida con H,SO, 1 mol.I" (50
ul/por pocillo). Los experimentos fueron realizados por duplicados en cada placa y en
diferentes dias. Un “pool” de controles positivos y negativos, confirmados por tres pruebas
serologicas diferentes en el Laboratorio de Inmunodiagnostico de Chagas (Maracay,
Venezuela), fueron incluidos en cada placa. Los resultados fueron aceptados solo si el
coeficiente de variacion (CV) para cada placa y entre placas fué menor o igual a 15%; de
otro modo las muestras fueron analizadas nuevamente. El punto de corte para esta prueba
fue determinado utilizando la curva: “Receiver-operating characteristic curves”. Esta curva
definio el valor de 0,400 de densidad Optica (DO) como el valor 6ptimo, el cual permitio la

mejor discriminacion entre valores positivos y negativos (Berrizbeitia y cols., 2006b).

Se realizaron las determinaciones en un lector de ELISA automético marca Biotrak I,
modelo G020155160 con filtro de 450 nm y se consideraron positivas todas las muestras

cuyo promedio de DO fueron superiores o igual al valor del punto de corte (0,400 DO).
Estabilidad de los epimastigotes fijados (mezcla de cepas Tulahuen-Brasil)

La estabilidad de los antigenos epimastigotes fijados utilizados en la prueba de
ELISA se realiz6 comparando la media de la DO de los controles positivos y controles
negativos obtenida en los diferentes ensayos (prueba de ELISA) del presente trabajo de
investigacion con los mismos valores obtenidos en la prueba de ELISA realizada en el afio
2003. Estos ultimos datos fueron suministrados por el LDSEI. Los controles positivos y
negativos utilizados fueron obtenidos utilizando un “pool” de 75 muestras de sueros
positivos y negativos para infeccion por T. cruzi. Estas muestras fueron clasificadas por tres
técnicas seroldgicas diferentes: IFA, HAl y ELISA en el Centro Nacional de Referencia

para el Diagnostico de la Enfermedad de Chagas (Maracay).
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Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados en porcentajes y representados en forma
de tablas y graficos. La seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi fue determinada
aplicando la férmula descrita por Gordis (2004). Se aplico la prueba de t de student para
comparar la reactividad de las cepas de T. cruzi utilizadas y para evaluar la estabilidad de la
mezcla de cepas Tulahuen-Brasil. lgualmente, se realizO una prueba de correlacion
(Pearson) para asociar las densidades Opticas obtenidas en los ensayos con las edades de los

individuos participantes del estudio (Wayne, 1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio participaron 62 de individuos del sexo masculino (58,49%) y
44 del sexo femenino (41,51%). La media de la edad de los pacientes fue de 33+18 afios,

con un rango comprendido entre 4 y 79 afios.

La informacion obtenida del Censo Sanitario, centro poblado Miraflores, estado
Monagas, afio 2007, indicO un total de 451 habitantes, de los cuales 106 individuos
participaron voluntariamente en el estudio, lo cual represento el 23,50% de la poblacién
total. En la figura 1, se representa el porcentaje de individuos seropositivos y seronegativos
a la infeccion por T. cruzi en la poblacion estudiada. De los 106 individuos evaluados sélo
3 resultaron seropositivos para anticuerpos tipo IgG anti-T. cruzi, representando un 2,83%
de seropositividad. De estos individuos 2 fueron del sexo femenino y 1 del sexo masculino.
La media de la edad de los pacientes seropositivos fue 59+12 afios. Igualmente, dos de los
pacientes seropositivos manifestaron no tener conocimiento sobre la enfermedad de Chagas
pero si conocer al vector, haberlo visto alrededor y dentro de sus casas méas no haber sido

picados por el insecto.

2,83%

97,17%
O Positivos B Negativos

Figura 1. Porcentaje de seropositividad para anticuerpos tipo 1gG anti-Trypanosoma cruzi
en la poblacién rural de Miraflores, estado Monagas.

Seroprevalencias similares han sido reportadas en una poblacion endémica de
Panama (La Chorrera) en la que se informo 2,90% de seropositividad (n = 206) (Saldana y

cols., 2005). Asi también, en el estado de Veracruz, México, la seroprevalencia estuvo entre
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0y 2,80% y en el estado de Colima alcanzo6 el 2,40% con respectiva transmision activa
(Coll y cols., 2004; Segura y Escobar, 2005).

Estudios realizados en la region oriental de Venezuela reportaron prevalencias bajas
de infeccion por T. cruzi semejantes a las encontradas en el presente trabajo. Aguilera
(2003) en un estudio realizado en comunidades de Cocollar, municipio Montes, estado
Sucre (n = 378) reportd una seroprevalencia de 5,82%. En el estado Anzoategui, en la
poblacion de San Francisco, se hallaron 5 casos positivos, siendo la seroprevalencia
encontrada de 5,95% (n = 84) (Millan y cols., 2006). En una investigacion mas amplia
realizada en varios caserios rurales del estado Anzoategui, que incluy6é el estudio
epidemioldgico de reservorios, vectores y humanos infectados por T. cruzi, se hallo un alto
indice de reservorios mamiferos (Didelphis Marsupialis) y vectores (R. prolixus y P.
geniculatus) infectados con el parasito en comparacion con el escaso nimero de humanos
positivos, el cual fue de 4,5% (n = 67) mediante la técnica de xenodiagnostico (Morocoima,
2002).

En un estudio realizado en 13 comunidades rurales del municipio Nirgua, estado
Yaracuy, se reportd una seroprevalencia global de 5,6%, el estudio incluyd un grupo de
nifios con edades entre 5 y 10 afios, siendo la seroprevalencia para los mismos de 1,6%
(Loyo, 2003). Sin embargo, otros trabajos sefialan seroprevalencias mayores. En los Altos
de Sucre (municipio Sucre) y en diferentes localidades (Cogollal, Boguete, Mediania y 19
de Abril) del municipio Montes, la seroprevalencia para infeccion por T. cruzi fue 12,50 y
15,26%, respectivamente (Abreu, 2003; Flores, 2003).

Asimismo, en el estado Trujillo, en ocho comunidades endémicas, controladas y no
colonizadas por el vector conocido (R. prolixus), se informd un 19,20% de seroprevalencia
en los individuos adultos, mientras que en nifios menores de 10 afios fue de 2,80%.
Igualmente fueron hallados 14 triatominos del género Rhodnius sp infectados con T. cruzi
(Sandoval y cols., 2003). Adicionalmente, en la localidad de Caballito, municipio Simén
Planas (estado Lara), la seropositividad de anticuerpos anti-T. cruzi fue de 24,2% donde el

mayor numero de casos positivos se hallo en el grupo de 6 y 10 afios de edad (Traviezo y
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Bonfante, 2004).

Las diferencias entre las seroprevalencias en las diferentes regiones donde la
presencia del vector ha sido confirmada, se puede deber al tipo de vector presente en cada
comunidad, ya que de acuerdo a las caracteristicas de cada género tendran mayor o menor
poder infectante. Ademas, el poder infectante de los vectores se puede analizar por medio
de diversos factores como sus ecotopos, capacidad vectorial (segun el tiempo que tarda en
defecar durante o después de su ingesta de sangre), caracteristicas bioldgicas, indices
entomologicos, entre otros. Por ejemplo, en un estudio realizado en México donde se
evaluaron dichos factores para tres especies de triatominos Triatoma barberi, T.
pallidipennis y T. dimidiata, se determin6 que T. barberi, defeca durante su alimentacion,
mientras que T. pallidipennis y T. dimidiata lo hacen de 10 a 20 y de 20 a 30 minutos
después de iniciado el proceso, respectivamente. En cuanto al indice de infeccién natural e
indice metaciclogénicos (que indican porcentajes de tripomastigotes metaciclicos en
intestino posterior de los vectores), se hall el porcentaje mas alto para T. barberi que para
los otros dos vectores, por tanto, concluyeron que ese vector es el mejor transmisor de la

infeccion por T. cruzi en México (Paz y cols., 2005).

En una investigacion realizada en Chile, donde se estimé la capacidad vectorial
(segin namero de picadas potencialmente infectantes que puede producir la poblacion de
vectores, a partir de la picada infecciosa sobre un caso indice) y la eficiencia de
transmision, creando ademas un nuevo estimador denominado impacto vectorial, que
representa la proporcion de la infeccion de la que es responsable un determinado vector, se
obtuvo que T. infestans es capaz de causar la infeccioén por T. cruzi en mayor proporcion
que T. spinolai, siendo necesarias 8 picadas potencialmente infectantes para producir
enfermedad por parte de T. infestans (Canals y cols., 1993). En un estudio realizado en
areas rurales y sin control exhaustivo de vectores en la provincia de La Rioja, Argentina, se
evaluo la distribucion de la infeccion por T. cruzi entre las poblaciones de triatominos
peridomésticos, se hallo que el porcentaje de infeccion por T. cruzi fue tres veces mayor en
T. guayasana que en T. infestans, concluyendo que T. guayasana parece implicado como

un supuesto vector secundario de T. cruzi en los ambitos domeésticos y peridoméstico, en el
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contexto de ciertos escenarios ecoepidemiologicos (Lauricella y cols., 2005).

Respecto a lo anterior, es conocido que los vectores transmisores de la enfermedad
de Chagas estan distribuidos en casi todo el territorio nacional, desde el nivel del mar hasta
casi los 2800 metros de altitud, donde abundan en zonas xerdfilas costeras, valles y
depresiones, por lo que la parasitosis se muestra en forma endémica. Ademas en la vasta
region de los llanos orientales, centrales y occidentales completan los pisos altitudinales,
comprendidos entre 0 y 800 metros, con clima tropical donde T. cruzi prevalece (Pifano,
1960). Generalmente colonizan sitios donde albergan animales, tales como gallineras,
establos, cochineras y anexos donde permanecen perros, gatos, roedores y marsupiales.
Pues son lugares cuyas condiciones de temperatura y humedad relativa son apropiadas para
la copula, ovoposicion, eclosion de los huevos, muda y multiplicaciéon de los triatominos
(Gorla y Schofield, 1986; Salvatella, 1994).

Segun la OPS/OMS (2002), existen diversas condiciones que permiten la adaptacion
de un triatomino al ambiente humano, ellas dependen tanto del insecto (capacidad
fisiolOgica, agresividad natural, duracion del ciclo de vida, potencial bitico y mecanismos
de proteccion), como del hombre (condiciones de las viviendas, nivel de educacion entre

otros) y del medio ambiente (clima, predadores, medio fisico y oferta alimentaria).

La tabla 1 muestra la comparacion de la media, desviacion estandar y rango minimo y
maximo de la densidad Optica obtenida en la prueba de ELISA para el antigeno
epimastigote fijado (mezcla de cepas Tulahuen-Brasil) utilizado en el afio 2003 y en el afio
2008. Los valores alli representados muestran poca variacion en la reactividad del
antigeno. Se puede evidenciar que este antigeno mantuvo su reactividad y estabilidad

almacenandose a -80°C por un periodo de 5 afios (tabla 2).

Al comparar la media de las densidades Opticas obtenidas con este antigeno tanto para
los controles positivos y negativos correspondientes a los afios 2003 y 2008, la prueba de t
de student (n = 75) demostré que no hubo diferencias significativas de la densidad oOptica

obtenida en la determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi, después del almacenamiento del
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antigeno por este periodo de tiempo (p > 0,05).
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Tabla 1. Media, desviacidn estandar y rango de la densidad dptica de los controles positivos
y negativos obtenidos en la prueba de ELISA utilizando antigenos fijados de T. cruzi
(complejo cepas Tulahuen-Brasil) en los afios 2003 y 2008.

Media de los Media (DO) Desviacion estandar Rango (DO)
controles (afo) Minimo — maximo

Control positivo 2,344 0,115 2,224 — 2,487
(2003)
Control positivo 2,123 0,378 1,826 - 2,377
(2008)
Control negativo 0,089 0,007 0,085 - 0,099
(2003)
Control negativo 0,074 0,029 0,038 — 0,099
(2008)

t student controles positivos: 1,40 p > 0,05
t student controles negativos: 1,00 p > 0,05
DO: densidad optica.

Las formas epimastigotes son las fuentes de antigenos méas utilizadas en las técnicas
de diagnostico debido a la facilidad para obtenerlos masivamente en el laboratorio. Entre
estos antigenos se tienen las fracciones proteicas y glicoproteicas totales o fracciones
purificadas por cromatografia (Guhl, 1990; Lissaldo y cols., 1994; Pinho y cols., 1999).
Para mantener la estabilidad de estos antigenos se deben conservar a bajas temperaturas y
utilizar inhibidores de proteasas, de alto costo, para evitar la degradacion derivada de la
accion de proteasas presentes en el parasito (Campetella y cols., 1990). La mayor actividad
proteolitica en las preparaciones antigénicas se debe a la accion de la cruzipaina, una
endopeptidasa con estructura glicoproteica y que posee un extremo carboxiterminal
altamente inmunogénico, la cual es activada por el B-mercaptoetanol e inhibida por el
inhibidor de proteasa E64 (Aslund y cols., 1991). Sin embargo, en el presente estudio se
utilizé un antigeno entero y completo (epimastigotes fijados), el cual tiene la ventaja de no
ser digeridos por proteasas, de aqui la alta estabilidad demostrada con los resultados

obtenidos en el presente trabajo.

En la tabla 2 se muestra el promedio, la desviacion estandar y el rango de las
densidades oOpticas obtenidas para las cepas diferentes de T. cruzi (complejo: cepas
Tulahuen-Brasil y cepa RG1) empleadas en el estudio. La prueba t de student (n = 106)

mostro diferencias significativas en cuanto a la media de la densidad dptica de la mezcla de
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cepas Tulahuen-Brasil con respecto a la cepa RG1. EI complejo de antigeno formado por la
mezcla de cepas Tulahuen-Brasil presentd mayor reactividad evidenciado por una mayor
densidad Optica en la prueba de ELISA en los resultados de los sueros analizados, que

aquella presentada por la cepa RG1.

Tabla 2. Media, desviacion estandar y rango de las densidades Opticas obtenidas en la
determinacion de anticuerpos tipo 1gG anti T. cruzi por el método de ELISA para la mezcla
de cepas Tulahuen-Brasil y RGL1.

Cepas Media Desviacion Rango
(DO) estandar Minimo — Méximo (DO)
Tulahuen-Brasil 0,122 0,342 0,015 2,498
RG1 0,064 0,103 0,010 0,700

Valor de t student: 2,43. Significativo (p < 0,05)
DO: densidad 6ptica.

Aunque T. cruzi no presenta la variabilidad antigénica de los tripanosomas africanos,
diversos trabajos han demostrado variabilidad antigénica entre cepas de T. cruzi e inclusive
entre formas evolutivas del parasito, lo cual explicaria las diferencias en cuanto a la
reactividad de los antigenos utilizados para el diagnostico (Montiel y Diaz, 2002). Bucio y
cols. (1999) identificaron antigenos inmunodominantes por “Western blot” en diferentes
cepas de T. cruzi para el serodiagnéstico de la enfermedad de Chagas, los antigenos de la
cepa Tequesquitengo mostraron la mejor reactividad en los ensayos inmunoenzimaticos.
Berrizbeitia y cols., (2004) encontraron diferentes reactividades de las formas evolutivas
del parésito en la prueba de ELISA. EI modelo estadistico lineal empleado (ANOVA), en
este trabajo, mostré diferencias significativas para las reactividades de las formas
evolutivas del parasito. En el grupo de controles negativos, la prueba “Tukey’s post hoc”
indico que las formas que arrojaron DO maéas elevadas fueron los amastigotes vy
epimastigotes fijados, y las DO menores para este grupo de pacientes fue dada por la forma
fijada tripomastigote. Asimismo, en el grupo de pacientes clasificados como chagasicos, la
media de la densidad Optica mostro igualmente diferencias significativas para las tres

formas evolutivas utilizadas, siendo la mas reactiva la forma epimastigote.

Se ha informado que distintas cepas de parasitos obtenidas en Sudamérica son
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igualmente utiles como fuente de antigeno y que presenta un patron antigénico similar
(Rangel y cols., 1986).

En estudios previos se ha corroborado que no hay variacion apreciable a la fuente de
antigeno, si éste se prepara a partir de T. cruzi (Monteon y cols., 1993). Sin embargo, hay
quienes aseguran que el uso de cepas autdctonas aumenta la sensibilidad y especificidad de
la prueba de ELISA (Bucio y cols., 1999). Sin embargo, en la presente investigacion la

cepa autoctona (RG1) mostré una menor reactividad.

En otro estudio realizado en Colombia, donde se compar6 la prueba de ELISA
(utilizando cepas colombianas) y la prueba comercial Chagatek® (con cepa Argentina) se
llegé a la conclusién, de que es probable que existan diferencias importantes en la
composicion antigénica de las cepas provenientes de diferentes paises, debido a que la
cantidad de falsos positivos y falsos negativos que obtuvieron con la prueba comercial

Chagatek® fue notoria (Enciso y cols., 2004).

En la tabla 3 la correlacion de Pearson mostré que existi6 una correlacion
significativa positiva entre la densidad dptica obtenida en la prueba de ELISA para el

complejo de cepas Tulahuen-Brasil y RG1 y la edad de los pacientes.
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Tabla 3. Correlacion de la densidad oOptica en la prueba de ELISA y la edad de los
individuos analizados utilizando diferentes cepas de T. cruzi en la poblacion rural de
Miraflores, estado Monagas.

Variables r Significancia
Cepa Tulahuen-Brasil vs. Edad 0,248 **
Cepa RG1 vs. Edad 0,327 *

* indica correlacion significativa (p< 0,05)
** indica correlacion muy significativa (p< 0,05)
DO: densidad optica.

La respuesta humoral contra T. cruzi se caracteriza por una respuesta a una mezcla
compleja de antigenos, por lo que no es posible determinar las variaciones de las
especificidades de anticuerpos en los diferentes estadios de la enfermedad: aguda, cronica e
infeccion congénita. La produccién de anticuerpos contra los diferentes determinantes
antigeénicos, depende del estado de la infeccion en que se encuentre el hospedero (Reyes y
cols., 1990). Una alta respuesta inmune especifica mantenida por afios, sugiere un estimulo
antigénico constante, por persistencia del parésito, la cual se presenta en aquellos
hospedadores que han albergado el parasito por periodos de tiempo prolongados (Higuchi y
cols., 1993).

En la tabla 4, se representan las variables epidemioldgicas relacionadas con el riesgo

de adquirir infeccion por T. cruzi en la poblacion rural de Miraflores, estado Monagas.
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Tabla 4. Variables epidemioldgicas relacionadas con la infeccion por T. cruzi en la

poblacion rural de Miraflores, estado Monagas.

Variables epidemioldgicas Si No
n (%) n (%)
Picadura del vector 44 (42,31) 60 (57,69)
Conocimiento del vector 98 (94,23) 6 (577)
Conocimiento de la enfermedad 37 (35,58) 67 (64,42)
Vector domiciliario 89 (85,58) 15 (14,42)
Vector peridomiciliario 87 (83,65) 17 (16,35)

Los porcentajes representados en la tabla 5 fueron calculados en base a 104
individuos debido a que faltaron 2 participantes por llenar la encuesta epidemiologica. No
se logro establecer la asociacion estadistica entre las variables epidemioldgicas y la
seropositividad de la enfermedad de Chagas, ya que no fue posible aplicar la prueba
estadistica Chi cuadrado debido a que las constantes numericas de los datos fueron muy
pequefias a la exigida por la prueba. Sin embargo, se observo que 42,31% de los individuos
de este estudio manifestaron haber sido picados por el vector (n = 44). El 94,23% de la
poblacion evaluada conocian al vector. ElI 64,42% de los individuos tenian poco
conocimiento sobre la enfermedad de Chagas y sus consecuencias. En cuanto a la presencia
del vector, se observo que la mayoria de los individuos manifestaron haberlo visto dentro
(85,58%) vy alrededor (83,65%) de sus viviendas (tabla 5). Igualmente, la mayoria de los
pacientes de este estudio han vivido en esta region durante toda su vida (86,54%), s6lo un
pequefio porcentaje manifestd provenir de otros lugares, pero haber estado residenciados en

Miraflores por lo menos durante los ultimos 10 afios (13,46%).

A pesar de que el nimero de seropositivos en este estudio fue bajo, no significa que
hay poco riesgo de adquirir la infeccion por T. cruzi, ya que de acuerdo a lo descrito
previamente existen todas las variables epidemioldgicas consideradas de riesgo para la
adquisicion de esta parasitosis como son: poco conocimiento acerca de la enfermedad de
Chagas, y lo mas importante la presencia de vectores en la comunidad que se alimentan de

sus habitantes. Los pobladores de la region hicieron entrega de 4 vectores cuyas
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caracteristicas eran similares a las de P. geniculatus. Todo esto conlleva a establecer que
existen las condiciones para que en esta region pueda establecerse la infeccion por T. cruzi
(Sanmartino y Grocco, 2000). Otros autores en Venezuela en los Gltimos 10 afios han
sugerido una posible re-emergencia de la infeccion por T. cruzi (Feliciangeli y cols., 2003;
Sandoval y cols., 2003; Afiez y cols., 2004; Traviezo y Bonfante., 2004; Carrasco y cols.,
2005; Bonfante y cols., 2007).

En la figura 2, se muestra el tipo de vivienda que se observaron en la zona donde se
realizo el estudio para diagnosticar la enfermedad de Chagas, predominaron las viviendas
construidas con paredes de frizo (82,69%), techo de zinc (96,15%) y piso de cemento
(88,46%), lo cual no es la vivienda caracteristica asociada a la colonizacion por vectores
transmisores de la infeccion por T. cruzi. Sin embargo, los individuos participantes del
estudio manifestaron haber visto al vector tanto en sus viviendas (85,58%) como en las
areas peridomiciliarias (83,65%).
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Figura 2. Material de construccion de la vivienda presente en la poblaciéon rural de
Miraflores, estado Monagas.

La mayoria de las viviendas en el presente estudio no tenian las caracteristicas tipicas
observadas en aquellas relacionadas con la infestacion por triatominos. Sin embargo, ha
sido demostrado que estos vectores se encuentran presentes en habitats no tipicos para
ellos y ain méas muchos vectores considerados silvestres estan domesticandose como es el
caso de P. megistus (Barbosa y cols., 2001; Villela y cols., 2005). Algunos autores
sostienen que el vector, en los Gltimos afios, ha desarrollado una capacidad de adaptacion a
diferentes tipos de habitats, aparte que también se les ha encontrado en zonas urbanas
(Sanchez y cols., 2006). Un ejemplo de esta situacion, lo representa la presencia del vector
de T. cruzi en la urbanizacion Terrazas del Avila (Caracas) donde el insecto ha sido
localizado en las aceras y la cuna de un nifio de 1 mes de nacido, de esta urbanizacion de
clase media de la regién capital (Meneses, 2008).

Uno de los aspectos mas importantes en la dinamica de la transmision de la
enfermedad de Chagas en el continente americano son los fendémenos evolutivos y
adaptativos que han venido sufriendo los vectores selvaticos y peridomiciliarios, como
consecuencia de la eliminacién de los vectores domiciliarios a través de los programas de

fumigacion y la invasion de los habitat selvaticos por el hombre.
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El género Panstrongylus ha demostrado una gran plasticidad adaptativa y las
especies consideradas selvaticas como P. geniculatus (Valente, 1999), P. megistus
(Forattini y cols., 1978; Piesman y cols., 1985) y P. rufotuberculatus (Noireau y cols.,
1994) han demostrado ser capaces de adaptarse al domicilio humano. La invasion del
domicilio humano por P. geniculatus ha sido recientemente documentada en Venezuela

(Reyes y Rodriguez, 2000; Feliciangelli y cols., 2004).

Carrasco y cols. (2005) determinaron que el 71,10% de vectores recolectados (P.
geniculatus) en Caracas y estados vecinos (Miranda y Vargas) resultaron positivos a
infeccion por T. cruzi, utilizando el examen directo de las heces frescas de los triatdbminos
recolectados, igualmente demostraron que 41% se habian alimentado de humanos. Los
vectores fueron identificados como P. geniculatus los cuales presentaron una tasa alta de
infeccion por el parasito en un area que no es considerada endémica para la enfermedad de

Chagas dentro del Programa Nacional de Control.

En un estudio realizado en el municipio Andrés Eloy Blanco, estado Lara, se reporto
a P. geniculatus como triatomino colonizador predominante, lo que apunta hacia a la
capacidad de adaptacion del vector en un ambiente poco habitual, que pudiese ser la
expresion de perturbacion en los ambientes selvaticos, relacionado con la deforestacion y
modificacion de su habitat natural, que ha llevado a menoscabar sus fuentes de
alimentacion, forzandolo a recurrir a fuentes alimentarias en el domicilio y peridomicilio
humano (Feliciangelli y Torrealba, 1977; Coura y cols., 1994; Bofante y cols., 2007).
Todos estos estudios permiten comprender porque se estan observando los vectores en
casas cuyas caracteristicas no son aquellas tipicas relacionadas a la infestacion por los
insectos transmisores de la infeccion por T. cruzi, como se ha demostrado en este estudio.

La enfermedad de Chagas representa un grave problema de salud que se ha venido
presentando durante afios, en la actualidad la reemergencia de dicha infeccidn es un hecho
palpable y llama la atencidon los numerosos trabajos que informan sobre la transmision
activa, ya que en casi todo el territorio nacional se encuentran casos positivos en nifios.
Continuar realizando estudios de seroprevalencia es de primera necesidad, de manera que

aunque la tasa de seroprevalencia sea baja como se determiné en el presente estudio, al
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estar los factores epidemioldgicos de riesgo presentes, se debe alertar y establecer a tiempo
medidas de control con la finalidad de evitar el aumento de casos positivos. Ademas, el
control de esta enfermedad se mejora utilizando técnicas de diagndstico confiables, seguras
y estables como la utilizada en esta investigacion (prueba ELISA con antigenos fijados de
las formas epimastigotes de T. cruzi), cuyo antigeno empleado demostro ser de gran
utilidad y elevada estabilidad. Por lo que puede considerarse como un aporte importante, ya
gue se cuenta con una prueba autoctona en la region para el diagndstico serolédgico de la

infeccion por T. cruzi.
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ANEXOS

APENDICE 1

Consentimiento de los pacientes para la participacién en el estudio

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Consentimiento valido

Bajo la supervision académica de la Dra. Mariolga Berrizbeitia, se esta realizando el
Proyecto de Investigacion titulado: SEROPREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS UTILIZANDO ANTIGENOS FIJADOS DE LAS FORMAS
EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzii, EN LA POBLACION RURAL DE
MIRAFLORES, ESTADO MONAGAS.

Yo:
C.l.: Nacionalidad:
Estado Civil Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion,
proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante
la presente: haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto de
investigacion titulado: SEROPREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
UTILIZANDO ANTIGENOS FIJADOS DE LAS FORMAS EPIMASTIGOTES DE
Trypanosoma cruzi, EN LA POBLACION RURAL DE MIRAFLORES, ESTADO
MONAGAS.
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1. Tener conocimiento claro de que el objetivo antes sefialado es: Evaluar la
seroprevalencia de la enfermedad de Chagas mediante la deteccion de anticuerpos anti -
Trypanosoma cruzi en la poblacion de Miradores, estado Monagas.

2. Conocer bien el protocolo experimental dado a conocer por el investigador, en el cual
se establece que mi participacion en el trabajo consiste en: aceptar voluntariamente que mi
vivienda sea inspeccionada para la basqueda de triatomineos transmisores de la enfermedad
de Chagas.

3. Que sera garantizada, por parte del equipo de investigacion, la confidencialidad de mis
datos personales, clinicos-epidemioldgicos y de laboratorio a que tengan acceso durante el
estudio.

4. Que bajo ningun concepto debo oponerme a la utilidad académica de los resultados
obtenidos en la referida investigacion.

5. Que mi persona no sera objeto de dafi6 alguno, ya sea fisico y/o mental.

6. Que cualquiera duda que se tenga sobre la investigacion puede ser respondida
personalmente por el equipo evaluador.

7. Que no se me ha ofrecido ni pretendo recibir, por motivo alguno, beneficios econdmicos

que pudiesen obtenerse de los resultados de dicha investigacion.
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APENDICE 2

Encuesta epidemioldgica

NUmero del paciente:

Nombre del paciente:

Edad Sexo F M

1. ¢Conoce al chipo, besador, chup6n?
Si No

2. ¢Ha sido picado por este insecto? Si No

3. En su vivienda ha visto al chipo, besador, chupon?
Si No

4. En las areas alrededor de su domicilio ha visto al chipo, besador, chupén?
Si No

5. Tipo de vivienda:
Pisos

Cemento: Tierra; Ceramica: Otros:

Paredes:

Adobe: Lata: Frizo: Otros:

Techos:
Palmas: Platabanda: Lata: Laminas de Zinc:

6. Conoce la enfermedad que transmite chipo, besador, chupén?
Si No

7. Ingreso familiar

1. 0-250 000 Bs. mensuales:
2. 251 000 - 500 000 Bs. mensuales :
3. 500 000 — 1 000 000 Bs. mensuales:
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4. 1000000 - 1500 000 Bs. mensuales:
5. 1500 000 -2 00 000 Bs. mensuales:
6. 2000 000 - 2 500 000 Bs. mensuales:
7. 2 500 000 -5 000 000 Bs. mensuales:
8. Mayor de 5 000 000 Bs. mensuales:

8. Ocupacion:
Estudiante: Maestro:
Agricultor: Albaiil:
Ama de casa: Desempleado:
Empleado: Otro:

9. Grado de instruccion:

Analfabeta:
Primaria:
Secundaria:
Universidad:
TSU:
Postgrado:
PhD:

9. Procedencia:

Siempre ha vivido en la region: Si

Lugar de procedencia en los ultimos 10 afios
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Articulo 1.
Escuela de Ciencias Articulo Il.  Bioandlisis

Resumen (abstract):

Se evalud la seroprevalencia de anticuerpos tipo 1gG anti- Trypanosoma cruzi, en la
poblacion rural de Miraflores del municipio Acosta, estado Monagas. ElI grupo de
participantes estuvo compuesto por 106 individuos con edades comprendidas entre 4 a 79
afios, de ambos sexos. El diagnostico serolégico fue realizado mediante la prueba de
ELISA utilizando antigenos fijados de las formas epimastigotes de T. cruzi, asimismo, se
evalud la estabilidad del antigeno utilizado y las diferencias en cuanto a la reactividad de
dos cepas distintas de T. cruzi (complejo Tulahuen-Brasil y cepa RG1). La seropositividad
de anticuerpos tipo IgG anti- T. cruzi fue de 2,83%. Se observd una correlacion positiva
entre la edad de los pacientes y la densidad dptica de la determinacion de anticuerpos tipo
IgG anti-T. cruzi presentada por la prueba de ELISA, para las dos cepas utilizadas en el
estudio. La cepa Tulahuen-Brasil presenté mayor reactividad que aquella presentada por la
cepa RG1. Ademas, los antigenos fijados (mezcla de cepas Tulahuen-Brasil) mantuvieron
su estabilidad y reactividad por un periodo de 5 afios, lo cual hace de este tipo de antigeno
un excelente candidato de diagnostico. En la zona de estudio estuvieron presentes todas las
variables epidemioldgicas relacionadas con la transmisién vectorial de la enfermedad de
Chagas, lo cual indica que si no se establecen las medidas de control, podria establecerse
una reemergencia de esta infeccion en esta region de Venezuela.
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Articulo I11.
Escuela de Ciencias Articulo IVV. Bioandlisis

Resumen (abstract):

Se evalud la seroprevalencia de anticuerpos tipo IgG anti- Trypanosoma cruzi, en la
poblacion rural de Miraflores del municipio Acosta, estado Monagas. ElI grupo de
participantes estuvo compuesto por 106 individuos con edades comprendidas entre 4 a 79
afios, de ambos sexos. El diagnostico serolégico fue realizado mediante la prueba de
ELISA utilizando antigenos fijados de las formas epimastigotes de T. cruzi, asimismo, se
evalud la estabilidad del antigeno utilizado y las diferencias en cuanto a la reactividad de
dos cepas distintas de T. cruzi (complejo Tulahuen-Brasil y cepa RG1). La seropositividad
de anticuerpos tipo IgG anti- T. cruzi fue de 2,83%. Se observd una correlacion positiva
entre la edad de los pacientes y la densidad dptica de la determinacion de anticuerpos tipo
IgG anti-T. cruzi presentada por la prueba de ELISA, para las dos cepas utilizadas en el
estudio. La cepa Tulahuen-Brasil presenté mayor reactividad que aquella presentada por la
cepa RG1. Ademas, los antigenos fijados (mezcla de cepas Tulahuen-Brasil) mantuvieron
su estabilidad y reactividad por un periodo de 5 afios, lo cual hace de este tipo de antigeno
un excelente candidato de diagnostico. En la zona de estudio estuvieron presentes todas las
variables epidemioldgicas relacionadas con la transmisién vectorial de la enfermedad de
Chagas, lo cual indica que si no se establecen las medidas de control, podria establecerse
una reemergencia de esta infeccion en esta region de Venezuela.
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