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RESUMEN

Se evaluo la seroprevalencia de anticuerpos tipo 1gG anti-Trypanosoma cruzi, en el
banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” (Cumand) y
el banco de sangre del Hospital “Santos Anibal Dominicci” (Cartpano), estado Sucre.
El total de donantes que participaron en el estudio fué de 799 individuos en edades
comprendidas entre 18 a 59 afios, de ambos sexos, 462 donantes pertenecientes al
banco de sangre de Cumand y 337 al banco de sangre de CarUpano. El diagndstico
serolégico fue realizado mediante la prueba de ELISA, utilizando antigenos fijados
de las formas epimastigotes de T. cruzi, por otra parte, se utiliz6 la técnica de
Western blot (TESA-blot) como prueba confirmatoria para los sueros positivos por la
técnica de ELISA. Se obtuvo una seropositividad de anticuerpos tipo 1gG anti-T.
cruzi de 0,50% (4 donantes) en el banco de sangre de Cumana mientras que en el
banco de sangre de Carlipano no se encontraron donantes positivos para la infeccion
por T. cruzi. Se aplico una encuesta para evaluar las variables epidemioldgicas, de los
posibles factores de riesgo asociados a la infeccién por T. cruzi, sélo dos de los
cuatros donantes seropositivos afirmaron haber sido sometidos a cirugias. La prueba
de ELISA aplicada en esta investigacién demostré ser mas sensible que la técnica
comercial utilizada en el banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald”. La seroprevalencia de infeccion por T. cruzi en los dos bancos de sangre
publicos evaluados en el estado Sucre es baja; sin embargo, se recomienda aplicar
mas de una prueba seroldgica para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en los
bancos de sangre de Venezuela.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es la infeccion de
mamiferos y de triatominos producida por un protozoo zoondtico flagelado,
perteneciente a la familia Trypanosomatidae, denominado Trypanosoma cruzi, en cuyo
ciclo bioldgico intervienen hospederos mamiferos que pueden ser el hombre y algunos
animales domeésticos o silvestres y un insecto hemat6fago vector del orden Hemiptera,

familia Reduviidae, género Triatoma (Atias, 1998).

En sus diversos hospederos y en medios de cultivos, T. cruzi presenta tres aspectos
morfologicos fundamentales. El tripomastigote es de aspecto fusiforme, de unos 20 um
de largo, con citoplasma granuloso y un nucleo ventral vesiculoso. Posee un cinetoplasto
subterminal, posterior al nucleo, del cual emerge una membrana ondulante que recorre al
parasito y en cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por extremidad anterior. Este
se encuentra en la sangre de los mamiferos, no se multiplica, pero constituye la forma
infectante para los mamiferos. El epimastigote, también es fusiforme y mide 20 um de
largo, el cinetoplasto estd ubicado delante del nicleo; presenta una corta membrana
ondulante y un flagelo libre, es la forma de multiplicacion del parasito en el intestino del
triatoma y predominante en los medios de cultivo. Por altimo, el amastigote, se trata de
un elemento redondeado, de unos 2 um de diametro, en el cual se distingue el nicleo y
el cinetoplasto. Posee un flagelo corto no emergente; es la forma de multiplicacion del
parasito y lo hace en el interior de las células de los mamiferos (Tanowitz et al., 1992;
Atias, 1998).

Los insectos vectores, se infectan al ingerir la sangre de los mamiferos que
contienen tripomastigotes. En el lumen del intestino medio del insecto, los parasitos se
multiplican por fision binaria hasta epimastigotes y luego, se desarrollan los
tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior del triatoma. Cuando el insecto

infectado pica al mamifero, emite eyecciones con tripomastigotes metaciclicos, que



atraviesan la piel por el sitio de la picadura o por las mucosas. En el mamifero, los
tripomastigotes metaciclicos se introducen en el tejido laxo, adquieren la forma
amastigotes, éstos se multiplican por fisidn binaria, repletan las células, las cuales al
romperse quedan libres los parasitos en la circulacién bajo la forma de tripomastigotes,
diseminandose por todo el organismo, produciendo inflamacién local y sanguinea de
ganglios, higado, bazo, pulmdn y miocardio. El ciclo bioldgico se completa cuando los
tripomastigotes son ingeridos por otro vector, por via hemat6faga (Botero y Restrepo,
2003).

Después del periodo de incubacion, de 7-10 dias en caso de transmisién vectorial y
de 20-40 dias en caso de transmision por transfusiones sanguineas, aparecen los
sintomas de la enfermedad, la cual se distingue en tres periodos: agudo, latente o

indeterminado y crénico (Cevallos y Herndndez, 2003).

En el periodo agudo de la enfermedad de Chagas, la inmensa mayoria de los
pacientes adquieren la infeccion sin manifestaciones clinicas evidentes y solo alrededor
del 5,00% de los infectados presentan sintomas, los cuales se evidencian de 1 a 2
semanas después de adquirir la infeccion, dentro de los afectados cerca del 90,00% son
nifios. Las manifestaciones de la fase aguda incluyen fiebre, anorexia, diarrea,
inflamacion de los ganglios, hepatoesplenomegalia, miocarditis y compromiso nervioso.
La sintomatologia de esta fase se resuelve espontaneamente de 4 a 8 semanas. El periodo
latente o indeterminado se caracteriza porque la sintomatologia desaparece una vez
transcurrido el periodo agudo, en esta etapa ocurre una lenta multiplicacién intracelular
de los paréasitos y oligoparasitemias, sin signos clinicos; sin embargo, las pruebas
seroldgicas son positivas. Este periodo puede durar toda la vida o pasar a la forma
cronica de la enfermedad, la cual aparece en forma habitual después de diez 0 més afios
de la primoinfeccién. Se caracteriza por el dafio irreversible de algunos parénguimas,

especialmente el corazon y los 6rganos huecos (Atias, 1998).

La transmision natural de T. cruzi en la que interviene el vector se lleva a cabo en



tres ciclos: el doméstico, en el cual el vector infesta de manera exclusiva la vivienda
humana en areas rurales y suburbanas; el peridoméstico, donde se mantienen alrededor
de ndcleos de poblacion humana, y el enzoonético, que se presenta alejado de
asentamientos humanos y con participacion exclusiva de reservorios silvestres y
ecotopos naturales. Sin embargo, la enfermedad de Chagas se puede transmitir mediante
otros mecanismos: via transplacentaria, corresponde a la infeccion congénita; via
transfusional considerada como el segundo mecanismo mas importante de la transmision
de la enfermedad de Chagas; otras vias son la transmision por alimentos, lactancia

materna y accidentes de laboratorio (Wendel et al., 1992; Homez et al., 2007).

La enfermedad de Chagas transfusional proviene de unidades sanguineas de
donantes infectados asintomaticos y que ignoran su padecimiento. El receptor puede
presentar cuadro clinico de sepsis caracterizado por hipertermia, hepatoesplenomegalia y
poliadenopatias, chagomas o una miocarditis aguda o encefalitis. Por lo general, la
evolucion es favorable a pesar de la gran parasitemia, aunque estad condicionada a la
cepa infectante y el estado inmunoldgico del individuo. Es importante destacar que la
prevalencia de infeccion por T. cruzi en los bancos de sangre no sélo se evidencia en
poblaciones ubicadas en zonas endémicas, sino que debido a la migracion interna en
cada pais se observa también en localidades donde la enfermedad no es endémica
(Storino y Jorg, 2002).

Las condiciones que favorecen una transmisidn transfusional de T. cruzi son su
prevalencia elevada en la poblacion de donantes de sangre de las areas endémicas y la
viabilidad del parasito en las condiciones de almacenamiento de la sangre. El T. cruzi
puede sobrevivir en plaquetas almacenadas a temperatura ambiente, en sangre total o
glébulos rojos a 4°C entre 18 a 21 dias y en plasma entre -20°C o -30°C hasta por dos

meses (Blejer et al., 2002).

La infeccion por T. cruzi a través de la transfusion sanguinea, fue descrita por

primera vez por Mazza (1936); posteriormente fue confirmado por Freitas et al. (1952),



en bancos de sangre de Brasil. La importancia de esta forma de infeccion se ha puesto de
manifiesto al reportarse casos de la enfermedad de Chagas en paises no endémicos como
Canadd, Estados Unidos, Espafia y Alemania (Leiby et al., 2002; Steele et al., 2007;
Mufioz et al., 2009).

El incremento de la enfermedad de Chagas en los paises industrializados se debe a
la migracion de pobladores de areas endémicas rurales hacia las grandes ciudades,
pudiendo evitarse este riesgo de transmision realizando respectivos controles serolégicos
a las unidades de sangre. Segin Schmunis y Cruz (2005), la adecuada seleccién de los
donantes, el uso de pruebas de deteccion sensibles y la aplicacion de un sistema
obligatorio de garantia de calidad son esenciales para la seguridad del suministro de
sangre, ya que existen leyes, decretos, normas o reglamentos que son aplicables a estos
aspectos de las transfusiones sanguineas en 16 de los 17 paises latinoamericanos
(Rodriguez et al., 1995).

En un reciente estudio demografico realizado en donantes de sangre de Estados
Unidos, se encontré que de 1 104 030 donantes de los Angeles y 181 139 de Miami, el
7,30% y 14,30%, respectivamente, respondieron de forma afirmativa haber visitado o
provenir de un pais endémico, indicando un aumento significativo en las tasas de
seroprevalencia para infeccidn por T. cruzi desde 1996 hasta 1998 (Leiby et al., 2002).
En un estudio de seroprevalencia de T. cruzi realizado en los refugiados inmigrantes
latinoamericanos en Canada, se encontré una prevalencia de 1,00% para la enfermedad
de Chagas; sin embargo, en otro estudio realizado en Barcelona (Espafia) en el afio 2009,
donde de un total de 489 individuos provenientes de Latinoamérica, el 41,00% estaban
infectados por T. cruzi, y el pais de origen mas frecuente fue Bolivia (Steele et al., 2007;
Mufoz et al., 2009).

La via transfusional se considera como la segunda en importancia en la dinamica
de la transmisidn, y cada vez adquiere mayor relevancia, ya que aln en paises donde la

enfermedad de Chagas no se presenta en forma endémica, se han reportado casos



postransfusionales, como es el caso de Estados Unidos donde ocurrié una infeccion por
T. cruzi debido a una transfusion de plaquetas (Grant et al., 1989). En México, se
encontrd una prevalencia de 0,28% de anticuerpos contra T. cruzi en los donantes que
asistieron al banco de sangre en el &rea metropolitana (Ramos et al., 1993). En Costa
Rica, la prevalencia obtenida fue de 0,08%, siendo el porcentaje mas bajo del area
Centroamericana (Torres et al., 2004). En Argentina, se detectd una seropositividad para
infeccion por T. cruzi de 2,41% en los donantes de sangre que asistieron al Banco de
Sangre General de Corrientes (Czernik at al., 2006). En Chile, la prevalencia de
individuos con anticuerpos anti T. cruzi fue de un 0,31% en el afio 2004, lo cual
demostrd un descenso en relacion con la prevalencia descrita para el afio 1968 que era de
3,00% (Galaz et al., 2007).

Recientemente, en un estudio realizado en México para el afio 2010, donde se
determind la deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi en donantes de sangre de los 71
bancos de sangre del pais (n= 230 074), se encontrd una prevalencia de 0,40% para la

infeccion por T. cruzi (Garza et al., 2010).

En Venezuela, los territorios con mayor prevalencia de la enfermedad de Chagas,
se ubican en las regiones del occidente y centro del pais, en los cuales se han reportado
una seroprevalencia para esta parasitosis de 9,20%, estimandose que la poblacion en

riesgo a esta infeccion es de 4 millones de individuos (Aché y Matos, 2001).

Maekelt (1957) reportd por primera vez en Venezuela, el peligro de la transmisién
de la infeccion chagasica por transfusion de sangre, encontrando 12,00% de
seropositivos en 449 donantes del banco de sangre de Valencia, estado Carabobo. Mora
et al. (1960) report6 en 1 650 soldados donantes procedentes del banco de sangre de las
Fuerzas Armadas de Venezuela una seropositividad para T. cruzi de 8,20%. Pifano et al.
(1961) estimaron que entre 3,50% y 5,00% de los donantes de sangre de Venezuela eran
portadores de anticuerpos contra T. cruzi. Salazar et al. (1962) comprueban la

transmision de T. cruzi por transfusiones de sangre, al confirmar 3 casos de infeccion



post-transfusion.

Estudios de prevalencias realizados en los bancos de sangre de Venezuela,
demuestran el descenso que ha existido desde el afio 1993 hasta 2005, debido a que es
obligatorio en todos los bancos de sangre venezolanos realizar el tamizaje para T. cruzi
al 100,00% de los donantes. De esta forma, para el afio 1993 la seroprevalencia era
13,20% (n= 204 316), para 1995 la prevalencia fue de 8,00% (n= 202 515), en 1997
existio un 7,80% de seroprevalencia (n= 262 295), luego para 1999 descendi6 hasta un
6,00% de prevalencia (n= 302 100), desde ese momento la seroprevalencia para la
infeccion por T. cruzi se mantuvo entre 6,70%, 6,50% y 6,10% para los afios 2001, 2003
y 2005 respectivamente (Schmunis, 2010).

En un estudio realizado en Venezuela (2006) para validar diferentes antigenos de
T. cruzi (epimastigotes y tripomastigotes fijados, antigenos de excrecion secrecion de las
formas tripomastigotes de T. cruzi) en un ensayo inmunoenzimatico ligado a una enzima
(ELISA), se analizaron 2 038 muestras provenientes de bancos de sangre del estado
Bolivar y el estado Portuguesa, lograron una sensibilidad de 100,00% y una
especificidad mayor de 99,00%. Igualmente, al realizar las pruebas confirmatorias para
infeccion para T. cruzi en los donantes, se encontrd que las pruebas validadas fueron
superiores a la prueba de diagndstico de rutina utilizada en esos bancos de sangre
venezolanos, ya que fueron capaces de identificar siete reacciones falsas negativas y dos

reacciones falsas positivas (Berrizbeitia et al., 2006).

En un estudio realizado para confirmar infeccion por T. cruzi de muestras
provenientes de bancos de sangre publicos y privados de Venezuela, se encontrd que de
254 donantes, 129 fueron confirmados como positivos (50,79%) por la técnica de
ELISA, usando como antigeno extracto total de epimastigotes y el 8,50% por
xenodiagnostico artificial. De los 129 donantes confirmados serolégicamente, 68 eran

residentes de la region capital y 61 del interior del pais (Diaz et al., 2008).



Debido a la elevada prevalencia que existe en Venezuela para la enfermedad de
Chagas vy el alto riesgo de transmision por transfusiones sanguineas en los bancos de
sangre, la cual es la segunda via mas importante después de la vectorial y la principal via
de transmision en los paises no endémicos, es de gran importancia conocer la situacién
de la infeccién por T. cruzi en los bancos de sangre utilizando métodos serolégicos
altamente sensibles y especificos. Por tal motivo, en el presente trabajo de investigacion
se evalud la seroprevalencia de infeccién por T. cruzi y su asociacién con ciertas
variables epidemioldgicas en los bancos de sangre publicos del estado Sucre,
igualmente, con el presente trabajo, se utiliz6 una herramienta serolégica autdctona, lo
cual permitié introducir una técnica propia, confiable y econdmica, utilizando un

antigeno estable sustituyendo asi a las pruebas comerciales utilizadas.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

Los sueros que fueron utilizados en este trabajo de investigacion se recolectaron en
el banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (n=462) y el
banco de sangre del Hospital “Santos Anibal Dominicci” (n=337), en el periodo
comprendido desde mayo 2009 a marzo 2010, y se almacenaron a -70°C hasta su
procesamiento. Las muestras de suero para este estudio fueron consecutivas para asi
poder establecer, la seroprevalencia real en el banco de sangre evaluado. Asimismo, 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 Medicas
(CIOMS), en el que se establece, que previo a la realizacion de la investigacion, al
paciente (donante) 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 antes propuesto, se procedio
a formalizar su autorizacion por escrito para su participacion en la investigacion
(Apéndice 1) (CIOMS, 1993; Penchaszadeh, 2002).

Posteriormente, a cada donante se le realiz6 una encuesta que incluyd: datos

personales y aspectos epidemiolégicos del donante. (Apéndice 2y 3).

Obtencion de la muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas directamente durante el proceso de la
donacién por la técnica de venopuncion, con una aguja de calibre 16 (previa asepsia), de
la cual se tomé una alicuota de la bolsa de donacion en tubos de ensayo previamente

rotulados, estos fueron enviados al Laboratorio de Serologia del banco de sangre



respectivo. Estas muestras se centrifugaron a 1 000 g por 10 minutos, con la finalidad de
separar el suero del paquete globular. Los sueros de cada donante se dispensaron en
tubos Eppendorf de 1,5 ml, identificados con el cédigo del donante y la fecha de la
recoleccion. Luego, las muestras de sueros se transportaron en cavas con bolsas
refrigerantes hasta el Laboratorio de Diagnostico Serol6gico en Enfermedades
Infecciosas (LDSEI) ubicado en el Postgrado en Biologia Aplicada de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, donde fueron conservadas a una temperatura de -70°C, hasta

el momento que se les realizaron las pruebas seroldgicas.

Deteccion de anticuerpos anti- T. cruzi

Se empleo la técnica de ELISA utilizando las formas epimastigotes fijadas de T.
cruzi (aislado AU), siguiendo el procedimiento descrito por Berrizbeitia et al. (2004).

La microplaca de 96 pocillos se sensibilizé con 1x10° epimastigotes/ml diluidos en
1 mol.I" de carbonato de sodio pH 9,6 (fijados con formaldehido al 2,00%) a 4°C
durante 24 horas en cadmara himeda. Las placas fueron lavadas cuatro veces con
solucién amortiguadora fosfato salino (PBS) (pH 7,4) conteniendo 0,05% de Tween 20
(solucidn de lavado). Posteriormente, las placas se bloquearon por 1 hora a 37°C en PBS
con 5,00% de leche descremada y 0,10% de Tween 20 (solucién blogueadora). Luego,
se le adiciond el suero del donante, previamente diluido con solucién bloqueadora
(1:400) y se incubd por 1 hora a 37°C. Seguidamente, se realizaron 4 lavados con PBST,
se le agregd una solucion de anti-lgG humana conjugada a peroxidasa de rdbano picante,
diluida 1:45 000 con solucion bloqueadora y se incubaron por 30 minutos a 37°C,
después de 4 nuevos lavados con PBST, se reveld la reaccion con tetrametilbencidina
(TMB) por 10 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. La reaccién se detuvo

con acido sulfarico (H,SO4) 1 mol.I" (50 pl cada pocillo).

El procedimiento fue realizado por duplicado en cada placa. Una mezcla de

controles positivos y negativos, confirmados por tres pruebas serolégicas diferentes en el



Laboratorio de Inmunodiagnéstico de Chagas ubicado en Maracay, se incluyé en cada
placa por duplicado. Los resultados fueron aceptados solo si el coeficiente de variacion
(CV) para cada placa fue menor o igual a 15,00%; de otro modo las muestras fueron
analizadas nuevamente. El punto de corte para esta prueba fue determinado utilizando la
curva; Receiver operating characteristic curves (curva ROC). Esta curva definio el valor
de 0,400 de densidad éptica (DO), el cual permitié la mejor discriminacion entre valores

positivos y negativos (Berrizbeitia et al., 2006).

Se realizaron las lecturas de las densidades Opticas en un lector de ELISA
automatico marca Biotrak 1l (Biochrom, London) 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).

Pruebas confirmatorias

Los sueros que resultaron positivos para T. cruzi por la técnica de ELISA, fueron

confirmados mediante la prueba de Western blot.
Electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizd la separacion de las proteinas de los antigenos de excrecion/secrecion de
las formas tripomastigotes de T. cruzi (antigenos TESA) por electroforesis
unidimensional, en base al método descrito por Laemmli (1970). La separacién
electroforética se llevo a cabo en geles al 7,00% de poliacrilamida y un espesor de 0,8
mm. La corrida electroforética, se realizé por 2 horas en solucién amortiguadora tris-
glicina (25 mmol.I" Tris, 192 mmol.I™* glicina, 0,10% dodecilsulfato sédico (SDS), pH
8,3), a un voltaje constante de 120 V. Marcadores de amplio rango de masa molecular

fueron incluidos en cada corrida electroforética (Biorad).

Western blot de las proteinas TESA
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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 realiz6 por 1 hora a 4°C en
25 mmol.I™ tris-base, 192 mmol.I™* de glicina y 20,00% v/v de metanol a pH 8,3, a una
corriente constante de 0,25 A. Una vez realizada la transferencia de las bandas proteicas,
las membranas fueron blogueadas toda la noche a 4°C con PBS conteniendo 5,00% de
leche descremada (Parmalat) y 0,10% Tween 20 (solucion bloqueadora). Al cabo de este
tiempo, se cortaron tiras de 4 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 1/400, en solucién bloqueadora, durante 2 horas a
temperatura ambiente y en agitacion continua. Luego, se realizaron cinco lavados de 5
minutos con PBST. Posteriormente, las tiras fueron incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente con anticuerpo de cabra anti-lIgG humano conjugado con peroxidasa de rabano
(Perkin-Elmer Life Science, Boston, MA), en una dilucién 1:4 000, en PBST. Las tiras
de nitrocelulosa se lavaron nuevamente cinco veces con PBST, y los complejos inmunes

se revelaron utilizando diaminobencidina (Sigma).

Analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron presentados en tablas y graficos. La
seroprevalencia de infeccién por T. cruzi, fue determinada aplicando la férmula descrita
por Gordis (2004).

11



RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron un total de 799 donantes de ambos sexos, de
los cuales 337 (42,20%) fueron del Hospital “Santos Anibal Dominicci” de Cartpano y
462 (57,80%) del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” de Cumana,

estado Sucre (Figura 1), en el periodo comprendido desde mayo 2009 a marzo 2010.

®m Caripano m Cumand

Figura 1. Porcentaje de donantes evaluados en el banco de sangre del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (Cumana) y el banco de sangre del Hospital
“Santos Anibal Dominicci” (Carlpano), estado Sucre.

En la tablal, se muestra la estadistica descriptiva para la edad de los individuos del
presente estudio, asi como también la distribucion segun el género. En esta se observa
que el total (n=799) de donantes estuvo comprendido por individuos entre 18 a 59 afios,
la cual es el rango de edad establecido para donar sangre en los dos bancos de sangre
publicos del estado Sucre. La edad promedio de los 799 donantes fue 31,5 + 9,6 afios.
Igualmente, en relacién con el género se encontré un predominio del género masculino
en relacién con el género femenino, donde el banco de sangre del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” de Cumana present6 una proporcion del género masculino
con respecto al femenino de 7:1 y para el banco de sangre del Hospital “Santos Anibal

Dominicci” de Carupano la proporcion fue 9:1.
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Tabla 1. Estadistica descriptiva para la edad de los donantes de los bancos de sangre
publicos del estado Sucre y su distribucion segln el género.

Bancos de Edad Rango Género

Sangre (n) - X Min — F (%) M
DS Max (%)

Cumana 31,66 18 — 56 (12,10) 406

(462) 9,54 59 (87,90)

Carupano 31,26 18 — 31 (9,20) 306

(337) 9,71 59 (90,80)

n: poblacion; x: media; DS: desviacidon estandar; Min: minimo; Max: maximo;

F: femenino; M: masculino; %: porcentaje

En un estudio de seroprevalencia para infeccion por T. cruzi en donantes de
sangre, realizado en México, se encontré un intervalo mayor (18-65 afios) de edades en
un total de 420 donantes a la encontrada en este trabajo, con una edad promedio de 35,4
afios. Igualmente, en esta misma investigacién se reporté una proporcidn superior (22:1)
del género masculino con respecto al género femenino (Ligonio et al., 2006). El rango
de edad establecido para ser donante de sangre estd comprendido entre 16 a 65 afios de
acuerdo a lo descrito en la Ley Nacional de Sangre (1983) en su capitulo XV de los
donantes, sin embargo, este rango varia de acuerdo al banco de sangre. Asimismo, el
predominio de hombres en un proceso de donacion esta relacionado con el peso y la
condicion fisica. Para ser donante se establece un peso minimo de 50 kilos (Del Valle et
al., 1996).

En la presente investigacion se evalué la infeccion por T. cruzi utilizando
epimastigotes fijados en el formato de ELISA. Todas las muestras que resultaron
positivas por la prueba de ELISA fueron confirmadas por TESA-blot, de esta forma la

clasificacion de la infeccién por T. cruzi siguio el criterio descrito por la Organizacién
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Mundial de la Salud (OMS, 2008). En la tabla 2, se muestra las seroprevalencias
confirmadas por ambos métodos seroldgicos para la infeccién por T. cruzi en los dos
bancos de sangre evaluados. Como se puede observar la seroprevalencia general
obtenida en el banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”
fue de 0,50% y una prevalencia especifica de 0,85%. Como se muestra Unicamente en el
banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de Cumana, se
detectaron individuos seropositivos mientras que en el banco de sangre del Hospital
“Santos Anibal Dominicci” de Carlpano no se encontr6é ningin donante con serologia

positiva durante el periodo evaluado.

Tabla 2. Seroprevalencia para la infeccion por Trypanosoma cruzi en los dos bancos de
sangre evaluados en el estado Sucre.

Banco de
Sangre (n) Neg Pos PG IC PE IC
(n) (n) 95% 95%
Cumana 462 458 4 0,50% 0- 0,86% 0,02-
1,14% 1,71%
Carapano 337 337 0 0 e
Total 799 795 4 0,50% 0- - e
1,14%

PG: prevalencia general; PE: prevalencia especifica
Neg: negativos; Pos: positivos; IC: intervalo de confianza

N: poblacién; %: porcentaje
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En la figura 2, se presentan los resultados de la prueba confirmatoria de Western
blot, en la cual se puede observar que los sueros de los individuos diagnosticados con
infeccion por T. cruzi en la prueba de ELISA reconocieron diferentes bandas
polipeptidicas de las proteinas TESA. La mayoria de las bandas reconocidas por los
sueros positivos fueron mayores de 80 Mr. Asimismo, el patrdn de reconocimiento de

las proteinas TESA no fue el mismo en todos los sueros confirmados.

El TESA-blot es una prueba que ha demostrado tener un 100,00% de sensibilidad
y especificidad para el diagndstico de la enfermedad de Chagas, presentando un minimo
de reacciones cruzadas y ademas usada como prueba confirmatoria para T. cruzi en
Brasil (Araujo et al., 2008). Esta prueba fue desarrollada por Umezawa et al. (1996)
como un método inmunodiagnostico para la enfermedad de Chagas, los antigenos TESA
son proteinas excretadas al sobrenadante de cultivos infectados con T. cruzi, los cuales
han sido clasificados como transialidasas.

KDa Est C+ - 1 2 3 +
-

209 "

124

8o

492

L | I 1
Figura 2. Resultado confirmatorio por la prueba de Western blot en los donantes
seropositivos para ELISA. Est: marcador de peso molecular, C+: control positivo, C-:
control negativo, 1 - 4: resultados de individuos positivos en la prueba de ELISA.
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Como se puede observar en la presente investigacion, todos los sueros positivos a
infeccion por T. cruzi reconocieron bandas proteicas mayores a 80 Mr. De acuerdo con
lo descrito por Umezawa et al. (1996) los individuos en fase aguda de la enfermedad de
Chagas reconocen polipéptidos de TESA de 130 a 200 Mr mientras que los sueros de
individuos en fase crénica reaccionaron con polipéptidos de elevado peso molecular
(150 a 160 Mr). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este trabajo de
investigacion, donde se demostrdé el reconocimiento de bandas proteicas de elevada
masa molecular por los sueros positivos. lgualmente, se demuestra la excelente
sensibilidad y especificidad que presenta la técnica de TESA-blot, constituyendo un
método confirmatorio para el diagnostico de la enfermedad de Chagas, el cual genera

resultados confiables.

Asimismo, la alta sensibilidad de la prueba de ELISA utilizando epimastigotes
fijados ha sido previamente descrita por Berrizbeitia et al. (2006), en un trabajo
realizado en Venezuela en donantes provenientes de bancos de sangre del estado Bolivar
y Portuguesa (n=2 038). En este trabajo utilizaron la prueba de ELISA con diferentes
antigenos (TESA, epimastigotes y tripomastigotes fijados), las pruebas validadas fueron
capaces de identificar siete reacciones falsas negativas y dos reacciones falsas positivas
comparado con las pruebas de rutina comerciales utilizadas en los bancos de sangre

evaluados.

Los resultados de seroprevalencia de la infeccién por T. cruzi en donantes de
sangre encontrados en la presente investigacién son similares con los datos reportados
por la Direccién de Saneamiento Ambiental y Control de Endemias del estado Sucre,
para el afio 2010, la cual reportd 20 donantes positivos (0,45%, n= 4 396) para el banco
de sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de Cumana, mientras
que para en el banco de sangre del Hospital “Santos Anibal Dominicci” de CarGpano, se
reportd un so6lo donante positivo (n= 3 231) con una prevalencia de 0,03% para la
infeccion por T. cruzi. Estos datos fueron facilitados por la Direccion de Saneamiento y

Control de Endemias del estado Sucre.
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Seroprevalencias similares a las encontradas en el presente trabajo fueron
observadas en un estudio realizado en donantes de sangre de la Seguridad Social en
Costa Rica, donde se reporté una prevalencia de 0,60% (n=305) utilizando las técnicas
de ELISA y Western blot (Torres et al., 2004). Asimismo, en un trabajo de investigacion
para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi en un banco de sangre de México, se
encontré un 0,32% de prevalencia (n=8 356) utilizando la técnica de ELISA y al
confirmar por inmunofluorescencia indirecta no se obtuvieron resultados positivos
(Gonzélez et al., 2004), esto demuestra la gran importancia de realizar distintos
diagnosticos seroldgicos para la enfermedad de Chagas, como es el caso de Brasil
(2008), donde utilizan tres métodos seroldgicos (ELISA, HAI, IFI) para la deteccién de
anticuerpos anti-T. cruzi y confirman por TESA-blot (Araujo et al., 2008).

Asimismo los resultados de la seroprevalencia a la infeccion por T. cruzi
encontrada en la presente investigacion concuerdan con otros trabajos realizados en
bancos de sangre venezolanos. En un trabajo realizado en el banco de sangre “Dr. José
Jesls Boada Boada” de Barquisimeto, se encontr6 0,46% de seropositividad para T.
cruzi (n=1 077) utilizando una prueba de ELISA comercial (BioELISA) y 0,65% cuando
utilizaron tres métodos de diagnostico: ensayo Inmunoenzimatico, inmunofluorescencia

indirecta y la técnica de aglutinacion directa (Monsalve et al., 2004).

Aché (1993) reportd las seroprevalencias interanuales nacionales en Venezuela
entre 1984 a 1992 para infeccion por T. cruzi donde los valores oscilaron entre 0,06% a
547%. Entre los estados que presentaron niveles mayores de seroprevalencias se
encontraron Portuguesa (5,47%), Barinas (1,45%), Lara (1,20%), Trujillo (2,38%),
Tachira (1,48%), Cojedes (2,61%) y Carabobo (2,34%) los cuales estan ubicados en el
area endémica del pie de monte y serranias de la cordillera de los Andes. Sin embargo,
para ese afio el estado Sucre reportd una seroprevalencia de 1,47% (n= 12 813), lo cual
indica que la seroprevalencia a la infeccion por T. cruzi en los bancos de sangre de este
estado han descendido en los Ultimos 18 afios tal y como queddé demostrado en la

presente investigacion.
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De acuerdo con la VI reunién de la Comisién Intergubernamental realizada en
Lima en el afio 2004, se informé la iniciativa que poseen los paises andinos (Venezuela,
Colombia, Ecuador y Peru) sobre el control de tamizaje en los bancos de sangre con
respecto al diagnéstico de la enfermedad de Chagas, observandose para ese afio, en
Venezuela, una reduccion del 90,00% en las tasas de infeccion por T. cruzi. La cobertura
de tamizaje en los bancos de sangre era de un 100,00% Y la prevalencia de infeccion por
T. cruzi ya habia descendido hasta un 0,78%, en donde los casos agudos se encontraban

en los estados Barinas, Lara y Portuguesa (Aché y Matos, 2001).

En relacion con los paises de América latina, desde 1992 han reportado las
prevalencias de la infeccidn por T. cruzi en donantes de sangre, de esta forma se muestra
para Bolivia 25,00%, 5,00% Argentina, 6,00% en Paraguay y 3,00% a 5,00% en El
Salvador y Guatemala, respectivamente. Igualmente entre 1,00% a 2,00% para Brasil,
Chile, Colombia, Honduras y Venezuela, y menos de 1,00% en Ecuador y Nicaragua.
Luego para 1993, la situacion habia mejorado y en ese momento sélo Honduras y
Venezuela contaban con un nivel de tamizaje de 100,00% en los bancos de sangre. En
comparacion con otros paises de Latinoamérica, Venezuela ha presentado
seroprevalencias minimas en los bancos de sangre por la alta cobertura de tamizaje y
esto concuerda con la prevalencia obtenida en la presente investigacién (Schmunis,
1999).

En Ameérica Latina desde 1994 a 1997, se estimd un riesgo de contraer infeccion
por T. cruzi en transfusiones; en este sentido, la cobertura de deteccidon para esta
parasitosis se habia incrementado de forma importante, observandose que para 1994
existia un 100,00% de deteccion en dos de nueve paises de Latinoamérica y en 1997 se
elevd a cuatro de once paises, existiendo un riesgo de transmision de 36,00% a través de
transfusiones sanguineas en Latinoamérica (Schmunis et al., 2001). Asimismo, para el
afio 2005 se establecio la aplicacion de leyes, normas y reglamentos, a fin de garantizar
el mantenimiento de la seguridad en el suministro de sangre, la cual es existente en 16

de los 17 paises de América Latina (Schmunis y Cruz, 2005).
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En la presente investigacion, todos los individuos clasificados como positivos
fueron del género masculino y eran procedentes de las poblaciones de San Juan de
Macarapana (municipio Sucre), Araya (municipio Cruz Salmer6n Acosta), Santa Fe
(municipio Sucre) y Cumanacoa (municipio Montes) del estado Sucre. En otros trabajos
realizados en el estado Sucre describen a los municipios, Montes, Sucre y Ribero con
altas seroprevalencias para infeccion por T. cruzi, como Abreu (2003), en un estudio
seroepidemioldgico realizado en la poblacién de los Altos de Sucre (municipio Sucre),
reportd una seroprevalencia para T. cruzi de 12,50%, mientras que Flores (2003) indico
un 15,26% de prevalencia en diferentes localidades del municipio Montes. Por altimo,
Ayala (2010) reportdé una seropositividad para la infeccion por T. cruzi de 8,00% en

individuos de la poblacion Sabaneta (municipio Montes).

Es importante resaltar que la prueba de ELISA casera fue mas sensible que la
prueba comercial utilizada en el banco de sangre del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald”, ya que permitié identificar dos sueros positivos confirmados
posteriormente por la prueba de TESA-blot, los cuales no fueron detectados por la
prueba comercial utilizada en el banco de sangre. La discordancia en el diagnéstico de la
infeccion por T. cruzi es un problema ampliamente reportado en diferentes trabajos, los
resultados obtenidos en la presente investigacion, demuestran la importancia de
implementar mas de una prueba serolégica en los bancos de sangre de Venezuela, para
de esta forma aumentar la sensibilidad del diagnostico y evitar reacciones falsas
negativas (Pirard et al., 2005; Berrizbeitia et al., 2006).

Para el desarrollo de esta investigacion inicialmente se propuso la prueba de chi
cuadrado con la intencién de determinar la asociacion existente entre diversas variables
epidemioldgicas y la infeccion por T. cruzi en donantes de sangre. Sin embargo, esta
prueba no se pudo aplicar, ya que la distribucién de la muestra no cumplié con los
criterios minimos establecidos para utilizar un método estadistico que garantizara
resultados confiables. Por tal motivo, los resultados de la encuesta epidemioldgica se

presentaron en forma de frecuencias (Tabla 3).
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Las variables evaluadas fueron (Apéndice 2 y 3): haber sido rechazado
previamente como donante, haber sido sometido a cirugias, recibir transfusion
sanguinea, poseer alguna enfermedad del corazon, haber padecido de hepatitis,
manifestar haber sido picado por el insecto vector (chipo), presentar algin signo o
sintoma de enfermedad como fiebre, malestar general, cefalea, alteraciones

gastrointestinales, la semana antes donar sangre.

En la tabla 3, se muestra la frecuencia de las distintas variables epidemiologicas
evaluadas en los donantes de los dos bancos de sangre publicos del estado Sucre. Aqui
se demuestra que la mayoria de las variables evaluadas no estuvieron presentes en los
individuos que resultaron seropositivos a la infeccion por T. cruzi, s6lo dos seropositivos
manifestaron haber sido sometidos previamente a cirugias. Con respecto a esta ultima
variable, en un estudio realizado en Guatemala se determind la seroprevalencia de
infeccion por T. cruzi en soldados; en este estudio se encontré que de un total de 908
pacientes solo cuatro (0,40%) indicaron que habian sido operados y el resto (99,30%)
respondid que no; entre los soldados que admitieron no haber sido sometidos a cirugias
se encontraban los seropositivos para T. cruzi con un 4,00% de prevalencia para esta

parasitosis (Monzén, 2002).

De los pacientes que resultaron seropositivos para T. cruzi ninguno manifestd
haber recibido previamente transfusiones sanguineas. Sin embargo, una de las formas de
transmision de la enfermedad de Chagas es por transfusiones de sangre, pero gracias al
control de la infeccion por T. cruzi en la mayoria de los bancos de sangre de
Latinoamérica, en donde se realiza el tamizaje para T. cruzi de todos los donantes, se ha
logrado controlar la transmision de este parasito a través de transfusiones sanguineas
(Schmunis y Cruz, 2005). En un trabajo de investigacion donde se evalu6 la utilidad de
la realizacion de encuestas para identificar donantes infectados por T. cruzi, se encontro
que de acuerdo a la encuesta realizada, de un total de 1 581 donantes, el 1,80% (n=29)
respondieron haber recibido transfusiones sanguineas, la cual no fue un factor de riesgo

para la infeccién por T. cruzi en este trabajo (Vasquez et al., 1999).
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Tabla 3. Frecuencia de las distintas variables epidemiolédgicas evaluadas en los donantes
de los dos bancos de sangre publicos del estado Sucre.

Individuos
Variable Presente Ausente positivos a
n n infeccion por T.
(%) (%) cruzi
Cirugia 193 606 2
(24,16) (75,84)
Paludismo 15 784 0
(1,88) (98,12)
Habitar en 21 788 0
areas paludicas (1,38) (98,62)
Enfermedad 15 784 0
previa a la (1,88) (98,12)
donacién
Hepatitis 2 797 0
(0,25) (99,75)
Picadura de 2 797 0
chipo (0,25) (99,75)
Rechazo 11 788 0
previo como (1,38) (98,62)
donante
Enfermedad 7 792 0
cardiaca (0,88) (99,12)
n: poblacion; %: porcentaje
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Igualmente, en un trabajo realizado en soldados para la deteccién de la infeccion
por T. cruzi en Guatemala, se report6 que de un total de 908 pacientes, sélo 18 (2,00%)
indicaron haber recibido transfusiones sanguineas, demostrando asi la no existencia de
una asociacion significativa entre la seropositividad para T. cruzi y el haber recibido

transfusiones (Monzén, 2002).

Con respecto a la variable de ser donante diferido, no se encontraron trabajos de
investigacion que describan la asociacion entre ser un donante diferido y la infeccién por
T. cruzi, sin embargo, las instrucciones basicas para un banco de sangre y transfusiones
indica que cada donante debe tener los valores minimos establecidos para la
hemoglobina, leucocitos y plaquetas asi como también debe tenerse informacidn sobre la
presion arterial, peso y temperatura para poder ser una persona aceptada como donante
(Del Valle et al., 1996).

En este trabajo ninguno de los pacientes con infeccién por T. cruzi manifestaron
presentar enfermedad cardiaca conocida, sin embargo, se conoce que T. cruzi afecta el
coraz6n cuando la enfermedad se encuentra en su fase cronica donde se manifiestan
principalmente dafio al tejido muscular del corazon y trastornos de la conduccion de la
sefial eléctrica de éste, lo que produce insuficiencia cardiaca y facilita la produccion de
tromboembolias. Igualmente, es conocido que los individuos en fase indeterminada no
presentan sintomas o signos asociados a la enfermedad, ni alteraciones radiogréficas o
electrocardiogréaficas y la Unica forma de diagndstico es a través de la serologia positiva,
es posible que los donantes que resultaron seropositivos en este trabajo, podrian
encontrarse en fase indeterminada ya que, manifestaron no presentar signos o sintomas

asociados a la enfermedad de Chagas (Cevallos y Hernandez, 2003).

En un estudio realizado en Argentina, se evaluaron las alteraciones
electrocardiograficas (ECG) en jévenes aparentemente sanos y su relacion con la
enfermedad de Chagas, donde se encontré que de un total de 902 pacientes, 714

resultaron no tener alteraciones en el ECG mientras que 188 si presentaron. De los
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pacientes que no tenian alteraciones se encontraban 34 (4,80%) con serologia positiva
para T. cruzi y de los pacientes con alteraciones sélo 19 tenian seropositividad para T.
cruzi, sin embargo, en este trabajo no se aplicé una prueba estadistica que determinara la

asociacion entre estas dos variables. (Manzullo et al., 2001).

Igualmente, en la presente investigacion los individuos con diagnéstico positivo de
infeccion por T. cruzi no manifestaron haber sufrido de hepatitis, malaria o vivir en areas
paltdicas. A tales efectos, en un estudio realizado en Guatemala (2002), se encontré que
de un total de 908 soldados, ocho (0,90%) refirieron haber padecido de hepatitis, de los
cuales, ninguno resultd con serologia positiva para la infeccion por T. cruzi, y no se
encontrd asociacion entre aquellas personas que afirmaron haber contraido hepatitis y la

seropositividad para la infeccion por T. cruzi (Monzén, 2002).

Con respecto a la picadura del vector y la seropositividad a T. cruzi no se encontr6
ninguna investigacion en bancos de sangre que relacionara esta variable. Sin embargo,
en un estudio realizado en el municipio Nirgua (estado Yaracuy), se evalud la
seroprevalencia de T. cruzi en poblaciones rurales de este municipio y la asociacion de
ciertas variables epidemioldgicas. En cuanto a la asociacion entre la picadura del vector
y la deteccion de anticuerpos anti — T. cruzi en los habitantes, se observé que hubo una

asociacion estadistica significativa entre estas dos variables (Loyo, 2004).

La transfusién sanguinea se ha mantenido como una importante alternativa
terapéutica, sin embargo, ésta ha demostrado ser un excelente medio para difundir o
transmitir un gran nimero de infecciones, siendo una complicacién de gran importancia
en relacién con la morbimortalidad en receptores de sangre (Organizacion Panamericana
de la Salud, 2001a; Blejer et al., 2002).

Se calcula que en todo el mundo hay entre 16 y 18 millones de personas infectadas

por T. cruzi, de los cuales cada afio mueren 50 000. A pesar de la transmisién local de la

enfermedad de Chagas en Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica,
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Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Perl y
Venezuela; debido a la migracion existente, el nimero de casos ha aumentado en Europa
y los Estados Unidos de América y este aumento plantea riesgos adicionales de
transmision a través de transfusién de sangre en paises no endémicos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2008).

La infeccion de T. cruzi por transfusién sanguinea ha tenido menor impacto
epidemioldgico y se considera, como la segunda via de infeccién en zonas endémicas y
la primera en paises no endémicos (Cerisola et al., 1972; Pinto, 1984), tomando en
cuenta que el riesgo de transmisién depende de la prevalencia de la infeccién en los
donantes, el alcance del diagnostico seroldgico, la sensibilidad de las pruebas utilizadas

y sobre todo, la seguridad de los resultados obtenidos (Moraes, 1999).

Desde 1998, en Venezuela existe un programa de tamizaje obligatorio para T.
cruzi y la prevalencia de donaciones de sangre infectadas en los bancos de sangre de
todo el pais se ha reducido de 1,16% en 1993 a 0,78% en 1998. Luego, en el afio 2000 se
tamizaron serolégicamente 3 127 donantes de sangre de Venezuela, encontrando 16

seropositivos (0,50%) (Organizacion Panamericana de la Salud, 2001b).

En 1991, se definié un control de tamizaje serol6gico transfusional en el encuentro
del Programa Iniciativo del Cono Sur para todos los paises, donde manifestaron que el
diagndstico para la enfermedad de Chagas deberia ser realizado a través de dos métodos
serolégicos con principios diferentes (Dias y Schofiel, 1998). Luego, la Organizacion
Mundial de la Salud recomend6 la realizacion de tres pruebas serolégicas para la
deteccion de anticuerpos anti- T. cruzi: ensayo Inmunoenzimatico (ELISA),
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y aglutinacién directa (TAD). Con relacion a esta
propuesta, se demostrd que al utilizar diferentes métodos de diagnostico aumenta la
sensibilidad y disminuye el riesgo de transmision. De acuerdo a lo anteriormente
descrito, la seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi determinada en este trabajo, en

los dos bancos de sangre evaluados sigui6 el lineamiento de la OMS, de esta forma se
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pudo determinar un resultado confiable. Asimismo, se evito el sesgo en el diagnostico ya
que los sueros fueron procesados sin conocer los resultados correspondientes a cada
banco de sangre, y una vez culminada la evaluacion de las técnicas aplicadas (ELISA 'y
Western blot) se conoci6 los resultados de clasificacion de los donantes realizada por

una prueba comercial.
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CONCLUSIONES

La seroprevalencia de infeccién por T. cruzi en los bancos de sangre publicos

evaluados del estado Sucre es baja.

La prueba de Western blot permitié confirmar todos los sueros que resultaron

positivos por la prueba de ELISA.

La deteccién de donantes con infeccion para T. cruzi fue mayor en el banco de
sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” de Cumana en relacién
con el banco de sangre del Hospital “Santos Anibal Dominicci” de Carupano.

Los individuos que resultaron seropositivos para la infeccion por T. cruzi
provenian de San Juan de Macarapana (municipio Sucre), Santa Fe (municipio Sucre),
Araya (municipio Cruz Salmerdn Acosta) y Cumanacoa (municipio Montes) del estado

Sucre.

La combinacién de dos pruebas seroldgicas diferentes aumenta la sensibilidad y

confiabilidad del diagndstico de la infeccion por T. cruzi.

En la presente investigacion no se pudo establecer la asociacion entre las variables

epidemioldgicas evaluadas con la infeccidn por T. cruzi en donantes de sangre.
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RECOMENDACIONES

Aplicar mas de una prueba seroldgica para la deteccion de anticuerpos anti-T.

cruzi en los bancos de sangre para disminuir resultados falsos negativos.

Realizar mas estudios de seroprevalencia en bancos de sangre de Venezuela para

obtener datos mas recientes de la infeccion por T. cruzi.
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