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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, ha sido reconocida como un
problema mayor de Salud Publica estos ultimos anos. En
Bolivia, la poblacién infantil presenta un alto riesgo de infeccion
por Trypanosoma cruzi en zonas endémicas. En este estudio,
1.479 sueros provenientes de nifios de 4 a 10 anos de una
zona peri-urbana de la ciudad de Cochabamba fueron
analizados. Dos pruebas seroldgicas [IFI] y [ELISA] fueron
utilizadas para la deteccién de anticuerpos anti Trypanosoma
cruzi y todos los individuos fueron evaluados por un
cuestionario epidemioldgico y un exdmen clinico.

Un 5.6% de seropositividad fue encontrado en el total de
individuos estudiados. Esta poblacion comprende dos grupos
de nifios provenientes de dos estratos sociales diferentes
(Grupo 1y Grupo 2). En el Grupo 2 se encontré mas nifios
seropositivos (7.2%) que en el Grupo 1 (4.6%). Esta situacion
esta correlacionada significativamente con el riesgo de infeccion
por Trypanosoma cruzi, puesto que el Grupo 2 comprende
nifos de recursos econémicos mucho mas bajos que los ninos
del Grupo 1. Por otra parte, el andlisis estadistico realizado
entre las variables clinicas, hematoldgicas y antropomeétricas
en relacién a la infeccion por Trypanosoma cruzi, no
demuestra una dependencia neta entre estas variables, salvo
algunos aspectos antropomeétricos (talla, peso) y hematicos
(poblacién de segmentados) que presentan una tendencia
relativa.

INTRODUCCION

La Trypanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas,
causada por un parasito protozoario Trypanosoma cruzi, ha
sido reconocida como un problema mayor de Saltid Publica
estos Ultimos afos, particularmente enciertas zonas de América
latina. La distribucién de esta enfermedad cubre la zona
tropical y sub tropical entre el norte de México y el Sud de Rio
Negro en Argentina. La Organizacién Mundial de la Salud ha
estimado que de 16a 18 millones de habitantes estan afectados
por esta enfermedad en América Latina, y el numero de
personas expuestas al riesgo de infeccion asciende a 100
millones de habitantes; 2 a 3 millones ya han desarrollado
formas crénicas, y 3 millones todavia estan en periodo de
incubacién. La incidencia de infeccién representa cerca de 1
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millon de casos por ano y 45.000 muertos por ano (1,
2). Bolivia es uno de los paises mas afectados por
esta enfermedad; las tasas de infeccién encontradas
son mucho mas altas que las de cualquier otro pais
en Latinoamérica. La zona endémica abarca 2/3 del
territorio boliviano (3).

En la infancia, la enfermedad usualmente empieza
con una infeccién aguda, la misma que puede durar
de dos atres meses. o Fuentes, Sr. Fernando Vargas
y Btc. Nina Yakesic por su colaboracién técnica.

El proceso va disminuyendo entrando a una fase
indeterminada o en el caso del Chagas infantil
“infeccion reciente”. Estafase puede progresarauna
fase cronica, la misma que aproximadamente en 1/
4 de los infectados produce dafo de los tejidos del
sistema nervioso auténomo del corazén. En 6% de
los infectados, resulta afectado el sistema nervioso
autonomo que inerva los intestinos, originando
disperistaltismos y dilataciones (“megacolon” y
“megaesdfago”), y en un 3% de los casos, resulta
involucrado el sistema nervioso periférico (2).

Para la forma crénica de esta enfermedad, no existe
un tratamiento disponible. En los procesos de
infeccion aguda o infeccién reciente, el Benznidazole
es ladroga de administracion porviaoral, actualmente
mas utilizada. La eficiencia terapéutica de esta droga
varia considerablemente pudiendo deberse este
hecho a diversos factores tanto del huésped como a
la gran variabilidad que muestra el agente causal de
esta enfermedad Trypanosoma cruzi (4, 5).

Las principales formas de transmision de esta
enfermedad son de tipo vectorial, por transfusiones
de sangre y via congenital. El control en los bancos
de sangre es fundamental. A pesar de haberse
establecido de manera obligatoria métodos de
detecciéon de sangre infectada en los bancos de
sangre, en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Hon-
duras, Uruguay y Venezuela, éstos no se realizan
rutinariamente (2).

Los nifos, que residen en zonas endémicas, son la
poblacién mas afectada por estar expuestos al vec-
tor desde corta edad. Estudios realizados
anteriormente muestran de 40% a 80% de
seropositividad en nifios menores de 10 anos en
poblaciones rurales de Bolivia (6, 7).

En el presente trabajo, se ha estudiado la
seroprevalencia de la infeccion por Trypanosoma
cruzien nifos menores de 10 aios de una zona peri-
urbana de la ciudad de Cochabamba. Asimismo, se

ha realizado un estudio clinico epidemioldgico delos
nifios seropositivos de un grupo seleccionado, conel
finde proceder auntratamiento terapéutico temprano
y seguimiento de los mismos durante varios anos.

MATERIAL Y METODOS
Poblaciéon estudiada

Las muestras de suero fueron recolectadas de 1 479
nifos que viven enun drea en el cual la enfermedad

. de Chagas es endémica, “Huayrakhasa” localizado

enuna zona peri-urbana de la ciudad de Cochabamba.
El rango de edad varia de 4 a 10 afios. Los nifos
provenian de dos Centros educativos (Escuela 1y
Escuela 2). Ambas escuelas estan ubicadas en la
misma zona, pero son de situacién socioeconomica
diferente, siendo la escuela 1 semiprivaday la escuela
2 fiscal.

Dos pruebas serolégicas (Inmunofluorescencia
Indirecta [IFI} y Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say [ELISA)) fueron realizadas para la deteccion de
anticuerpos anti Trypanosoma cruzi. Con el fin de
poder realizar en un futuro préximo un tratamiento
terapéutico con Benznidazole (ROCHAGAN,
ROCHE®, Brasil) y una evaluacién de la eficiencia
del tratamiento en todos los nifios seropositivos;
estos fueron evaluados por un cuestionario
epidemiolégico, un examen clinico, un analisis
hematoldgico, una prueba parasitolégica (buffy-coat)
y un electrocardiograma. Asimismo, fueron estu-
diados 36 pacientes seronegativos viviendo en la
misma zona.

Pruebas serolégicas

(i) IF1. Fue utilizada la Técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta descrita por Camargo,(8). Epimastigotes
de Trypanosoma cruzi, cepa Y fueron utilizados
como antigeno e inmunoglobulinas G anti-humanas
marcadas con lsotiocianato de Fluoresceina (Anti-
bodies Anti human Ig G (H+L) F.I.T.C.,
BIOSYS®,France) fueron utilizadas como segundo
anticuerpo .

(i) ELISA. Elantigeno soluble (Epimastigote alka-
line extract [EAE]) de Trypanosoma cruzi, cepa Y)
fue obtenido como describe Lissaldo (9) y Umezawa
(10). Placas de 96 pozos (Plaque Microwell 96
cupules, Nunc®, France) fueron adheridas con 50 p!
de EAE (5 pg/ml) por pozo diluido en tampon
Carbonato 0.05M, (pH 9.6). Las placas fueron
incubadas por 3 horas a 37°C, bloqueadas a
temperatura ambiente por 30 minutos con 0.01 M

(98) - BIOFARBO

Vol. V - Enero de 1997



SERODIAGGNOSTICO DE LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA

tampén fosfato salino/0.05% Tween 20 (PBS/T)
conteniendo 5% de leche descremada y mantenidas
a - 20°C hasta su uso. Las placas sensibilizadas
fueron lavadas con 0.01 M tampén fosfato
salino/0.05% Tween 20 (PBS/T). Controles positivos,
negativos y sueros desconocidos fueron diluidos
1:200 en PBS conteniendo 1% de leche descremada
y 50 ul fueron aiadidos a cada pozo. Después de 60
minutos de incubacion a 37°C, los pozos fueron
lavados 5 veces con PBS/T, 50 ul de
inmunoglobulinas G anti-humanas marcadas con
Peroxidasa (Antibodies Anti human Ig G (H+L)
peroxidase labeled, BIOSYS®,France) diluidas en
PBS fueron anadidos a los pozos y Ias placas fueron
incubadas como se describe anteriormente. Los
pozos fueron lavados 5 veces con PBS/T y se
anadieron 25ul de solucion sustrato (O-
fenilendiamina, H,0,, en tampdn citrato pH 5).
Después de 15 minutos a temperatura ambiente, la
reaccion enzimatica fue detenida por la adicion de 50
ul de HCI 6N. Los valores de Absorbancia leidos a
492 nm de longitud de onda fueron determinados
con un lector de ELISA (EIA, Microplate reader,
SIGMA DIAGNOSTICS®, manufactured in USA by
Awareness technology Inc.).

Se realizé la estandarizacién de las técnicas
serolégicas mencionadas, con un grupo de sueros
positivos y negativos para T.cruzi (100), obtenidos
de la Seroteca de la Mision ORSTOM-Bolivia. De
estamanera,se determind las diluciones limites para
la técnica de IFl, y la barra de positividad para la
técnica de ELISA.

RESULTADOS

La estandarizacién para la técnica de IFI nos ha
permitido definir que a partir de una dilucién 1/32 se
acepta como muestra positiva. Por otro lado, la
estandarizacion de la técnica de ELISA delimita una
absorbancia inferior a 0.7 para los sueros negativos,
una absorbancia comprendida entre 0.71 a 1 para
sueros ligeramente positivos y entre 1.1y 2 para los
sueros altamente positivos.

La concordancia entre las dos técnicas serolégicas
se observa en la tabla 1.

El nimero total de individuos analizados fue dividido
en dos grupos (Tabla 2) : 924 nifios de la escuela N2
1 constituyen el Grupo 1y 555 nifios de la escuela 2
constituyen el Grupo 2.. De 1.479 nifios estudiados,
83 (5.6%) dieron una reaccién seroldgica positiva
para Trypanosoma cruzi con altos titulos de
anticuerpos. En el Grupo 2 se encontré mds nifios
seropositivos (7.2%) que en el Grupo 1 (4.6%) (Figura 1).

De acuerdo a criterios seroldgicos 48 sueros fueron
considerados como sueros dudosos del total de
muestras analizadas. Estos sueros dudosos
comprenden aquellos que dieron una reaccion
positiva con bajos titulos de anticuerpos y/o con
inconcordancia de las dos técnicas utilizadas. Este
grupo de sueros se esta analizando nuevamente por
las técnicas mencionadas y otras de mayor
especificidad, despues de haberse repetido la toma
de muestra.

LaFigura 1 nos permite observarque la poblacion del
Grupo 1, reporta un porcentaje menor de resultados
positivos que la poblacién del Grupo 2. Esto sugiere
que posiblemente las dos poblaciones son diferentes.
La prueba estadistica del “chi cuadrado” confirma
este aspecto, demostrando que la poblacidon del
Grupo 1 es significativamente diferente a la poblacion
del Grupo 2 (Tabla 3).

De la poblacién total, solamente el Grupo 1 ha sido
seleccionado para realizar el estudio clinico,
terapéuticoy control de lainfestacién en las viviendas
de los individuos. El Grupo 2 sera estudiado en una
segunda fase del programa.

De los 43 individuos seropositivos del Grupo 1, 36
aceptaron iniciar el tratamiento con Benznidazole
ademas de someterse al examen clinico y control
entomoldgico de sus viviendas. Solamente 3
individuos de los 36 mostraron un buffy-coat positivo.
Asimismo, se analizd individuos seronegativos
aleatoriamente seleccionados del mismo universo,
para evitarque la variable “infeccién por Trypanosoma
cruzi’ se haga paramétrica (analizando sélo casos
positivos, no se conoceria los efectos de los
negativos).

Los datos obtenidos a partir de las historias clinicas
fueron clasificados en dos grupos: Uno que agrupa
atodas las variables de comportamiento paramétrico
y el otro agrupa a todas las variables de
comportamiento no paramétrico (Tabla 4).

En el disefio del modelo estadistico para el analisis
de varianza, la variable “infeccion por Trypanosoma
cruzr’, fue establecida como dependiente frente a las
demas variables. El coeficiente de correlacién mdltiple
cuadratico ajustado (0.292) indica que no hay
colinealidad entre las variables clinicas estudiadas.
Los resultados obtenidos por la prueba “T de Stu-
dent” muestran que las variables estudiadas no
estan siendo influenciadas en forma determinante
por la“infeccion por Trypanosoma cruzi’(Tabla5). Lo
cual demuestra que el diagnéstico clinico de la
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enfermedad no es determinante en el diagnéstico de
la infecciéon. Se requiere fundamentalmente del
diagndstico laboratorial para un resultado definitivo
en una poblacién infantil.

Se realiz6 un analisis de correlacion de la edad, talla,
peso de todos los nifos seropositivos con el finde ver
la tendencia de variables. En la poblacién infantil
masculina, se observa una correlacion proporcional
entre las tres variables estudiadas; es decir, a medida
que la edad va aumentando, la talla y el peso
aumentan (Figura 2). Al contrario, en la poblacién
infantil femenina, la figura 3 nos permite ver que la
edad no se correlaciona nicon latalla, nicon el peso.
Estas variables no demuestran una dependencia de
lainfeccion por Trypanosoma cruzi puesto que estos
valores se hallan dentro de los rangos normales de
crecimiento.

Elanalisis hematoldgico realizado para la evaluacién
de Eritrocitos, Hematocrito, Hemoglobina,
Concentracion corpuscular media, Hemoglobina
corpuscular media, Concentracién hemoglobinica
corpuscular media, Velocidad de sedimentacion
gravitacional ala primera hora, Leucocitos, Monocitos,
Linfocitos, Eosindfilos, Baséfilos, Segmentados y
Cayados no presentan caracteristicas particulares;
es decir que no se observan consecuencias
remarcables de las variables hematimétricas
ocasionadas por la infeccion por Trypanosoma
cruzi. No obstante, las variables “poblacién de
segmentados” y “poblacion linfocitaria” muestran
proporcionalidad en el rango normal para ambos
sexos. “La poblacién de eosindfilos”, es una variable
que sirve de indicador de infeccion por hemoparasitos
(16), en nuestro estudio no se confirma esta
particularidad.

La correlaciéon de estas tres variables en nifios
seropositivos ( Figura 4) nos permite observar la
tendencia existenta entre ellos. Asi por ejemplo la
poblacion de segmentados tiende a disminuir a
medida que se incrementa la poblacién de linfocitos,
como también la de eosindfilos. Por ultimo, a medida
que la poblacién linfocitaria aumenta, disminuye la
poblacion de eosindfilos. En las nifias ocurre
practicamente lo mismo, pero con efectos menos
marcados (Figura 5).

DISCUSION

Lainfeccion por Trypanosoma cruzien una poblacién
infantil que vive permanentemente en una zona
endémica, si bien esta manifestada por la presencia
de inmunoglobulinas de tipo Ig G, no presenta los
titulos de estas inmunoglobulinas muy elevadas. La

tecnologia utilizada en este trabajo para detectar la
respuesta humoral contra Trypanosoma cruzi (IFl y
ELISA), ha pretendido buscar las mejores pautas
para llegar a un diagnostico certero. Sin embargo,
ésta no ha sido suficiente para descartar algunos
casos (3.2%) que a pesar de repeticiones sucesivas
de la técnica, no se han podido confirmar estos
resultados nominandose los mismos como “casos
dudosos”. Los nifnos portadores de estos sueros han
sido nuevamente convocados para una nueva toma
de muestra y seguimiento de cada caso. Diversos
factores pueden haber intervenido en estas
reacciones. Algunos autores sefialan que los métodos
serolégicos involucran muchos problemas,
principalmente la dificultad de estandarizacién de
los métodos de diagnéstico comunmente usados y
la ausencia de carrelacion de las pruebas utilizadas
(7, 11, 6), no obstante, la utilizacién de la técnica de
ELISA segun el protocolo de Umezawa (10) di6
practicamente resultados bien concretos, lo que
demuestra su alta sensibilidad y reproductibilidad. Al
contrario, la técnica de IFl1 no ha mostrado una buena
especificidad. Si consideramos que en un &rea de
alta transmision de Trypanosoma cruzi existen
también otras infecciones parasitarias, estas podrian
estar interfiriendo en nuestros resultados con la
presencia evidente de reacciones cruzadas.
Asimismo, se ha pretendido relacionar este hecho
con el estado nutricional, por ende inmunolégico del
individuo, debido a que el aspecto socioeconémico
de la poblacién estudiada esta dentro del grupo “de
€scasos recursos econémicos”, pero, las variables
utilizadas no han sido suficientes para poder observar
si el factor nutricional es el causante indirecto de una
respuestainmune deprimida Esto amerita un estudio
del estado inmunoldgico de estos casos dudosos.
Estos aspectos dificultan el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas en este tipo de poblaciones,
pero abre las puertas para realizar estudios mas
profundos con el fin de encontrar métodos mas
precisos. La utilizacién de antigenos recombinantes
para el diagndstico de la enfermedad de Chagas en
casos complicados, podria ser la solucién a estos
problemas, como lo indican otros autores (12, 13).
Estos antigenos pueden ser mucho mas especificos
que los habitualmente utilizados y sugieren su pronta
utilizacién en los laboratorios de diagnéstico de rutina
de esta enfermedad.

Por otra parte, hemos pretendido buscar signos
clinicos que nos demuestren la existencia de una
correlacion entre la “infeccion por Trypanosoma cruzi
y el estado clinico del paciente. Las pruebas
estadisticas utilizadas, muestran una ausencia de
correlacién entre estas variables. De Muynck (14)
indica que ciertas manifestaciones clinicas pueden
predecir el diagndstico de la enfermedad de Chagas
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agudo, sin embargo, en una infeccién reciente que
esta un poco mas avanzada que la fase aguda, estos
criterios no han servido de mucho para diagnosticar
esta enfermedad en una poblacién infantil. Esto
demuestra que el diagnéstico clinico de la enfermedad
es bastante ambiguoy se requiere fundamentalmente
deldiagndstico laboratorial para un resultado definitivo
en una poblaciodn infantil. El diagndstico clinico en
personas adultas tiene mayores ventajas, mas que
todo cuando el paciente ya esta en una fase crénica
de la enfermedad, donde los sintomas clasicos
(presenciade megadrganos) estanya biendefinidos (15).

El estado hematologico presenta en todas sus
variables valores normales. Estos resultados

demuestran que la infeccidn por Trypanosoma cruzi .

no altera de manera significativa el cuadro hematico
en nifos de 4 a 10 ahos. No sabemos si esta
situacion es la misma en una poblacidn adulta.
Nuestros resultados estan apoyados por los
examenes clinicos y antropométricos, que confirman
esta ausencia de dependencia entre las variables
estudiadas y el factor “infeccién por Trypanosoma
cruzi'.

Este estudio nos ha permitido involucrarnos en
aspectos particulares encontrados en poblaciones
que viven en zonas de alto riesgo para la infeccién
por Trypanosoma cruzi. La infraestructura de las
viviendas juega unrolfundamental en el hacinamiento
del vector. Asi mismo la educacién de la poblacién
directamente afectada no es suficiente como para
erradicar al agente transmisor de esta enfermedad,
muchos esfuerzos son necesarios para llegaraestameta.

Nuestro estudio es una pequeia contribucién a lo
mucho que queda por hacer. El problema esta
enfocado a resolver los aspectos de mejoramiento
de vivienda y la educacién de la poblacién en cuanto
alosfactores que favorezcan enla erradicacion del vector.
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Tabla 1: Concordancia de los resultados serolé
entre las tecnicas ELISA e IF| para el dia

infeccion por Trypanosoma cruzi,

gicos Tabla 2: Datos seroiégicos de la infeccién
gnésticode  porTrypanosoma cruzideterminados porlFIyELISA.

. . Poblacion estudiada Ne de Pacientes | N2 Sueros positivos
Concordancia N2 concordancia
Escuela 1 924 43 .
Absoluto 1431 48
Escuela 2 555 40
Porcentaje 96.8 3.2
TOTAL 1.479 83

Tabla 3: Comparacién de poblaciones entre los:grupos 1y 2 por la Prueba del Chi cuadrado
(X2 obtenido = 4.32; X? tablas (0.05) = 3.84).

Poblacién estudiada Positivo Negativo Total
Grupo 1 43 860 903
Grupo 2 40 488 528
TOTAL 83 1.348

Tabla 5: Prueba T Student de las variables no paramétricas
que demuestran bajos niveles de cenfianza.

Variable T Student
Limite de significancia (<0.05)
Edad 0.45
Procedencia 0.22
Residencia 0.67
Vive con padre, madre, etc. 0.24
Trabajo jefe de familia 0.74
Numero de varones en hogar 0.92
Numero de mujeres en hogar 0.75
Higiene personal 0.79
Talla 0.42
Peso 0.52
Piezas dentales ausentes 0.31
Piezas dentales careadas 0.37
Restos radiculares 0.31
Placa bacteriana 0.97
Amigdalas 0.96
Tiroides 0.88
Frecuencia respiratoria 0.61
Frecuencia cardiaca 0.33
Pulso radial 0.30
Presién sistdlica 0.67
Presién diastdlica 0.30
Ciacatriz BCG 0.27
Diagnéstico nutricional 0.56
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Tabla 4: Aspectos clinicos de los nifios seropositivos del grupo.1. Variables con comportamiento
paramétrico (arriba), variables con comportamiento no paramétrico (abajo).

VARIABLES CON COMPORTAMIENTO PARAMETRICO
EXAMEN. F ISJ CoO ANTECEDENTES
Cabeza Cuello Columna  Térax Corazon _Abd6men ~ Genitales  Miem.Sup. ~ Miem. Inf.  Piel PERSONALES

1661 ©p 018Ul - A "IOA

v

Piel cabelluda  Adenomegalias  Configuracion  Tipo respiratorio Ruidos_cardiagibs.fﬁ Formadel Genitales  Motiidad ~ Motiidad ~ Lesiones  Patoldgicos

abdén'(en externos démicas
Facies Vasos (aota  Puriolpercusion Auscultacidn  ~Soplos cardiaéos : WOeromegallas Lechos ungueales Quirdrgicos
y yugular pulmonar . "
Pérpados Ruidos Foco de auscul- Puntos ureterales Transfusién sanguinea
adventicios tacidn del soplo _
Ojos Soplos Eecocardograma =~ - Conocimiento de
pulmonares - : vinchuca
Esclerdticas
Conjuntivas
Oidos
, VARIABLES CON COMPORTAMIENTO NO PARAMETRICO
Datos Generales Antropometria Cabeza Cuello Térax Corazén Miem.Sup.  Antec. Personales
Eld Tala  Amigdales Tioides  Fomadelirax  Frecuenciacardiaca  CicaizBOG  Estado nutricional-
Procedencia Peso Piezas dentales ausentes Frecuencia Presidn sanguinea
respiratoria
Residencia Piezas dentales careadas
Viven con Padre, Madre, ambos, efc. Restos radiculares
Trabajo del jefe de Familia Placa bacteriana

Ne varones en el hogar
Higiene personal

(e01) - ogHv40I18
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FIGURA 1.- Porcentaje de casos seropositivos hallados en
una poblacién de 1479 nifos, distribuidos en o
dos centros educativos

A
0
SN

110

FIGURA 2.- Correlacién de los €asos seropositivos
considerando las variables Talla (cm), Edad (afios)
y Peso (Kg) en el sexo masculino
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FIGURA 3.- Correlacién de los casos seropositivos . . "
considerando las variables Talla (cm), Edad (afios) FIGURA 4- Com, elacion de los casos seropositivos
y Peso (Kg) en el sexo femenino considerando las variables Talla (cm), Edad (afios)
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FIGURA 5.- Correlacién de los casos seropositivos
considerando las variables Eosindfilos, Segmentados y
Linfocitos en el sexo femenino .

y Peso (Kg) en el sexo masculino
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