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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, ha sido reconocida como un

problema mayor de Salud Pública esfos últimos años. En

Bolivia, la población infantil presenta un alto riesgo de infecciÓn

porTrypanosoma cruzi en zonas endémicas. En este estudio,

1 .479 sueros provenientes de niños de 4 a 10 años de una

zona peri-urbana de la ciudad de Cochabamba fueron

analizados. Dos pruebas se'rolÓgicas fiFll y IELISA] fueron

utitizadas para la detección de anticuerpos antiTryPanosoma
cruzi y todos los individuos fueron evaluados por un

cuestionario epidemiológico y un exámen clínico.

Un 5.67o de seropositividad fue encontrado en el total de

individuos esf udiados. Esfa población comprende dos grupos

de niños provenientes de dos estratos sociales diferentes
(Grupo 1 y Grupo 2). En el Grupo 2 se encontró más niños

seroposifiyos (7.2%) que en el Grupo 1 (4.6%"). Esta situaciÓn

esta correlacionada significativamente con el riesgo de infecciÓn

por Trypanosoma cruzi, puesto que el Grupo 2 comprende
niños de recursos económicos mucho más bajos que los niños

det Grupo 1. Por otra parte, el anál,b,s estadístico realizado

entre las variables clínicas, hematológicas y antropométricas
en relación a la infección por TryPanosoma cruzi, no

demuestra una dependencia neta entre esfas variables, salvo
algunos aspectos antropométricos (talla, peso) y hemáticos
(población de segmentados) que presentan una tendencia
relativa.

¡NTRODUCCION

La Trypanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas,

causada por un parásito protozoario Trypanosoma cruzi, ha

sido reconocida como un problema mayor de Salúd Pública

estos últimos años, particularmente en ciertas zonas de América

latina. La distribución de esta enfermedad cubre la zona

tropical y sub tropical entre el norte de México y el Sud de Rio

Negro en Argentina. La Organización Mundial de la Salúd ha

estimado que de 16 a 18 millones de habitantes están afectados
por esta enfermedad en América Latiña, y el número de

personas expuestas al riesgo de infección asciende a 100

millones de habitantes; 2 a 3 millones ya han desarrollado

formas crónicas, y 3 millones todavía estan en período de

incubación. La incidencia de infección representa cerca de 1

w
\,*\

=tat§/
Q

I Instituto de Seruicios de Laboratorio de
Dingnóstüco e Inuestigacibn en Salud ISEIáDISr,
Facultad de , Ciencias Farmacéuticas A
Bioquímrba^s, UMSA, Au. Saauedra- N" 2224, la
Poz.

2 UMR CNRS/ORSTOM N" 9926, Lo'boratoire de
Gé né trqu.e Moleculaire de s Paras ites

PALABRAS CLAVES: Serodiagnóstico,
T rypanosoma cruzi, epidemiología infantil.

Vol. V - Enero de 1997 BToFARBO - (s7)



REVOLLO. GARCIA, ORTI'', SOTO. TERRAZAS, I¡OSTTGO, IUáIYES, BRENIERE. BOSSENO, FI,oRES

mrllón de casos por año y 45.000 muertos por año (1 ,

2). Bolivia es uno de los paises más afectados por

esta enf ermedad; las tasas de infección encontradas

son mucho más altas que las de cualquier otro país

en Latinoamerica. La zona endémica abarca 213 del

territorio boliviano (3).

En la rnfancia, la enfermedad usualmente emp¡eza

con una inf ección aguda, la misma que puede durar

de dos a tres meses. o Fuentes, Sr. Fernando VargaS

y Btc Nina Yakcsic por su colaboracién técnica.

El proceso va disminuyendo entrando a una fase
rndeterminada o en el caso del Chagas infantil
"inf ección reciente". Esta fase puede progresar a una
fase crónica, la misma que aproximadamente enll
4 de los infectados produce daño de los tejidos del
sistema nervioso autónomo del corazÓn En 6"/" de
los infectados, resulta afectado el sistema nervioso
autónomo que inerva los intestinos, originando
disperistaltismos y dilataciones ("megacolon" y
"megaesófago"), y en un 3/" de los casos, resulta
involucrado el sistema nervioso periférico (2).

Para la forma crónica de esta enfermedad, ño existe
un tratamiento disponible. En los procesos de
infección aguda o infección rec¡ente, el Benznidazole
es la droga de administración porvía oral, actualmente
más utilizada. La ef iciencia terapéutica de esta droga
varía 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 transmisión de esta
enferrnedad son de tipo vectorial, por transfusiones
de sangre y vía congenital. El control en los bancos
de sangre es fundamental. A pesar de haberse
establecido de manera obligatoria métodos de

detección de sangre infectada en los bancos de

sangre, en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Hon-

duras, Uruguay y Venezuela, éstos no se realizan
ruti n a ria me nte (2) 

"

Los niños, que residen en zonas endémicas, son la

población más afectada por estar expuestos al vec-
tor desde corta edad. Estudios realizados
anteriormente muestran de 40% a 80% de
seropositividad en niños menores de 10 años en
poblaciones rurales de Bolivia (6, 7).

E n e I p resente trabajo, se ha estudiado la
seroprevalencia de Ia infecciÓn por Trypanosoma
cruzien niños menores de 1 0 años de u nazona peri-

urbana de ta ciudad de Cochabamba. Asímismo, se

ha realizado un estudio clínico eprdemiológico de los

niños Seropositivos de un grupo seleccionado' con el

f ín de proceder a un tratamiento terapéutico temprano

y Seguimiento de los mismos durante varios años'

MATERIAL Y METODOS

Población estudiada

Las muestras de suero fueron recolectadas de 1 .479

niños que viven en un áre a en el cual la enfermedad

de Chagas es endémica, "Huayrakhasa" localizado

en una zonaperi-ubana de la ciudad de Cochabamba.

El rango de edad varía de 4 a 10 años. Los niños

provenían de dos Centros educativos (Escuela 1 y

Escuela 2). Ambas escuelas estan ubicadas en la

misma zona, pero Son de situación Soc¡oeconómica
diferente, siendo la escuela 1 semiprivada y laescuela
2 fiscal.

Dos pruebas serológicas (lnmunofluorescencia
Indirecta IFI] y Enzyme-Linked lmmunosorbent As-

say [ELISA]) fueron realizadas para la detección de

anticuerpos anti Trypanosoma cruzi. Con el fin de
poder realizar en un futuro próximo un tratamiento
terapéutico con Ben znidazole (ROCHAGAN,
ROCHE@, Brasil) y una evaluación de la eficiencia
del tratamiento en todos los niños seropositivos;
estos fueron evaluados por un cuestionario
epidemiológico, un exámen clÍnico, un análisis
hematológico, una prueba parasitolÓgica (buffy-coat)
y un electrocardiograma. AsÍmismo, fueron estu-

diados 36 pacientes seronegativos viviendo en la
mrsma zona.

Pruebas serológicas

(¡) lFl. Fue utilizada laTécnica de lnmunofluorescenc¡a
lndirecta descrita por Camargo,(8). Epimastlgotes
de Trypanosoma cruzi, cepa Y fueron utilizados
como antígeno e inmunoglobulinas G anti-humanas
marcadas con lsotiocianato de Fluoresceina (Anti-

bodies Ant¡ human lg G (H+L) F. ¡.T.C.,
BIOSYS@,France) fueron utilizadas como segundo
anticuerpo .

(¡¡) ELISA. El antígeno 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 ¡tl
de EAE (5 pg/ml) por pozo diluido en tampÓn

Carbonato 0.05M, (pH 9.6). Las placas fueron

incubadas por 3 horas a 37eC, bloqueadas a

temperatura ambiente por 30 minutos con 0.01 M
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tampón fosfato salino/0.Os% Tween z0 (PBS/T)
conteniendo 5% de leche descremada y mantenidas
a - 20ec hasta su uso. Las placas sensibilizadas
fueron lavadas con 0.01 M tampón fosfato
salino/0 .0í"/"Tween 20 (PBSfD. Controles positivos,
negativos y sueros desconocidos fueron diluidos
1 :200 en PBS conteniendo 1%de leche descremada
y 50 pl f ueron añadidos a cada pozo. Después de o0
minutos de incubación a 37eC, los pozos fueron
lavados 5 veces con PBS/T, 50 pl de
rnmunoglobulinas G anti-humanas marcadas con
Peroxidasa (Antibodies Anti human lg G (H+L)
peroxidase labeled, BlosYS@,France) d¡luidas en
PBS f ueron añadidos a los pozos y las placas fueron
¡ncubadas como se describe anteriormente. Los
pozos fueron lavados 5 veces con PBS/T y se
añadieron 25pl de solución sustrato (o-
fenilendiamina, H2o2, en tampón citrato pH 5).
Después de 15 minutos a temperatura ambiente, la
reacción enzimática f ue detenida por la adición de S0
pl de HCI 6N. Los valores de Absorbancia leidos a
492 nm de longitud de onda fueron determinados
con un lector de ELISA (ElA, Microplate reader,
SIGMA DlAGNosrlcS@, manufactured in usA by
Awareness technology lnc.).

se realtzó la estandarización de las técnicas
serológicas mencionadas, con un grupo de sueros
positivos y negativos para T.cruzi (100), obtenidos
de la seroteca de la Misión oRsToM-Botivia. De
esta manera,se determinó las diluciones límites para
la técnica de IFI, y la barra de positividad para ta
técnica de ELISA.

RESULTADOS

La estandarización para la técnica de IFI nos ha
permitido definir que a partir de una dilución 1/32 se
acepta como muestra positiva. por otro lado, la
estandarizadón de Ia técnica de ELISA delimita una
absorbancia inferior ao.T para los sueros negativos,
una absorbancia comprendida entre o.z1 a 1 para
sueros ligeramente positivos y entre 1.1 y 2para los
sueros altamente positivos.

La concordancia entre las dos técnicas serológicas
se observa en Ia tabla 1 .

El número total'de individuos analizados fue dividido
en dos grupos (Tabla 2) : gz4 niños de la escuela Ne
1 constituyen el Grupo 1 y 555 niños de Ia escuela2
constituyen el Grupo 2.. De 1.419 niños estudiados,
83 (5.6%) dieron una reacción serológica positiva
para Trypanosoma cruzi con altos títulos de
anticuerpos. En el Grupo 2 se encontró más niños
seropositivos (7.2%) que en el Grupo 1 (4.6/") (Figura 1).

De acuerdo a criterios serológicos 48 sueros fueron
considerados como sueros dudosos del total de
muestras analizadas. Estos sue ros d udosos
comprenden aquellos que dieron una reacción
positiva con bajos títulod de anticuerpos ylo con
inconcordancia de las dos técnicas utilizadas. Este
grupo de sueros se está analizando nuevamente por
las técnicas mencionadas y otras de mayo r

especificidad, despúes de haberse repetido la toma
de muestra.

La Figura 1 nos permite observar que la población del
Grupo 1, reporta un porcentaje menor de resultados
positivos que Ia población del Grupo 2. Esto sugiere
que posiblemente las dos poblaciones son diferentes.
La prueba estadística del "chi cuadrado" confirma
este aspecto, demostrando que la población del
Grupo 1 es significativamente diferente a la población
del Grupo 2 (Tabla 3).

De Ia población total, solamente el Grupo t ha sido
seleccionado para realizar el estudio clínico,
terapéutico y control de la infestación en las viviendas
de los individuos. El Grupo z será estudiado en una
segunda fase del programa.

De los 43 individuos seropositivos del Grupo 1, 36
aceptaron iniciar el tratamiento con Benznidazole
además de someterse al exámen clínico y control
entomológico de sus viviendas. Solamente 3
individuos de los 36 mostraron un buffy-coat positivo.
Asímismo, sB analizó individuos seronegativos
aleatoriamente seleccionados del mismo universo,
para evitarque lavariable "infección por Trypanosoma
cruzl' se haga paramétrica (analizando sólo casos
positivos, ño se conocería los efectos de los
negativos).

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

En el diseño del modelo estadístico para el análisis
de varianza, la variable "infección po r Trypanosoma
cruzl', fue establecida como dependiente f rente a las
demás variables. El coeficiente de corretación múltiple
cuadrático ajustado (0.292) indica que no hay
colinealidad entre las variables clínicas 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 "infección po r Trypanosoma cruzl'(Tabla 5). Lo
cual demuestra que el diagnóstico clínico de la
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enfermedad no es determinante en el diagnóstico de
la infección. Se requiere fundamentalmente del
diagnóstico laboratorial para un resurtado definitivo
en una población infantil.

Se realizó un análisis de correlación de la edad, taila,
peso de todos los niños seropositivos con el fin de ver
la tendencia de variables. En la población infantil
masculina, se observa una correlación proporcional
entre las tres variables estudiadas; es decir, a medida
que la edad va aumentando, la talla y er peso
aumentan (F¡gura 2). Al contrario, €ñ Ia población
infantil femenina, la figura 3 nos permite ver que la
edad no se correlaciona ni con la talla, ni con el peso.
Estas variables no demuestran una dependencia de
la infección por Trypanosoma cruzi puesto que estos
valores se hallan dentro de los rangos normales de
crecimtento.

El análisis hematológico realizado para la evaluación
de E ritrocitos, Hematocrito, Hemoglobina,
concentración corpuscular media, Hemoglobina
corpuscular media, concentración hemoglobÍnica
corpuscular media, Velocidad de sedimentación
gravttacional a la primera hora, Leucocitos, Monocitos,
Linfocitos, Eosinófilos, Basófilos, segmentados y
Cayados no presentan características particutares;
es decir que no se observan consecuencias
remarcables de las variables hematimétricas
ocasionadas por la infección por Trypanosoma
cruzi. No obstante, las variables "población de
segmentados" y "población linfocitaria" muestran
proporcionalidad en el rango normal para ambos
sexos. "La población de eosinófilos", es una variabte
que sirve de indicadorde infección por hemoparásitos
(1 6), en nuestro estudio no se conf irma esta
particularidad.

La correlación de estas tres variabtes en niños
seropositivos ( Figura 4) nos permite observar la
tendencia existente entre ellos. Asi por ejemplo la
población de segmentados tiende a disminuir a
medida que se incrementa la pobración de linfocitos,
como también la de eosinófilos. por último, a medida
que la población linfocitaria aumenta, disminuye la
población de eosinófilos. En las niñas ocurre
prácticamente Io mismo, pero con efectos menos
marcados (F¡gura 5).

DISCUSION

La infección po r Trypanosoma cruzi en una pobtación
infantil que vive permanentemente en una zona
endémica, si bien esta manifestada por la presencia
de inmunoglobulinas de tipo lg G, no presenta los
títulos de estas inmunogloburinas muy elevadas. La

tecnologÍa utilizada en este trabajo para detectar la
respuesta humoral contra Trypanosoma cruzi (lFl y
ELISA), ha pretendido buscar las mejores pautas
para llegar a un diagnóstico certero. Sin embargo,
ésta no ha sido suficiente para descartar algunos
casos (3.2"/") que a pesarde repeticiones sucesivas
de la técnica, no se han podido confirmar estos
resultados nominándose los mismos como "casos
dudosos'. Los niños 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 señalan que los métodos
serológicos involucran muchos problemas,
principalmente la dificultad de estandarización de
los métodos de diagnóstico comunmente usados y
la ausencia de correlación de las pruebas utilizadas
(7,11 , 6), ño obstante, la utilización de Ia técnica de
ELISA según el protocolo de Umezawa (10) d¡ó
practicamente resultados bien concretos, lo que
demuestra su alta sensibilidad y reproductibilidad. Al
contrario, la técnica de lFl no ha mostrado una buena
especificidad. Si consideramos que en un área de
alta transmisión de Trypanosoma cruzi existen
también otras infecciones parasitarias, estas podrían
estar interfiriendo en nuestros resultados con la
presencia evidente de reacciones cfuzadas.
Asimisffio, se ha pretendido relacionar este hecho
con el estado nutricional, por ende inmunológico del
individuo, debido a que el aspecto socioeconómico
de la población estudiada está dentro del grupo "de
escasos' recursos económicos", pero, las variables
utilizadas no han sido suficientes para poderobservar
si el factor nutricional es el causante indirecto de una
respuesta inmune deprimida Esto amerita un estudio
del estado inmunológico de estos casos dudosos.
Estos aspectos dif icultan el diagnóstico de la
enfermedad de Chagas en este tipo de poblaciones,
pero abre las puertas para realizar estudios más
profundos con el fin de encontrar métodos más
precisos. La utilización de antígenos recombinantes
para el diagnóstico de Ia enfermedad de Chagas en
casos complicados, podría ser la solución a estos
problemas, como lo indican otros autores (12, 1g).
Estos antígenos pueden ser mucho más específicos
que los habitualmente utilizados y sugieren su pronta
utilización en los laboratorios de diagnóstico de rutina
de esta enfermedad.

P9r otra parte, hemos pretendido buscar signos
clínicos que nos demuestren la existencia de una
correlación entre la "infección por Trypanosoma cruzi
y el estado clínico del paciente. Las pruebas
estadfsticas utilizadas, muestran una ausencia de
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agudo, sin embargo, en una infección reciente que
está un poco más avanzada que la fase aguda, estos
criterios no han servido de mucho para diagnosticar
esta enfermedad en una población infantil. Esto
demuestra que el diagnóstico clínico de la enfermedad
es bastante ambiguo y se requiere f undamentalmente
del diagnóstico laboratorial para un resultado definitivo
en una población infantil. EI diagnóstico clínico en
personas adultas tiene mayores ventajas, más que
todo cuando el paciente ya esta en una fase crónica
de la enf ermedad, donde los síntomas clásicos
(presencia de megaórganos) estan ya bien definidos (1 5).

El estado hematológico presenta en todas sus
variables valores normales. Estos resultados
demuestran que Ia infección por Trypanosoma cruzi
no altera de manera significativa el cuadro hemático
en niños de 4 a 10 años. No sabemos si esta
situación es la misma en una pobláción adulta.
Nuestros resultados están apoyados por los
exámenes clínicos y antropométricos, que conf irman
esta ausencia de dependencia entre las variables
estudradas y el factor "infección por Trypanosoma
cruzl' .

Este estudio nos ha permitido involucrarnos en
aspectos particulares encontrados en poblaciones
que viven en zonas de alto riesgo para la infección
por Trypanosoma cruzi. La infraestructura de las
viviendas,uega un rolfundamental en el hacinamiento
del vector. Asi mismo la educación de Ia población
directamente afectada no es suficiente como para
erradicar al agente transmisor de esta enfermedad,
mtrchos esfuezos son necesarios para llegaraesta meta.

Nuestro estudio es una pequeña contribución a lo
mucho que queda por hacer. El problema esta
enfocado a resolver los aspectos de mejoramiento
de vivienda y la educación de la población en cuanto
a los factores que favorezcan en la erradicación del vector.
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Tablal: adosserológicos
entre las el diagnóstiCo de
infección

Concordancia Ne concordancia

Absoluto

Porcentaje

1€1

96.8

48

3.2

Tabla 2: Datos serológicos de la infección
porTrypanosoma cruzi determinados por I Fl y ELISA.

Población estudiada lf de Pacientes Ng Sueros positivos

Escuela 1

Escuela 2

924

555

43

40

TOTAL 1.479 83

Tabla 3: Comparación de poblaciones entre los grupos 1 y 2 por la prueba delChicuadrado
(X2 obtenido - 4.32; X2 tablas (O.OS) = 9.84).

Población estudiada Positivo Negativo Total

Grupo'l

Grupo 2

43

40

860

488

903

528

TOTAL 83 '!.349

Tabla 5: Prueba T Student de las variabtes no paramétricas
que demuestran bajos niveles de ccnf¡anza.

T Student
!-ímitei de ignificancia (<0.0S)

Edad
Procedencia
Residenc¡a
Vive con padre, madre, etc.
Trabajo jefe de familia
Número de varones en hogar
Número de mujeres en hogar
Higiene personal
Talla
Peso
Piezas dentales ausentes
Piezas dentales careadas
Restos radiculares
Placa bacteriana
Amígdalas
Tiroides
Frecuencia respi ratoria
Frecuencia cardiaca
Pulso radial
Presión sistólica
Presión diastólica
Ciacatriz BCG
Diagnóstico nutricional

0.45
0.22
0.67
0.24
o.74
0.92
0.75
0.79
o.42
0.52
0.31
0.37
0.31
0.97
0.96
0.89
0.61
0.33
0.30
0.67
0.30
0.27

0.56

Variable
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Tabla 4: Aspectos clfnicos de los niños seropositivos del grupo,1. Variables con comportamiento
paramétrico (arriba), variables con comportamiento no paramétrico (abajo).

Piel cahlluda Adenomegalias Configuración lipo respiratorio

Facies

Párpados

ohs

Ederóücas

Coniuntivas

0írdos

Vasos (aorta

y yugular

VARIABLES CON COMPORTAMIENTO PARAMETRICO

Puñdpercusión Auscultación

pulmonar

Ruidos

advenücios

Soplos

pulm0nares

Datos Generates Antropometía Cabea Cr¡ello Tórax Co¡azón Miem. Sup. Anlec. Personales

Edad Talla Amígdalas Toirl* Formadeltdru Freaiencia cardiaca CicatrÍz BCG Eshdo nuticional

E X A M E N,, F I§ I C O

procedencia Peso Pieas dentales ausentes Fnq¡encia Praión sanguínea

rcspiratoda

Residencia Pieasdentales carcadas

Wen on Pad¡e, Madrc, ambos, etc. Restos ndiolares

Trabap dellele de Familia Plaa bactedana

N. vamnes en el hogar

Higiene perconal

@

6
'n

u
tr
o
I

A
-¡og)

v

VARIABLES CON COMPORTAMIENTO NO PARAMETRICO

irliem. Sup. Miem. Inf. Piel

Puntos ureterales

Motilidad

Lechos ungueales 
4

Lesiones Patologicos

dérmicas

ANTECEDENTES

PERSONALES

Quiúrgicos

Transfusión sangufnea

Conocimiento de

vinüuca

alI
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U
§I
Ba
h¡ÉI
E
E

§
h¡

x

EoI
H
h

si
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h

g
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FIGURA t.- pglcentaje de dos enuna población de 1

dos cent

FIGUBA 2.- @rÍelación de los casos seroposiüvos
considerando ras variabtes Ta[a (*r),-Edá ("ño.,

y Peso (Kg) en et sexo masculino

Foot¡.
=J40

FIGURA s-- correración de tos casos seroposrüvos
conslderando ras variables Eosfnóliros, drgr"ntados y

Linfocitos en et sexo femenino
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casos se ropos itivosconsiderandó las variables Talla (.r), Ed:á?ffi.)
\ y Peso (Kg) en et sexo masculino


