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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad originada por la
infeccion del parasito Trypanosoma cruzi, enfermedad que puede ser 0 no
asintomatica hasta su estado cronico, el cual desarrollard un cuadro de
cardiopatia, atrofias en eséfago o colon. El objetivo de esta investigacion
fue analizar la relacion entre el diagnéstico serologico de la Enfermedad
de Chagas y el sistema ELISA en nifios y adultos pertenecientes a los
municipios Libertador y Fernandez Feo, estado Tachira. El estudio se
realiz6 en 141 individuos, desde nifios hasta adultos mayores. Las
muestras de sangre fueron tomadas por técnicas de venopuncién, previa
informacion y consentimiento del paciente, en el caso de los nifios previo
consentimiento de los padres. Las muestras fueron conservadas y
trasladadas al Laboratorio “Dr. José Gregorio Hernandez” ubicado en el
municipio Fernandez Feo, estado Téachira, las cuales se procesaron con el
kit CruziElisa, con una sensibilidad y especificidad del 100%,
posteriormente, haciendo su lectura en un espectrofotometro, que registré
los resultados que se analizaron. Se obtuvo una cantidad de 70 pacientes
seropositivos, correspondiendo a una seroprevalencia del 49,65%. Por
grupo etario destacé, la seroprevalencia en nifios menores a 10 afios de
42,85%, lo cual es indicativo de una presencia actual del vector en la
zona, ademas de la seroprevalencia en adultos mayores de 60 afos,
siendo de 56,25%, demostrando una exposicion antigua a la enfermedad.
Los niveles considerables de incidencia de la enfermedad denotan la
posibilidad de estar frente a una zona endémica del occidente del pais. Se
recomienda a las autoridades nacionales y regionales la reactivacion de
programas de vigilancia epidemiolégica para contrarrestar la enfermedad.

Palabras claves: Diagnoéstico seroldgico, Enfermedad de Chagas,
Trypanosoma cruzi, ELISA, seroprevalencia, nifilos, adultos.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (Ech) fue descubierta en Brasil en 1909 por
el Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, quien, en 1878, se gradu6 de
medico de la Facultad de Medicina de Rio de Janeiro a los 25 afios de
edad, cuatro afos después en 1907, fue designado para investigar y
contribuir al control de la malaria, que afectaba a los obreros que
construian la via central del ferrocarril de Brasil, entre Corinto y Pirapora.
Alli, mientras buscaba los parasitos del paludismo, describidé por primera
vez al parasito responsable de la enfermedad que llevaria su nombre,
aislandolo de los intestinos de un insecto hematodfago, Illamado
Triatomino, causada por el protozoo flagelado denominado Trypanosoma
cruzi. Ademas, del agente patdégeno y del vector responsable de la
transmision, identific6 los reservorios animales, empezando por un gato
domeéstico y la enfermedad en humanos a partir del caso de una nifia de
dos afos (Rodriguez, Camps y Albajar, 2011; Apt, 2013).

Fue el mismo Chagas quien constaté que aquellos insectos
hemato6fagos, habitaban en las hendiduras de las paredes de barro y
techos de las casas de los obreros, picandolos e impidiéndoles dormir por
las noches. El triatomino es un insecto que se le conoce popularmente
como chinche, vinchuca, chipo o kissing-bug (insecto besador), se
esconde durante el dia y se alimenta de sangre por la noche, es
precisamente al alimentarse y defecar sobre la piel del ser humano que
logra iniciar su proceso de invasion, especificamente porque al picar
produce prurito y la persona al rascarse 0 poner en contacto el parasito
presente en las heces con la picadura, alguna herida o mucosas, como la
conjuntiva u oral, ocurre la infeccion (Rodriguez, Camps y Albajar, 2011).

Adicionalmente, a la transmision por via vectorial, otras formas de
contagio son; las transfusiones sanguineas o por trasplante de 6rganos,
tejidos y/o células de donantes infectados, la transmision congénita
(madre e hijo), siendo estas dos las formas de transmisién que en las

tltimas décadas ha cobrado importancia en los paises no endémicos,



asimismo, se encuentra la transmision por la ingestion de alimentos
contaminados y, raramente pero siendo posible el contagio por accidentes
de laboratorio (Rodriguez, Camps y Albajar, 2011).

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: una aguda y otra
cronica. La primera se manifiesta desde el momento de la infeccién hasta
aproximadamente un mes, en la mayoria de los casos es asintomatica,
sin embargo, algunas de las manifestaciones pueden incluir; malestar
general, fiebre, dolor de cabeza y adenopatias, en ocasiones cuando la
transmision es vectorial puede aparecer un edema palpebral o una
inflamacién cutanea, en el lugar de la picadura, siendo de utilidad para su
diagnéstico clinico. La fase cronica puede presentarse de cuatro formas:
indeterminada  (asintomatica), cardiaca, digestiva o mixta (cardio-
digestiva). Para su diagnéstico en la fase aguda, es posible a través de
métodos parasitolégicos, como la gota gruesa o frotis sanguineo, que
permite visualizar el parasito en sangre; ya en la fase cronica, con baja
parasitemia por estar el parasito oculto en los tejidos diana, se
recomiendan las pruebas serolégicas para detectar los anticuerpos
desarrollados por el enfermo frente a T. cruzi (Rodriguez, Camps y
Albajar, 2011).

El diagnostico serologico de la enfermedad se fundamenta en la
deteccibn de anticuerpos (Ac) en sangre o0 suero, a través, del
reconocimiento de antigenos (Ag) especificos, la positividad del individuo
sera confirmada al resultar positivo en dos de tres pruebas serologicas
distintas, dentro de los métodos convencionales de diagndstico se
encuentran; la inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) y la hemaglutinaciéon indirecta
(HAI). Desde el punto de vista epidemioldgico es una herramienta de vital
importancia, ya que permite distinguir la prevalencia de la enfermedad en
distintas zonas geograficas, mediante pruebas directas o indirectas
(Rodriguez et al., 2004; Acosta et al., 2013).

El ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), es una

prueba indirecta, simple y rapida para detectar y cuantificar anticuerpos o



antigenos adheridos a una superficie solida. Se fundamenta en revelar la
unidn antigeno-anticuerpo, esta técnica utiliza un anticuerpo ligado a una
enzima que se une a un antigeno adherido a la superficie, agregando un
sustrato que produce un cambio de color o una sefial de luz que se
correlaciona con la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra
(Rodriguez et al., 2004; Acosta et al., 2013; Lin, 2015).

La Ech es una enfermedad endémica de los paises Latinoamericanos,
constituyéndose como uno de los problemas méas importantes de salud
publica en la region, pero también en paises no endémicos producto de la
migracion, se calcula que existen un namero aproximado de infectados de
7 millones de personas en el mundo. Actualmente, la enfermedad no
cuenta con una vacuna, ni con una quimioterapia efectiva, siendo el
control vectorial el método méas eficaz para su prevenciéon (OMS, 2018).
Por esta razon, se deben realizar estudios seroepidemiolégicos, para
actualizar los datos de prevalencia de la enfermedad a nivel nacional, que
cada dia va sumando mas personas infectadas (Afiez et al., 2016;
Hernandez, 2018).

El presente trabajo esta sistematizado por las normas de la Asociacion
Americana de Psicologia (APA), organizada en capitulos, titulos y
subtitulos. Mediante esta sistematizacion se podra transmitir claramente la
informacion necesaria para analizar los datos obtenidos en el estudio.
Esta investigacion se considera de tipo analitica y en correspondencia su
objetivo fue analizar la relacion entre el diagndstico serologico de la
Enfermedad de Chagas y el ensayo ELISA en nifios y adultos
pertenecientes al Municipio Libertador, Estado Tachira, que asistieron al
ambulatorio CPIIl de Abejales y la sede de Salud Ambiental de Puerto

Nuevo, en mayo de 2023.



CAPITULO |

El problema

Planteamiento del problema

La tripanosomiasis americana es una infeccion neotrépica siendo una
de las cinco principales enfermedades tropicales estrechamente asociada
a las enfermedades sociales de la pobreza junto con la desnutricion, la
diarrea, la tuberculosis y otras enfermedades parasitarias. La enfermedad
de Chagas se considera endémica en 21 paises, que se pueden
considerar divididas en tres zonas ecoldgicas diferentes, el Cono Sur, la
Region Andina y Amazonia-Orinoquia y Mesoamérica. Las caracteristicas
epidemioldgicas varian de un aérea endémica a otra, asi como las tasas
de prevalencia, las caracteristicas del parasito, su patologia, la clinica,
vectores y reservorios (Alarcén, Noya y Robertson, 2015).

En Venezuela, la enfermedad fue comprobada por el Dr. Enrique
Tejera en 1918, con la presencia del parasito Trypanosoma cruzi en
Rhodnius prolixus, una especie de triatomino, posteriormente, los
doctores, Torrealba, Iriarte, Heberto Cuenca, Pons y Pifano siguieron
estudiando la enfermedad (Pifano, 1940). La campafia de control de la
enfermedad de Chagas iniciada hace wunos 50 afios, modifico
significativamente su expresién epidemioldgica y clinica en el pais, la
seroprevalencia de la poblacion rural disminuy6é desde 44,5% en 1958 a
9,2% en 1998, sin embargo, persisten focos de trasmisién activa
especialmente en estados del suroeste del pais (Acquatella, 2003).

Con el transcurso de los afios se han manifestado pequeiios brotes de
ECh, en el 2015 se vio involucrado un grupo familiar y un vecino de la

zona, por una contaminacion oral del parasito T. cruzi en el Estado



Mérida, especificamente en el sector La Macarena, Nueva Bolivia (Afiez
et al., 2016). De igual forma, el estudio realizado en el afio 2017, en
comunidades del Estado Sucre con el objetivo de relacionar la
seroprevalencia con los factores de riesgos de contraer la enfermedad,
reportaron una seroprevalencia del 3,12% en el estado, ademas se
confirmaron 3 casos en menores de 15 afios lo que confirma la presencia
vectorial en las comunidades (Garcia-Jordan et al., 2017). Hernandez, en
el 2018, realiz6 un estudio en la poblacion de Trujillito, Estado
Portuguesa, arrojando una alarmante cifra de seroprevalencia de 10,52%,
donde en el grupo etario de nifios menores de 10 afios obtuvo una
seroprevalencia de 12,5%, cifra que permite inferir una transmision activa
en la poblacién, asi como también una seroprevalencia de 78,57% en
perros, siendo este el factor de riesgo principal.

En 2018, se registr6 un brote de la enfermedad de Chagas por
transmision oral en individuos de una localidad rural del Estado Tachira, al
occidente de Venezuela. Afiez et al. (2018), observaron un cuadro clinico
severo de la enfermedad, afectando a 27 personas, realizando una
valoracion clinica inicial, sugiriendo presuncion diagnostica de infeccién
chagasica, manifestado por derrame pericardico, taquicardia vy
electrocardiograma anormal, en 74, 37 y 26%, respectivamente,
asimismo, las personas manifestaron fiebre, cefalea y mialgias.

Cada vez se observa con mas frecuencia repuntes de la enfermedad
en el territorio nacional, por eso es importante retomar el seguimiento
epidemiolégico, aplicando la utilizacion de las recomendaciones de los
entes internacionales de salud (OMS/OPS), los cuales establecen como
criterio para confirmar una enfermedad, la positividad en dos de tres
pruebas seroldgicas diferentes, una de ellas es el ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA). Es una de las pruebas
serolégicas mas utilizadas y confiable del mercado, consiste en una
primera etapa en inmovilizar a un antigeno a una fase sdlida, el cual sera
reconocido 0 no, por anticuerpos presentes en la sangre del paciente

evaluado, en una segunda etapa se aflade un segundo anticuerpo



(reportero), el cual esta unido a una enzima (peroxidasa o fosfatasa
alcalina), se acopla al complejo antigeno-anticuerpo descrito en la primera
etapa del ensayo, permitiendo su visualizacion al agregar el sustrato
adecuado (cromégeno) que cambia de color, se puede cuantificar la
cantidad de anticuerpos fijados a los antigenos que es proporcional a la
tonalidad de la coloracion. Est4 prueba posee una serie de ventajas,
como la capacidad de procesar un numero importante de muestras,
resultados cuantitativos, evitando la subjetividad a la hora de interpretar
los resultados, facil manejo y un bajo costo (Rodriguez et al., 2014).

En cuanto al procedimiento del trabajo de campo, comprendi6 la
obtencion de las muestras sanguineas a través de la técnica de
venopuncion en nifios y adultos, siguiendo los lineamientos establecidos
por la declaracion de Helsinki y las normas internacionales para las
investigaciones biomédicas en poblaciones humanas promulgadas por el
Consejo de Organizacion Internacional de Ciencias Médicas (CIOMS), en
el que se establece que previamente a la realizacion de una investigacion,
se debe informar al paciente de los objetivos, métodos y procedimientos
de la misma, asi como la finalidad y beneficio que puede traer, tanto
individual como colectivo. El trabajo de laboratorio incluyo la obtencion de
suero y, su posterior analisis aplicando el ensayo ELISA (Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, 2002).

Lo anteriormente planteado expresa la necesidad de realizar estudios
serolégicos, considerando que actualmente se han presentado nuevos
casos de la enfermedad de Chagas en el pais, siendo un problema de
salud publica que afecta a las zonas endémicas de centro occidente. En
consecuencia, se formula la siguiente interrogante:

¢,Cual es la prevalencia de la enfermedad de Chagas en nifios y
adultos pertenecientes al municipio Libertador del estado Tachira que
asistieron al ambulatorio CPIIl de Abejales y la sede de Salud Ambiental

de Puerto Nuevo?



Justificaciéon de la Investigacion

El porqué de la investigacion constituye la justificacion, esta alude a las
razones que llevaron al investigador a seleccionar el tema en cuestion,
estas razones sirven de fundamento para realizar el trabajo y pueden
estar sustentadas en necesidades, motivaciones, intereses, inquietudes y
potencialidades (Hurtado, 2010).

La enfermedad de Chagas producida por el parasito Trypanosoma
cruzi, confirma lo expuesto en la teoria microbiana de la enfermedad
propuesta por Pasteur y confirmada por Koch, en la que se describe que
la enfermedad se origina por un microorganismo ajeno al organismo pero
que tiene la capacidad de propagarse en él. El diagnéstico de la ECh se
realiza a través de técnicas de inmunodiagndstico, en las cuales se puede
constatar la reaccibn antigeno-anticuerpo, caracterizada por su
especificidad, que no es mas que la capacidad que tiene la prueba para
detectar individuos sanos y sensibilidad, la cual es la capacidad que tiene
el test para detectar la enfermedad, a su vez permite la comparacion de
dos muestras de un paciente del que se sospecha la ECh, tomadas con
una diferencia de 15 dias, a esto se le conoce como seroconversion, en
fase aguda se detecta la presencia de IgM que desaparece rapidamente,
mientras que la IgG va apareciendo gradualmente y persiste por mas
tiempo, siendo caracteristica de la fase cronica (Pita y Pértegas, 2003;
Volcy, 2007; Maldonado, 2009; De Ledn et al., 2016).

La realizacion de estudios seroepidemioldgicos, permiten actualizar los
datos de prevalencia de una enfermedad, la ECh con regularidad es una
enfermedad asintomatica, siendo portadores de la misma, en ocasiones
sin presentar ningln sintoma o signo, sino hasta la etapa crénica en
donde ya se presentan graves patologias. Actualmente contintan los
esfuerzos para poder encontrar una cura a esta enfermedad
(medicamentos o quimioterapia), sin encontrarse avances significativos
puesto que se han encontrado factores limitantes como la comprension

incompleta de la patogénesis, tropismo tisular y progresion de la



enfermedad de Chagas en el hospedador mamifero (Afiez et al., 2016;
Hernandez, 2018).

Las razones que llevaron al investigador a realizar este estudio estan
basadas principalmente en el hecho de que, desde el afio 2018 hasta la
actualidad, son sumamente escasos los estudios publicados sobre la
seroprevalencia de la enfermedad en el occidente del pais, cada vez se
observa con mas frecuencia un incremento del nimero de casos de la
enfermedad de Chagas en el territorio nacional, notdndose como un
problema de salud publica que se agrava con el paso del tiempo, es por
esto que se deben realizar estudios seroepidemiolégicos, para actualizar
los datos de prevalencia de la Ech en Venezuela (Afez et al., 2016;
Hernandez 2018).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Analizar la prevalencia a través del diagndstico serolégico de la
Enfermedad de Chagas en nifios y adultos pertenecientes al Municipio
Libertador, Estado Tachira, que asistieron al ambulatorio CPIIl de
Abejales y la sede de Salud Ambiental de Puerto Nuevo, en mayo de
2023.

Objetivos especificos

Examinar seroldgicamente las muestras de sangre obtenidas de los
nifos y adultos que acudieron al ambulatorio CPIIl de Abejales y la sede
de Salud Ambiental de Puerto Nuevo, durante el mes de mayo de 2023.

Interpretar los valores de absorbancia representativos de la
inmunoglobulina G (IgG) en base a lo establecido en el kit de cuarta
generacion CruziELISA.

Identificar la frecuencia de pacientes portadores o no de la

Enfermedad de Chagas.



Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances de la Investigacion

Hurtado (2010), refiere que en una investigacion cientifica el
conocimiento que se desea descubrir establecera el alcance de la
investigacion, el cual consta de la amplitud y profundidad a la que se
desea llegar en un tema determinado, en esta investigacion estara
relacionado con analizar la prevalencia a través del diagndstico seroldgico
de la Enfermedad de Chagas, en la poblacion de Abejales y Puerto Nuevo
del estado Tachira, para identificar pacientes portadores de la enfermedad
y capacitar a la poblacién sobre los principales factores de riesgo de la

misma.

Limitaciones de la Investigacién

Las limitaciones de una investigacién estan relacionadas con los
recursos teoricos, técnicos y de presupuesto econdémico (Batista,
Fernandez y Hernandez, 2010). El presente trabajo se vio afectado por
diversos factores como el escaso transporte a los sectores de Abejales y
Puerto Nuevo, debido al mal estado de las vias y los problemas de
combustible que presenta actualmente el pais, asi como, la poca
participacion y receptividad por parte de las personas para asistir y

participar en el estudio.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

La enfermedad de Chagas a través del paso de los afios se ha
mantenido como una enfermedad endémica en los paises
latinoamericanos, considerandose como un problema de salud publica
que ha sido evento de estudio de mudltiples investigaciones a raiz de su
descubrimiento por el Dr. Carlos Chagas en 1909, generando como
resultado importantes hallazgos cientificos en el campo de la
Parasitologia, Cardiologia, Epidemiologia, Entomologia, Inmunologia e
incluso la Biologia Molecular.

En un estudio realizado por Hernandez (2018), determin6 la
seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en personas de diferentes
edades y sexo y en perros, asi como también describié los factores de
riesgo del poblado Truijillito del Municipio Araure del estado Portuguesa, a
través de la prueba ELISA (usando anticuerpos recombinantes de T.
cruzi) y encuestas epidemioldgicas dirigidas a los jefes de familia, dando a
conocer una seroprevalencia global de 10,52%, confirmandose
transmision activa del parasito al resultar infectados nifios menores a 10
afos, ademas de confirmarse la presencia del parasito en los perros
estudiados. Los factores de riesgo relacionados con la enfermedad de
Chagas fueron: tener perros como mascota en el domicilio, residir en
viviendas tipo rancho con techos de zinc, paredes de bahareque, piso de
tierra, depositar basura en barrancos cercanos a la vivienda, no tener
conocimiento sobre la enfermedad de Chagas, la ocupacion de las

mujeres fue trabajo de ama de casa y en hombres la agricultura.
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Otro estudio fue el realizado por Garcia-Jordan, et al. (2017), quienes
determinaron la seroprevalencia de la infeccién por Trypanosoma cruzi en
el estado Sucre y su asociacion con factores de riesgo epidemioldgicos,
analizando 2.212 muestras de suero a través de las pruebas de ELISA,
obteniendo una seroprevalencia en el estado de 3,12%, que luego fue
confirmada por una segunda prueba (HAI: hemoaglutinacion indirecta), y
los casos que resultaron dudosos fueron confirmados por una tercera
prueba (inmunofluorescencia indirecta), los factores de riesgos asociados
a la infeccion fueron determinados a través de una encuesta
epidemioldgica resultando en un mayor porcentaje el tipo de vivienda en
la cual residen, vivir con aves y la deposicion de basura en barrancos
cercanos al domicilio.

El estudio realizado por Afez, et al. en 2016, tuvo como objetivo
estudiar un caso de un brote de infeccion oral por T. cruzi en la localidad
de La Macarena, Nueva Bolivia en el estado Mérida, el cual se produjo en
un grupo familiar y vecinos del cual resultaron 4 fallecidos, este estudio se
realiz6 siguiendo los lineamientos de la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS), es decir, debe existir similitud en los analisis seroldgicos
(aglutinacion directa e inmunofluoresencia indirecta), histolégicos (en los
casos fatales), parasitolégicos (hemocultivo y examen directo al fresco),
clinicos (sintomas) y moleculares (PCR), obteniendo semejanzas en los
mismos, de esta manera se confirmé el brote, ademas de aseverar que la
infeccién oral de la enfermedad de Chagas es mas letal ya que se
ingieren directamente las formas metaciclicas del parasito, de esta

manera logrando una diseminacion mas rapida del mismo.
Antecedentes historicos
La enfermedad de Chagas se conoce desde hace mas de 9000 afios,

momias halladas en el norte de Chile y sur de Pert confirmaron la

presencia de rastros de ADN de Trypanosoma cruzi a través del estudio
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de PCR, los cuales al habitar en zonas silvestres resultaron infectados
(Apt, 2013).

La enfermedad fue descubierta por el Dr. Carlos Chagas en 1909 en
Lassance, Minas Gerais-Brasil, mientras realizaba estudios sobre la
malaria. Observo el parasito en un nifio, estudiandolo y describiendo su
ciclo evolutivo, patologia, clinica y epidemiologia del mismo (Apt, 2013).

El primer caso de la enfermedad de Chagas reportado en Venezuela
fue realizado por Enrique Tejera en 1919, en el estado Zulia apenas 10
afos después del descubrimiento de la enfermedad, pero afios después,
en 1932 realiz6 un estudio considerado como pionero en el pais, en el
estado Guarico doénde introduce por primera vez el xenodiagnostico,
ideado por Emile Brumpt, mientras que Pifano en 1941, estudi6 la
epidemiologia de la enfermedad en el estado Yaracuy. Ambos autores
resaltan su magnitud como problema de salud publica y social en nuestro
pais y la importancia de la pobreza y del "rancho" de techo de palma y
paredes de bahareque en el mantenimiento de esta zooantroponosis
(Feliciangeli, 2009).

A raiz de la aplicacién del programa de control de la enfermedad de
Chagas en el afio 1961, estudios posteriores al mismo confirmaron una
disminucion en la seroprevalencia de la enfermedad en el pais, sin
embargo, un estudio realizado en los afios 1988-2003 en 310 personas de
distintos estados occidentales del pais, permiti6 observar una
seroprevalencia de mas del 50%, alarmando la infeccion en nifios
teniéndose una seroprevalencia en ellos de 36%, lo que quiere decir que
el programa aplicado por el gobierno no ha tenido la suficiente efectividad
en esta region del pais, instando a las autoridades a establecer como
prioridad la correcta aplicaciébn del programa de control (Afiez et al.,
2003).
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Bases tedricas

Teoria microbiana de la enfermedad

La teoria microbiana de la enfermedad fue el culmen de las
investigaciones de Louis Pasteur y Robert Koch, los cuales a través de la
observacion experimental crearon la definicion de la causalidad, que no
es solamente aquello que produce un efecto, sino también se describio
como algo necesario y suficiente para que se produzca el efecto,
deduciéndose entonces como causa necesaria cuando el evento (la
enfermedad) no ocurre en su ausencia, y por causa suficiente, si este
efecto se manifiesta s6lo en su presencia. Pasteur en 1865 identificé una
estructura parecida a los glébulos de sangre en los gusanos de seda
muertos, es decir observé la causa necesaria para inducir enfermedad y
muerte de los gusanos, pero en 1876 investigo la causa de la infeccion
urinaria en el hombre, mediante los métodos de aislamiento, de
purificacion y de reinoculacion del supuesto microorganismo. Dichos
métodos fueron utilizados el afio siguiente demostrando que una bacteria
era la causa necesaria y suficiente del antrax. EI médico Robert Koch en
1876 describe en primera instancia la etiologia del antrax, que le va a
permitir en el aflo 1882 publicar sus postulados en los cuales establece la
relacion de causa y efecto en la etiologia de las enfermedades, por lo
tanto el microorganismo debe estar presente en el individuo enfermo y
ausente en el individuo sano (causa necesaria), al aislar el
microorganismo e inocularlo en un individuo sano este debera presentar
todas las caracteristicas clinicas y patolégicas de un individuo enfermo
(causa suficiente) (Volcy, 2007).

Aproximacién tedrica sobre el inmunodiagndstico

El inmunodiagndéstico es un conjunto de técnicas y metodologias que

permiten detectar la reaccion antigeno-anticuerpo en distintos tipos de
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muestras bioldgicas (suero, saliva, entre otros), a través de métodos
directos los cuales revelan la presencia del antigeno (visualizacion
directa), y los métodos indirectos los cuales permiten visualizar los
productos secundarios derivados de la infeccibn (anticuerpos)
(Maldonado, 2009).

Aproximacion tedrica sobre la seroconversién de una enfermedad

Las pruebas seroldgicas disefiadas particularmente para el diagnéstico
de la Ech tienen la capacidad de reconocer anticuerpos que se registran a
partir de la cuarta semana de infeccion. Para confirmar que una persona
se encuentra en la etapa aguda de la infeccion debe registrarse una
seroconversion, es decir, ir de negativo a positivo entre dos muestras de
suero comparadas en un intervalo de 20 a 30 dias como minimo,
notandose un aumento en las inmunoglobulinas de tipo 1gG. Un resultado
positivo debera ser confirmado por otra prueba con un método distinto, el
hecho de resultar negativo en una prueba no descarta que la persona sea
portadora de la enfermedad, por lo tanto, se debera someter a otra prueba

serolégica con una técnica diferente (De Leon et al., 2016).

Aproximaciéon Tedrica sobre la sensibilidad y especificidad de un

método de inmunodiagnostico de infecciones

Toda prueba serolégica que sera comercializada debe pasar por un
proceso de validacion que determinaréa la idoneidad de la prueba que se
ha desarrollado, optimizado y estandarizado. Dicha validacion debera
cumplir con una serie de criterios especificos, entre los cuales se puede
mencionar la sensibilidad: que es descrita como la probabilidad de que el
sujeto que se encuentra enfermo resulte positivo en la prueba, por lo
tanto, es la capacidad que posee el test de determinar la enfermedad. Y la

especificidad: es aquella probabilidad de que un sujeto sano resulte
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negativo en la prueba, por lo tanto, es la capacidad del test de reconocer

individuos sanos (Pita y Pértegas, 2003).

Taxonomiay morfologia de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parasito cuya taxonomia pertenece al Reino
Protista, Subreino Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Clase
Zoomastigophom, Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae,
Género Trypanosoma, Subgénero Schizotrypanum y Especie cruzi. Los
tripanosomas de los mamiferos han sido divididos en dos Secciones:
Salivaria y Estercoraria. Trypanosoma cruzi pertenece a la segunda y es
el Unico parésito patdgeno dentro de dicha seccion. Se caracteriza por la
existencia en su Unica mitocondria de una estructura que contiene DNA,
el kinetoplasto. EI DNA mitocondrial de los tripanosomatidos es muy
inusual, se llama DNA kinetoplastidico (KDNA), el cual representa cerca
del 20% del DNA total del parasito. Esta formado por minicirculos (1.4
kpb) y maxicirculos (20 kpb) de DNA encadenados formando una
compleja red compacta. La caracteristica principal de los representantes
de Estercoraria es que son transmitidos por un insecto vector que elimina
las formas infectantes del parasito mediante sus deyecciones. El nombre
taxonomico completo es Trypanosoma (schizotrypanum) cruzi, ya que su
multiplicacion en los vertebrados se realiza a nivel intracelular,
caracteristica del subgénero Schizotrypanum (Wainszelbaum, 2002;
Cordoba, 2007).

La morfologia o estadios evolutivos del parasito que originalmente se
desarrollaba en entornos silvestres, con el paso del tiempo fueron
evolucionando y adaptandose hacia el ciclo doméstico de la infeccién a
través de las modificaciones que el ser humano realizo en el habitat
natural del parasito. En sus diversos hospederos y en medios de cultivo,
T. cruzi posee tres formas evolutivas con caracteristicas morfologicas
distintas (Cérdoba, 2007):
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- Tripomastigote: Forma infectiva, localizada en la ampolla rectal del
insecto vector, en cultivos celulares y en la sangre del hospedador
mamifero (tripomastigote sanguineo o circulante). Tiene una forma
elongada, 20-32 x 2 um, con el kinetoplasto ubicado detras del ndcleo. El
flagelo emerge a partir del kinetoplasto y se libera por el extremo anterior,
dando entonces una imagen de membrana ondulante extensa
(Wainszelbaum, 2002).

- Amastigote: Estadio replicativo que se halla en el citoplasma de las
células del hospedador mamifero o en cultivo celular, de forma esférica u
ovalada, 2-4 um de diametro, y carece de flagelo libre. Estas inicialmente
son células del sistema fagocitico mononuclear, y posteriormente células
musculares, cardiacas, intestinales y esqueléticas (Wainszelbaum, 2002;
Cérdoba, 2007).

- Epimastigote: Estadio replicativo y no infectivo que se encuentra en
el intestino del vector. Posee forma elongada, 20-40 x 2 um, con un
flagelo que se origina en el kinetoplasto, por delante del nucleo. Dicho
flagelo emerge por el costado del cuerpo celular y se libera por el extremo
anterior, arrastrando la membrana citoplasmatica en un trayecto breve,
originando una imagen de membrana ondulante corta (Wainszelbaum,
2002).

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi fue descrito de manera
completa por Brumpt en 1912, y los cambios patolégicos asociados al
organismo por Vianna en 1916 (Ochatt, 1994).

La enfermedad es transmitida por un triatomino, localmente conocido
como chipo, el cual tiene la caracteristica de alimentarse en las noches. El
insecto pica, por lo general cerca de la boca u ojos del humano o
mamifero, ingiere la sangre y defeca las heces que contienen
tripomastigotes metaciclicos. Comunmente la picadura causa escozor, por

lo que el hospedero se rasca o frota la zona afectada, de este modo el
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parasito podra penetrar la piel y las mucosas (Ochatt, 1994; Pefa et al.,
2022).

Una vez los tripomastigotes metaciclicos traspasan la piel, estos
circulan en el torrente sanguineo como tripomastigotes sanguicolas, pero
también se puede presentar una fagocitosis inducida, en la cual el
parasito puede ser fagocitado por diversas células, entre ellas los
macrofagos. Dentro de la célula hospedadora se forma una vacuola
parasitéfora, los tripomastigotes van a escapar de esa vacuola y se
liberan al citoplasma, lugar donde se van a transformar en amastigotes
para luego multiplicarse. Esto ocurre en todas las células hospedadoras, a
excepcion de los eritrocitos, debido a que carecen de purinas y estas son
requisitos para T. cruzi. Los amastigotes provocan la ruptura de las
células infectadas, y se transformardn al estadio de tripomastigotes
sanguicolas. Los tripomastigotes sanguicolas rompen las células
hospedadoras y se liberan a la circulacion, moviéndose por los vasos
linfaticos y el torrente sanguineo para invadir otras células (musculares o
ganglionares), donde se multiplicaran de manera intracelular, estando
disponibles para infectar vectores que se alimenten de ese individuo.
(Pefa et al., 2022).

Un triatomino no infectado, al alimentarse de un humano o mamifero
portador del pardsito va a ingerir los tripomastigotes sanguicolas, que
llegan a su estbmago y posteriormente a su intestino, donde se
transformara en epimastigote. Estos van a migrar hasta el intestino
posterior o recto para diferenciar su forma a tripomastigotes metaciclicos
infecciosos, los cuales son evacuados a través de las heces pudiendo

infectar a un nuevo hospedador (Errico, 2015; Pefia et al., 2022).

Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

Segun el Ministerio de Salud de Chile (2011), la enfermedad de

Chagas manifiesta tres periodos de infeccion bien definidos:
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- Etapa aguda: Requiere de un periodo de incubacién de 4 a 15 dias
aproximadamente, y de un menor periodo de replicacion si la infeccidon es
por via transfusional o por trasplantes de o6rganos. Esta etapa se
caracteriza por un periodo asintomatico, con una alta parasitemia, signos
y sintomas transitorios. Las personas sintométicas pueden llegar a
presentar manifestaciones tales como: fiebre por un periodo de 2 a 4
semanas, edema en cara (signo de Romafia o chagoma, edema
bipalpebral caracteristico de esta etapa) y extremidades, adenopatias
satélites, compromiso cardiaco, hepatomegalia y esplenomegalia,
anorexia, astenia, mialgias, cefalea y ocasionalmente artralgias.

- Etapa cronica indeterminada: Representa aproximadamente un 50%
a 70% de todas las personas con enfermedad de Chagas. Se caracteriza
por la ausencia de sintomas cardiacos, digestivos y otros. Sin embargo,
estan infectadas (serologia y/o parasitemia positiva), aunque los
examenes de laboratorio rutinarios son normales. Un 30% de estos
pacientes mantiene esta forma durante toda su vida, el porcentaje
restantes puede evolucionar a una forma cronica determinada en un lapso
de 10 a 30 afios.

- Etapa crénica determinada: Los pacientes sintomaticos que han
padecido la enfermedad por un periodo de tiempo prolongado (mas de 10
afos) manifiestan  principalmente  cardiopatias, colopatias y
esofagopatias. EI compromiso de otros 6rganos tales como estdmago,
duodeno, vejiga, uréteres y otros, es poco frecuente. Estas formas
patolégicas pueden presentarse separadamente o0 en conjunto en una
misma persona. En esta etapa existe una parasitemia baja, con titulos
detectables de anticuerpos. Se estima que alrededor de un 30% de las
personas con enfermedad de Chagas podrian manifestar cualquiera de
estas patologias. La Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC) es la patologia
mas frecuente que se puede hallar en esta etapa, caracterizada por su
gravedad y representa la principal causa de muerte de las personas
infectadas, sus sintomas mas frecuentes son palpitaciones y disnea de

esfuerzo.
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Diagnoéstico de Laboratorio de la enfermedad de Chagas

Ademas de la historia clinica y epidemiologica, el diagnostico de la
enfermedad de Chagas se basa en dos tipos de metodologias, una
directa o de certeza y otra indirecta o serologica.

- Métodos directos: Estos métodos estan orientados a la observacion
directa del parasito T. cruzi en sangre de pacientes o0 en las deposiciones
de T. infestans (vector) y son utiles en etapa aguda de la enfermedad. Las
técnicas mas utilizadas son: examen directo de sangre fresca y gota
gruesa, métodos de concentracion como el xenodiagndstico, método Util
también en la etapa crénica de la enfermedad. La ventaja que presentan
estos exdmenes a excepcion del xenodiagnéstico, es su bajo costo, facil
manejo, rapidez diagndstica y una especificidad del 100%. A su vez
presentan una desventaja dada por la sensibilidad que en algunos casos
alcanza un 60% y en los pacientes en etapa cronica sélo de un 20%,
ademas de que las parasitemias detectadas se encuentran entre niveles
medios a alto. El xenodiagnéstico que utiliza al propio vector de la
enfermedad, en la deteccion de T. cruzi en pacientes en etapa aguda o
cronica de la enfermedad, presenta ventajas como una especificidad del
100%, sensibilidad en casos agudos del 80%, pero esta técnica posee
una serie de desventajas tales como un costo mas alto, requiere de
personal especializado, escasa rapidez diagnostica, los resultados
demoran entre 30 a 90 dias, ademas que la sensibilidad en casos
cronicos solo alcanza al 40% vy las parasitemias detectadas se encuentran
entre niveles medio a alto. Estudios recientes han demostrado que la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), presenta un alto grado de
especificidad y sensibilidad, que supera a los métodos directos en general
(Cordoba, 2007).

— Métodos indirectos: Los métodos indirectos estan enfocados a la
deteccion de anticuerpos especificos anti-T. cruzi, por lo tanto, evaltan la
respuesta inmune humoral del hospedero infectado. Las técnicas

convencionales mas utlizadas, debido a su alta sensibilidad vy
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especificidad, son la reaccibn de ELISA y la inmunofluorescencia
indirecta, ambas pueden detectar y cuantificar inmunoglobulinas, como
las IgM e 1gG. Su costo es bajo y posee una rapidez diagnostica de
menos de 24 horas, asi como también una especificidad entre el 98 y
100%. La sensibilidad, va a depender de la fase de la enfermedad y la
inmunoglobulina estudiada. En el periodo crénico, la 1IgG alcanza entre
95-100% y en el periodo agudo su utilidad es minima, cobrando
importancia la IgM que puede llegar a 60% de sensibilidad. La utilizacion
de técnicas no convencionales como los antigenos recombinantes y
péptidos sintéticos, han permitido mejorar la sensibilidad en los casos
agudos (Cordoba, 2007).
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Definicién operacional de términos

ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es una
técnica diagnéstica indirecta para la enfermedad de Chagas que utiliza
una enzima como marcador para evidenciar la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo, dicho marcador enzimético estd conjugado con un
ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpo especifico para el
antigeno de interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario, luego se
aflade un sustrato enzimatico y se mide la reaccidon catalitica entre la
enzima y el sustrato, produciendo un cambio de color que se detecta con
facilidad (Guzmén, 2004).

Triatomino

Los triatominos son insectos que pertenecen a la orden Hemiptera, la
cual se caracteriza por poseer un aparato bucal tipo succionador. La
mayoria son organismos que se alimentan de plantas (fit6fagos), otros de
insectos y unos pocos de sangre de vertebrados (hematofagos). En la
familia suborden Heteréptera se encuentra la familia Reduviidae y la
subfamilia Triatominae, la Unica hemato6faga de este grupo. Se localizan
en zonas rurales cerca de nidos o rocas donde viven pequefos
mamiferos o aves. Los triatominos colocan hasta 300 huevos durante
toda su vida, que tiene una duracién aproximadamente de 400 dias, estos
presentan un proceso de metamorfosis y se desarrollan a través de 5
estadios ninfales. Son insectos hematéfagos y chupan sangre desde el
estadio | ninfal, contagidndose con T. cruzi desde un animal o humano
infectado, una vez en el insecto, T. cruzi permanece en su intestino de por
vida (Castillo y Wolff, 2000; Hernandez, 2018).
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Seroprevalencia

Los estudios de seroprevalencia permiten obtener informacion sobre la
prevalencia de anticuerpos generados tras la vacunacion o tras una
infeccion natural en una poblacién especifica. Esta informacion es de
utilidad en la evaluacion de los programas de vacunacién y para conocer
la magnitud de la infeccién por microorganismos de interés para la salud
publica. Los resultados de estos estudios pueden utilizarse para guiar la
toma de decisiones sobre politicas y estrategias para la prevencion y el

control de esas enfermedades (Limia et al., 2019).
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Definicién operacional de las variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con
el respectivo criterio de analisis, es necesario la definicion conceptual y la
operacional de las mismas (Pérez, 2006). La definicion operacional de las
variables consiste en transformar un concepto abstracto en uno empirico,
con el fin de obtener el indicador que refleje la presencia de la variable en
la poblacion de estudio (Palella y Martins, 2004). Tal como se resume en
las Tablas 1y 2 a continuacion.

Tabla 1
Operacionalizacion del evento de estudio Diagnostico seroldgico de la

enfermedad de Chagas

Evento de estudio Definicién conceptual Definicién operacional

Es la detecciéon de los antigenos
Diagnostico seroldgico de la | de superficie, diferentes en cada | Se mide a través de técnicas

Enfermedad de Chagas serovariedad  por el uso de | serolégicas  como: ELISA,
anticuerpos  que - se unen de | HAI, IFI, entre otros. (Acosta
manera especifica a un antigeno | et al., 2013)

determinado. (Acosta et al., 2013)

Dimensiones Indicador

- Hay presencia de | Valores de absorbancia obtenidos con el sistema de diagndsticos
anticuerpos anti-T. cruzi superiores al limite inferior de deteccion, indicaran la presencia de
- No hay presencia de | anticuerpos anti-T. cruzi en el individuo evaluado.

anticuerpos anti-T. cruzi
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Tabla 2

Operacionalizacion del criterio de analisis: Sistema Elisa

Evento de estudio

Definicién conceptual

Definicién operacional

Sistema
ELISA

Consiste en inmovilizar a un

antigeno a una fase solida, el cual

serd reconocido o no, por
anticuerpos presentes en la
sangre del paciente, luego se

afiade un anticuerpo unido a una
enzima, estos se van a unir al
complejo antigeno-anticuerpo
permitiendo su visualizacion al
agregar el sustrato que cambia de

color. (Rodriguez et al., 2004).

Se mide a través de un
espectrofotometro, que entrega
la lectura expresada en

densidad optica. (Apt, 2013)

Dimensiones

Indicador

- Hay cambio de color
por la unién antigeno-
anticuerpo.

- No hay cambio de color
por la unién antigeno-

anticuerpo.

La positividad de esta reaccion se determina de acuerdo al cut-off

(corte) establecido entre los controles negativos y positivos. (Apt,

2013)

25




CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

El proceso de investigacibn en general responde a los objetivos
planteados. De acuerdo a cada uno de estos objetivos, es posible derivar
un tipo particular de investigacion. En tal sentido un fendmeno se puede
conocer desde varias profundidades. Se ha referido que existen 10 tipos
de investigacion, tales como: exploratoria, descriptiva, analitica,
comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmativa y
evaluativa. Para identificar el tipo de investigacion es importante conocer
la relacion que se quiere estudiar. En este caso la investigacion que se
estudia es de tipo analitica. La misma requiere de analizar un evento y
comprenderlo en sus aspectos menos evidentes (Hurtado, 2010). De tal
modo esta investigacion plante6 analizar la prevalencia a través del
diagnostico seroldgico de la Enfermedad de Chagas en nifios y adultos

pertenecientes al Municipio Libertador, Estado Tachira.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacién hace explicitos los aspectos operativos de la
misma. Si el tipo de investigacion se define con base al objetivo, el disefio
de investigacion se define con base al procedimiento, el cual se determina
a través de las estrategias que se implementan para recolectar la
informacion en una fuente determinada, en un tiempo especifico y en una
cantidad o amplitud asociada a lo que se quiere saber (Hurtado, 2010). En

correspondencia con lo expuesto anteriormente, la presente investigacion
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se considera de campo, porque las muestras de suero se recolectaron en
los poblados Abejales y Puerto Nuevo, pertenecientes al Municipio
Libertador, Estado Tachira. De laboratorio, porque las muestras de suero
que se obtuvieron fueron trasladadas para su respectivo analisis al
Laboratorio “Dr. José Gregorio Hernandez”, ubicado en El Pifial, Municipio
Fernandez Feo, Estado Tachira. El disefio también fue de tipo
contemporaneo y transeccional, ya que los datos se obtuvieron en el
presente y una sola vez. Finalmente fue univariable, ya que el evento de

estudio estuvo conformado por una variable.

Poblacién y muestra

Unidad de investigacion

La poblacién es el conjunto de elementos, de los cuales se quiere
conocer o investigar algunas de sus caracteristicas. La muestra es un
subconjunto representativo de un universo o poblacion (Arias, 2006). La
unidad de investigacion estuvo representada por nifilos y adultos
pertenecientes a la poblacion de Abejales y Puerto Nuevo, Municipio

Libertador, Estado Tachira.
Seleccion del tamafio muestral
La “n” muestral estuvo representada por 141 muestras de suero,
namero determinado por la cantidad de personas que asistieron a los
lugares destinados para la toma de muestras de este estudio.
Sistema de Variables
Considerando que el presente tipo de investigacion es analitica, las

variables no seran sistematizadas como dependiente, independiente e

interviniente (Arias, 2006). Por lo tanto, la variable de esta investigacion
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estuvo representada por el diagnostico seroldgico de la enfermedad de
Chagas, el cual admitira la presencia o no del parasito Trypanosoma
cruzi.

Procedimiento de lainvestigacion

Es importante que el investigador describa con detalle, paso por paso,
el procedimiento que llevara a cabo durante la investigacion, esta
descripcion permite, no solo verificar que el procedimiento utilizado
cumpli6 con los requerimientos metodolégicos del proceso de
investigacion, sino ademas hara posible que otros investigadores puedan
apoyarse en la informacion para investigaciones similares en otros
contextos. (Hurtado, 2010).

El procedimiento que se realiz6 en esta investigacion, comprende la
recoleccion de muestras de sangre, para su posterior procesamiento y la
aplicacion del ensayo ELISA, de esta manera se obtuvieron los resultados
gue seran analizados.

El trabajo de campo se realizd visitando el ambulatorio CPIII de
Abejales y la sede de Salud Ambiental en Puerto Nuevo, poblados
pertenecientes al municipio Libertador, estado Tachira, previo acuerdo y
coordinacién con los directores de ambas instituciones. A los nifios y
adultos que asistieron a los lugares de tomas de muestras
correspondientes se les aplicaron los lineamientos establecidos por la
declaracibn de Helsinki y las normas internacionales para las
investigaciones biomédicas en poblaciones humanas promulgadas por el
Consejo de Organizacion Internacional de Ciencias Médicas (CIOMS), en
los que se establece, que previo a la realizacion de la investigacion, al
paciente 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. Ademas, se tomo6 en cuenta al momento
de realizar la entrevista a los pacientes si habian tenido contacto con el
vector o sospechaban de haber sido picados por el insecto (Consejo de

Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, 2002).
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Las personas que aceptaron ser parte de la investigacion, pertenecian
a ambos sexos, se incluyé a nifios, adultos y adultos mayores en el
estudio. Las muestras de sangre fueron obtenidas por la técnica de
venopuncion (previa asepsia), con una inyectadora de 3 mL se extrajeron
3 mL de sangre, los cuales fueron dispensados en un tubo tapa roja (sin
anticoagulante) previamente rotulado, y conservado en una cava de
anime con hielo. Una vez obtenidas las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio “Dr. José Gregorio Hernandez”, ubicado en el municipio
Fernandez Feo. Estas se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos,
obteniendo la separacion del suero del paquete celular, siendo
dispensadas en nuevos tubos sin anticoagulantes y manteniéndose
refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento. Adicionalmente a estas
muestras, se anexaron 6 muestras obtenidas de pacientes que
manifestaron querer participar de manera voluntaria en el estudio, una vez
que se hizo de su conocimiento que se estaba realizando una
investigacion en esa area. Los pacientes eran provenientes del municipio
Fernandez Feo, y sus muestras fueron procesadas en simultaneo con las
muestras del municipio Libertador.

Los sueros obtenidos fueron procesados en 4 tandas, mas una ronda
adicional confirmatoria de algunos pacientes positivos escogidos de
manera aleatoria, cada uno con sus respectivos blancos y controles
(positivos y negativos), a través de la técnica de ELISA, utilizando el kit de
diagnéstico CruziElisa, en cuya fase sélida los pozos estan recubiertos
con antigenos de T. cruzi, los cuales han sido obtenidos por tecnologia de
ADN recombinante. La fase soélida fue tratada con las muestras de suero
obtenidas, en presencia de anticuerpos anti-T. cruzi, se esperaba la
generacion de un complejo antigeno-anticuerpo, luego se afadié un
segundo anticuerpo marcado con una enzima (peroxidasa). Dicha unién
antigeno-anticuerpo  se  manifiesta al agregar la  mezcla
cromoOgeno/sustrato, produciendo una coloracion azul celeste considerada
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti- T. cruzi, la reaccién se

detenia al afadir acido clorhidrico, cambiando la coloraciéon a amatrillo.
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Finalizado el procesamiento por ELISA se procedié a la lectura en un
espectrofotometro a 450 nm y 620-630 nm, los datos obtenidos fueron
analizados en correspondencia a lo indicado en el kit. (Diagen. Manual de

usuario CruziElisa).

Disefio de analisis

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: cualitativo y
cuantitativo. En esta investigacion el analisis de los datos sera realizado a
través de un enfoque cualitativo. Al respecto, algunos autores refirieron
gue el enfoque cualitativo se basa en la expresion de las observaciones
del investigador, dejando al descubierto los significados que los

investigadores ofrecen en base a sus propias experiencias (Monje, 2011).

Variables estadisticas

Las variables estadisticas de esa investigacion fueron clasificadas
desde su naturaleza, escala de medicién e indicadores estadisticos. El fin,

era identificar el indicador estadistico pertinente (Tabla 3).

Tabla 3
Variables estadisticas segun su naturaleza, escala de medicion e

indicadores estadisticos

Variables Tipo de variable Escala de medida Indicador
Estadistico
Cualitativa | Cuantitativa | Nominal | Ordinal | Intervalo | Razén
Diagnostico Porcentaje
seroldgico de de personas
la X X portadoras y
enfermedad no
de Chagas portadoras

Fuente: Vivas, Quifiones y Hernandez, 2019.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En este trabajo se determind la presencia de anticuerpos anti-
Tripanosoma cruzi de tipo IgG en nifios y adultos pertenecientes a los
poblados de Abejales y Puerto Nuevo del municipio Libertador del Estado
Téachira, ademas de wunas muestras adicionales que fueron
proporcionadas de manera voluntaria provenientes de El Pifial municipio
Fernandez Feo, correspondientes a mayo de 2023. De 141 muestras
analizadas en total, 70 personas resultaron positivas correspondiendo a
un 49,65%, ver grafico 1.

M Positivos

50.35% Negativos

Grafico 1. Distribucion de los resultados positivos y negativos de las personas que
presentaron en el estudio anticuerpos anti-Tripanosoma cruzi de tipo IgG pertenecientes

a los municipios Libertador y Ferndndez Feo, en mayo de 2023.
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En el grafico 2, se demuestran por separados los resultados positivos y
negativos correspondientes a cada municipio, en el municipio Libertador
fueron analizadas un total de 135 muestras arrojando una cantidad de 67
personas positivas y 68 personas negativas, mientras que en el municipio
Fernandez Feo fueron suministradas 6 pruebas de manera voluntaria,

obteniendo como resultados igualdad de 3 personas para cada variable.

8o %

70

60 -

50 A

M Positivis

Negativos

20 A

10 +

Municipio Libertador Municipio Fernandez Feo

Grafico 2. Distribucion en grafico de barras de los resultados positivos y negativos
correspondientes a cada municipio de las muestras analizadas en este estudio,

correspondiente a mayo de 2023.

Para la realizacion de este estudio, se muestrearon pacientes de
distintas edades incluyendo a nifios menores de 10 afios, los cuales
podian ofrecer informacion acerca de los Ultimos 10 afios de la
enfermedad en la entidad, descartando de esta manera los casos de
infecciones por exposicion antigua. Se han clasificado 7 grupos etarios en
intervalos de 10 afios, y sus respectivos resultados negativos o positivos.

Ver grafico 3.
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H 1-9 afios

W 10-19 afos

m 20-29 afos

W 30-39afios

W 40-49 anos

m 50-59 afos

= >60 anos

Poblacion Positivos Negativos

Grafico 3. Frecuencia de los pacientes positivos y negativos de acuerdo a sus grupos

etarios clasificatorios.

Las muestras de suero obtenidas de los pacientes fueron procesadas
por el método ELISA, uno de las técnicas convencionales indirectas mas
empleadas para el diagnéstico de la enfermedad (Suescun, 2021).
Siguiendo las indicaciones del manual de usuario Diagen, los sueros
fueron procesados en 4 tandas con sus respectivos blancos, controles
positivos y negativos, ademas de sus cut off (puntos de corte), y una 5ta
ronda adicional confirmativa a algunos pacientes positivos, obteniendo las
absorbancias que se presentan en el grafico 4 de acuerdo a la localidad a
la que cada paciente manifestd pertenecer.
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Grafico 4. Frecuencia de absorbancias de pacientes de acuerdo al sector al cual

residen, la linea roja representa el punto de corte.

El grafico de frecuencias de absorbancias anterior distribuido por

localidades permitié clasificar la cantidad de pacientes segun sus lugares

de residencia, ofreciéndo de manera mas clara aquellos sitios en donde

los niameros de casos son muy elevados. Ver Tabla 4.
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Tabla 4

Distribucion de Pacientes Seropositivos de acuerdo a su lugar de origen

Localidad Pacientes Seropositivos / total %
Abejales 24/56 42.85
Birmania 0/3

Campo Barinas 0/1

El Pifal 0/2

Guayanito 1/4 25
La Pedrera 1/5 20
Merlinas 2/4 50
Merlinas 2 1/1 100
Naranjales 3/4 75
Puerto Nuevo 34/53 64.15
Punta de Piedra 417 57.14
Tucupido 0/1 0

En la entrevista que se le realizd a cada paciente se les pregunté si
habian tenido contacto con el vector, si sospechaban de haber sido
picados o habian sido diagnosticados con la enfermedad anteriormente, a
los pacientes que respondieron de manera positiva se les marcé con un
asterisco su respectivo suero para confirmar la informacién suministrada.

Esto se evidencia en el grafico 5.
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Gréfico 5. Frecuencia de pacientes que resultaron positivos y negativos que

manifestaron haber habian tenido contacto con el vector, sospechaban de haber sido

picados o habian sido diagnosticados con la enfermedad anteriormente.
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Discusién

En Venezuela, cada vez con mas frecuencia se presentan pequefios
brotes orales de la enfermedad de Chagas, debido a que las zonas
rurales son de caracteristicas aridas o de pie de monte, con una humedad
considerable y ambiente propicio para una alta prevalencia de la Ech
(MPPS, 2010). Se realiz6 un estudio en los centros poblados de Abejales,
Puerto Nuevo y EIl Pifial de los municipios Libertador y Fernandez Feo del
estado Tachira, en mayo de 2023, analizdndose 141 muestras de nifios y
adultos mediante la prueba de diagnostico CruziElisa. Sin embargo, los
resultados no fueron confirmados por una segunda técnica como lo
establece la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual recomienda
la realizacion de dos pruebas basadas en diferentes principios y
antigenos, y una tercera en caso de discordancia (OPS/OMS, 2017). A
pesar de no confirmar por otras pruebas, CruziElisa combina una
sensibilidad y especificidad del 100%, siendo altamente confiable, en
similitud con el estudio realizado por Zabala, et al., (2019), en el cual
analizé 1.200 muestras de mujeres puérperas con el método ELISA con
una sensibilidad del 100%.

En este estudio se pudo obtener como resultado la medicion de 141
sueros en su totalidad, procedentes de los poblados de Abejales, Puerto
Nuevo y El Pifal, obteniendo 70 pacientes seropositivos correspondiendo
a un porcentaje y seroprevalencia de 49,65%, como el estudio llevado a
cabo por Garcia-Jordan, et al.,, (2017), en el estado Sucre quienes
seleccionaron de manera aleatoria 96 centros poblados y 574 viviendas,
analizando 2.212 muestras, de las cuales resultaron 78 personas
seropositivas, proyectando una seroprevalencia de 3,12%.

En pacientes menores de 10 afios se obtuvo una alarmante
seroprevalencia de 42,85%, correspondiendo a 3/7 infantes seropositivos,
en comparacion con el estudio realizado por Hernandez en el estado
Portuguesa (2018), indicando en el mismo rengléon de medicion una

seroprevalencia de 12,5%. Dato que permite deducir que el vector
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transmisor de la enfermedad se encuentra presente en los caserios que
integran los poblados en los cuales se tomaron las muestras,
demostrando que hay transmision activa del parasito en la zona. Otro
rango que es importante resaltar es el de los pacientes mayores a 60
afos, el cual obtuvo una seroprevalencia de 56,25%, correspondiente a
27148 seropositivos, siendo el grupo etario con mas pacientes positivos, lo
que permite inferir que son personas que tuvieron una exposicion antigua
al vector, las personas manifestaron haber vivido gran parte de su vida en
el pueblo y en las zonas periféricas rurales, donde también manifestaron
haber visto a insectos similares al chipo, esto en comparacién con el
estudio de Hernandez (2018), tuvo una diferencia considerable debido a
que en ese estudio solo 1 persona resultd seropositiva, teniendo una
seroprevalencia en ese rango del 100%.

Los sueros de los 141 pacientes fueron procesados de acuerdo a lo
establecido en el manual de usuario del Diagen, el grafico 4 permite ver la
frecuencia de las absorbancias de los pacientes positivos de acuerdo a
sus lugares de origen y el respectivo cut-off (punto de corte) el cual
establecio la linea frontera de positividad y negatividad del diagnéstico. En
la Tabla 4, se puede observar de manera mas clara el niamero de
pacientes seropositivos segun su lugar de origen, prestando atencion a
los poblados de Abejales (24) y Puerto Nuevo (34) que son los sitios en
los que una mayor cantidad de pacientes presentaron positividad,
teniendo esta ultima localidad al trabajo realizado por Afiez, et al. (2018),
donde se estudido un brote oral en el sector rural de Puerto Nuevo
municipio Libertador, estado Tachira, el cual se desarrollé sobre un grupo
de 27 personas infectadas, del cual podemos inferir que estamos
probablemente frente a una zona endémica, con transmisién activa del
parasito, en la que existe una presencia constante del vector sin ninguna
accion que busque su erradicacion.

Un factor importante para poder contrarrestar la enfermedad es
reconocer al insecto por el cual es transmitida, la informacién que nos

ofrece el grafico 5, en primera instancia fue confirmar la informacién
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suministrada por los pacientes sobre si tuvieron contacto con el vector o
fueron diagnosticados anteriormente con la enfermedad, conforme a los
altos porcentajes de sensibilidad y especificidad del kit de ELISA utilizado;
en segunda instancia nos informa sobre la sospecha de algunos
pacientes de haber tenido contacto previo con el vector, pero resultaron
seronegativos, lo que indica que aparentemente esas personas no tienen
un buen conocimiento de la forma de los triatominos, como lo refleja en su
estudio Hernandez (2018), que el bajo nivel educativo puede favorecer al
desconocimiento de la enfermedad de Chagas, ya que los pacientes que
resultaron seropositivos no tenian conocimiento de la enfermedad, esto
sumado a los factores de riesgo que presenté esa comunidad, incrementa

considerablemente la probabilidad de adquirirla.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al observar los resultados obtenidos en el estudio, se puede concluir
gue desde el brote oral del 2018 que se presentd en la comunidad rural
de Puerto Nuevo no se ha realizado ningun trabajo de investigacion de la
enfermedad en el municipio.

Los datos obtenidos nos muestran una alarmante cifra de
seroprevalencia de la enfermedad de 49,65%, en los grupos etarios de los
pacientes pertenecientes a los municipios Libertador y Fernandez Feo,
pudiendo concluir que estamos en la presencia de una zona endémica en
el occidente del pais.

La seroprevalencia en nifios menores de 10 afios que participaron en
el estudio fue de 42,85%, lo que nos indica que existe una transmision
activa de la enfermedad, a través, de la presencia del vector en el area
rural.

La cifra de seroprevalencia de 56,25% en el grupo etario de pacientes
mayores a 60 afos, refleja una exposicion antigua a la enfermedad, la
mayoria de estas personas reconocieron haber vivido en la misma zona y
algunos mencionaron haber residido en zonas rurales aledaias, por lo
gue se puede establecer que esas zonas también poseen las mismas
caracteristicas socioeconOmicas y demograficas de los poblados
seleccionados para el estudio.

Durante la entrevista a cada paciente se les preguntdé a cada uno si
habian tenido contacto con el vector, sospechaban de haber sido picados

o habian sido diagnosticados anteriormente con la enfermedad, a los
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pacientes que resultaron seropositivos nos permitié confirmar la presencia
de la enfermedad gracias a la utilizacion de kit CruziElisa, el cual cuenta
con una sensibilidad y especificidad del 100%, ahora bien, de las
personas que representaron los casos seronegativos y que habian
manifestado haber tenido contacto con el vector, se puede deducir que
existe desconocimiento de la enfermedad, de los vectores y de los

métodos de transmision de la misma.
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Recomendaciones

Los resultados obtenidos en el presente estudio deben ser
presentados en un informe a las autoridades de salud competentes en el
estado (CORPOSALUD-Tachira y el Instituto de Salud Ambiental).

Se debe promover la creacidbn de campafias de sensibilizacion y
capacitacion de la comunidad sobre la prevencion, factores de riesgo y
forma de transmisién de la enfermedad de Chagas.

Se considera una necesidad imperativa reactivar programas de
vigilancia epidemioldgica de la enfermedad de Chagas tanto a nivel

regional como a nivel nacional.
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Anexo 1. Ejemplares de triatominos capturados por el personal de Salud
Ambiental del municipio Libertador estado Téchira.

En el Triatomino s i En el humano
Picadura de triatomino ’ = 2.0
0 Los tripomastigotes metaciclicos

0 (paso de los tripomastigotes % 2
metaciclicos en las heces del animal) penetran en las diferentes células
alrededor de la picadura. En su

éz interior se transforman en
/ S [ amastigotes

Tripomastigotes en
el mteslmo A @

%@

Multiplicacion en el

Los tripomastigotes 9 Los amastigotes se
pueden infectar otras multiplican por fisién
célulasy se transforman  pinaria en las células

e en amastigotes de los tejidos
intracelulares en los infectados
Picadura del nuevos sitios de
triatomino infeccion. Pueden
(ingesta de aparecer los signos
e Epimastigote en el tripomastigotes) clinicos a partir de este
estomago iclo infeccioso

A 2

o Los amastigotes se

A‘ lhicio déla infaceion multiplican por fisién binaria
en las células de los tejidos

A= Diagnostico posible infectados

Anexo 2.Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi
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Anexo 3. Estadios del Trypanosoma cruzi
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Cruzi€lisa

Ensayo inmunoenzimatico para detectar in vitro anticuerpos
18G especificos contra Trypanosoma cruzi en muestras
de suero y plasma.

Potencial aplicacion -
Este ensayo es util para-el despistaje de la enfermedad de Chagas en los donantes de
sangre, grupos de riesgo en zonas y para el jimi y evolucién de los
pacientes.

Resumen de la Enfermedad
La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es causada pox %
protozoo flagelado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. Esta enfermedad
de Centro y Sur América, asi como también de México, donde se considera uno de los
principales problemas de salud publica.

No hay vacunas para prevenir la infeccion por T cruzi y tampoco hay quimioterapias

eficaces para curar en la fase crénica de la enfermedad.

La enfermedad de Chagas afecta specnalmente a las personas que viven en las

regiones con Menos recursos ia, puede i

“enfermedad de la pobreza”.

Los principales vectores para la transmisién de T. cruzi en América Latina son Rhodnius

prollxus, Triatoma mfemms y Pansuongylus gemculalus Los perros y gatos constituyen

i tiene lugar princi por las
vias: heces de i de sangre donada por

personas infectadas en fase aguda y crénica, transmision vertical de madre al feto por

via transplacentaria, transplantes de 6rganos, via oral y accidentes de laboratorios.

Més de 18 millones de personas en Sudamérica estén infectados con T cruzi. La
primera causa de muerte en las regiones endémicas es la cardiomiopatia de Chagas.
La enfermedad presenta tres fases: aguda, indeterminada y crénica. La fase aguda se
caracteriza por tener elevada parasitemia y comienza entre |a primera y tercera semana

Microplaca: tiras de pocillos de 8 x 12 ilizados con tres antiaf
recombinantes. La mnaoph:aeﬂéulladamuubobapl&ﬁcampmsenc de
desecante.

Control positivo: listo para el uso. Solucién tamponada con suero inactivado que
contiene anticuerpos contra Trypanosoma cruzi. Contiene 0.09% de azida de sodio y
0.09 % Kathon como preservante.

Control negativo: listo para el uso. Solucion tamponada con suero no reactivo
contra Trypanosoma cruzi. Contiene 0.09 % de azida de sodio y 0.09 % Kathon como
preservante.

Diluyente de muestra: listo para el uso. Es una solucién proteica estabilizante que
sirve para diluir la muestra y que contiene 0.09 % azida de sodio y 0.09 % Kathon como
agente preservante.

@ Solucién de Lavado 10X: diluir antes de usarla. Solucién concentrada 10 veces que
contiene tampén fosfato y un agente tensioactivo.

Conjugado: listo para el uso. Solucién tampén que contiene antu:uerpos caprinos anti-
19G humana marcada con peroxidasa de rabano, estabilizantes proteicos y Kathon al
0.09 % como preservante.

-

Cromégeno/Sustrato: hsw paraelusc Solucién ummwbndodemogmn
(Hy0,)y3,3°.5,5" (TMB) con
NOTA: PROTEGER DE LA LUZ.

Solucién de Parada: listo para el uso. Acido clorhidrico 0.5 N.

Estabilidad y condiciones de almacenamiento
El estuche: se debe conservar a una temperatura entre 2 y 8°C y usar antes de la fecha
de vencimiento indicada en el empague. NO CONGELAR.

Microplaca sensibilizada: las tiras de pocillos estdn empacadas al vacio y con
desecantes. NO ABRIR EL EMPAQUE ANTES DE QUE ALCANCE LA TEMPERATURA
AMBIENTE. Abrir justo en el momento de usarlo. Las tiras con pocillos no usados
deben guardarse en el empaque con el desecante sellado con cinta autoadhesiva a

después de la lnfe(abn m:clal en la mayoria de los casos pasa Enel
periodo i la itemi haqénduse dificil su deteccion. La fase
fi i N y, en ocasiones,

crénica se mani con dilataci o
lesiones del sistema nervioso central y auténomo. Esta fase en un alto porcentaje es
mortal.

Debido a la dificultad de di i i la de Chagas por sus
signos inespecificos en la fase aguda e indeterminada y las complicaciones fatales que
presenta en la fase crénica, se hace necesario disponer de métodos serol6gicos de alta
sensibilidad y especificidad.

Principio del ensayo
Cruzi€lisa es un ensayo inmunoenzimético indirecto, en cuya fase sélida los pozos
estan recubiertos con dominios de

una de 2-8°C. Bajo estas condiciones las tiras pueden ser usadas hasta 6
-meses después de almacenadas siempre que no se exceda la fecha de vencimiento del
producto.

Solucion de Lavado: estable hasta 2 meses, a temperatura ambiente.

El Cromégeno/Sustrato: es estable hasta la fecha de vencimiento del estuche, siempre
que sea almacenado correctamente entre 2 y 8°C.

Los demés reactivos se pueden utilizar sin limif siempre que se auna
temperatura entre 2 y 8°C y se manipulen con cuidado para evitar su contaminacién.

Durldén del estuche: el estuche tiene una duracion de 12 meses desde su fecha de

plasmatica y membrana del glicosoma de T. cruzi, los cuales han sido obtenidos por
tecnologia de’/ADN fecombinanté! %~ 81 &

YR YA]
La fase solida se trata mn Ia muestra d'lnda y.los nnucuapos ami-T cmzi si eﬁn
presentes, son capturados por los antigenos. La fraccién que no se unié es eliminada
durante los lavados.
Después de lavar, en la 2% incubacién, los anticuerpos anti-T. cruzi se detectan afadiendo
anticuerpos anti-igG humana marcados con peroxidasa (HRP).
La enzima capturada en la fase sélida, reacciona con la mezcla de Cromégeno/Sustrato
produce una coloracién azul celeste que es proporcional a la cantidad de

. La duracién del estuche seré vigente siempre que éste sea almacenado de

instrucciones. TR
EL Duﬁ'o A T’m
5 |
et
1. Mlaopupetas de 20, 100, 200 y. 1000;11 con, puntasdesed\ables
2. Mezclador y papel abso
3. Agua destilada.
4. Cronémetro.
5. Beaker.
6 Incubador a37ec

anti-T. cruzi en la muestra. La reaccién se detiene con écido clorhidrico, tornandose en
un color amarillo.

Contenido del estuche
Microplaca 112 x 8 pocillos
Control positivo 1 frasco 1.5
Control negativo 1 frasco 15
Diluyente de muestra 1 frasco 25,0
Solucién de Lavado 10X 1 frasco 50,0
Conjugado 1 frasco 12,0
Cromoégeno/Sustrato 1 frasco 12,0

12,0

Solucién @zL 1 frasco

£ vama;

de microplacas automatico 0 manual. .
8 u«wfom«modemxmlwmzmequludomn ﬁmosdedso)(
620-630 nm.

Precauciones de seguridad
1. Todos los reactivos que contiene el estuche son Gnicamente para el diagnéstico in

vitro. 3

2. No utilizar los reactivos del estuche después de la fecha de vencimiento indicada en
las etiquetas.

3. No mezclar los reactivos de lotes diferentes y otros estuches de diagnéstico.

4. Los procedimientos deben hacerse exactamente como se recomienda para obtener
resultados fieles.

5. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente 30 minutos antes de
comenzar la prueba.

6. Evitar la contaminacién cruzada de los diferentes reactivos. Si va a usar micropipetas
autométicas debe usar puntas diferentes para cada reactivo, no tocar con las puntas la
pared de los pocillos de la microplaca.

Anexo 4. Inserto del kit CruziElisa (1/2).
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7. Seguir estrictamente el imiento de lavado de los pocillos segun |

utilizando la Solucién de Lavado suministrada por el estuche,

8. izar que el Ci no esté en contacto con agemeso)ddantrsy
ademés, evitar cualquier exposicion a luz intensa durante la incubacion y la

El ensayo se consit
1. 1a DO a 450 nm del poclllo Al (B‘anco) es menov a 0.100 Valores mayores indican

‘de los reactivos.

9. Manipular con cuidado las muestras y los materiales potencialmente infectivos. Las
muestras y iales deben ser elimi e inactivadas lave a 120°C
por 30 minutos, o con hipoclorito de sodio a una concentracion final de 2.5% durante
30 minutos. Este Gltimo método sirve para el tratamiento de residuos liquidos; una vez
neutralizados con NaOH, -

10. Evitar el contacto de las soluciones con la piel y mucosas. Utilizar siempre guantes y
batas de laboratorio conforme a las normas de seguridad.

11. Algunos reactivos de estuche contienen azida de sodio, la cual es toxica si se
ingiere. b

Instrucciones al usuario

del C i6n con la muestra.
2. El valor de DO a 450 nm del Control negalrvo (C~) debe ser menor a 0.350. Valores
mayores de DO, gueden indicar: contaminacion con ‘muestras o lavados incorrectos o
insuficientes.
3. El valor medio de DO a 450 nm del Control positivo (C+) debe ser mayor de 0.800.
Valores menores a 0.800 indican que la temperatura de conservacién no fue 6ptima o
que no se ha seguido el procedimiento de forma adecuada.

Interpretacion de los resultados
En el caso de que el ensayo sea valido, determinar el punto de corte (Cut-Off) medlante
la siguiente formula: Cut-Off = C- + 0.200 DO
Donde C-: promedio de las lecturas del Control negativo.

Muestra de suero o plasma: aqnednd & Fhbis
1. Recoleccién: tomar la muestra de manera usual. No utilizar muestras i 0.100; 0.090; 0.120 DO nm - ‘
por calor. Media Can(rol negallvo 0.103 DO a 450 nm

2. Aditivos: si utiliza plasma, use cualquier anticoagulante. 800 DO a 450 nm

3. Sustancias que pueden ser Ia hemélisis, hiperlipemia y otras causas Cut-Off = 0.103 + 0.200 = 0}03,

que produzcan turbidez pueden provocar resultados erréneos. Estas muestras deben ser ; ;‘z)g negativa

centrifugadas para clarificarlas.

4. Estabilidad y almacenamiento: las muestras no diluidas pueden conservarse

durante 7 dias a una temperatura de 2-8°C. Para conservar por periodos prolongados,

congelar a -20°C. Evite congelar y descongelar reqteradamente esm puede Ilwar aun
. Para P

legales relativas al envio de material infeccioso.

Procedimiento: los componentes del estuche deben estar a temperatura ambiente 30
minutos antes de iniciar la prueba. Cuando se inicia la reaccién se tiene que completar
sin interrupcién. Siempre hay que procesar simultaneamente un Control positivo (C+),
un Control negativo (C-), las muestras a valorar (MV) y un blanco (B). Al depositar las
muestras y controles en el diluyente, asegtrese de colocarlos dentro del liquido o en el
fondo del pocillo y homogeneizar la mezcla con la pipeta.

1. Colocar en los pocillos de la microplaca los componentes en el orden indicado en la

Las muestras con valores de DO inferiores al del Cut-Off se clasifican como negativas
para anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi.

Las muestras con valores de DO mayores al del Cut-Off se clasifican como positivas para
anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi.

1 i sobre un total
de 2.650 nmesuasposvmwmpuaobnconunmmyhunoagluumﬁnde
referencia comerciales y por inmunofiuorescencia.

El ensayo demostré una sensibilidad de 100%.

Ca.ruteristkas del ensayo
Cruzi€lisa .

2. Especificidad: sobre un panel de 3.500 muestras con serologia mganva coincide por

‘tabla 1 (primero el volumen del diluyente de muestra y sequidamente los volamenes de tres métodos de (kit ELISA, hemagluti indirecta e
“los controles y muestras a valorar (MV). indirecta), vigy
2. Mezclar suavemente con golpecitos en los laterales de la microplaca durante 10 2 100%.

undos. Para evitar la evaporacién, cubrir la microplaca e
:smtos. 3 Emdlo Poblacional: €n una poblaaén que incluyé. individuos sanos, donantes,
3. Aspirar cuidadosamente el liquido de cada pocillo, verterlo en'un recipiente para c y con otras i6n con 'ESPEC‘D! métodos confirmatorios
desechos biol6gicos. fue de 100%.

4. Lavar 5 veces con 250 ! de Solucién de Lavado por pocillo'y descartar el liquido en el
recipiente para desechos biolégicos. Opcionalmente emplear un lavador automatico.
5. Al finalizar el Ultimo lavado eliminar completamente el liquido residual, invirtiendo
lnmkvoplacaygoipeéndoiavariasvecessobmpapelabsorbeme, Evitar la caida de los

6 Ag'eqar a cada poillo 2 gotas de Conjugado 6 100 ul en caso de usar micropipeta.
Mezclar suavemente aplﬂndo 'golpecitos en los Iulerlls dﬂi por 10

segundos.
acién cubiir la microplaca e lncubira 37°€

7. Para evit
5 vl B sk toao i el W
recipiente para icos. Opqa-almemoem run Iamdoxauﬁ

9. Al finalizar el ulti eliminar compléta
la microplaca y golpeandola varias veces sobre papel absorbeme Evitar Ia le los.
pocillos.

10 Agregar en cada pocillo 2 gotas 6 100 I de Cromégeno/Sustrato en caso de usar

Mezclar do golpecitos en los laterales de la microplaca
por 10 segundos.
11. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. N i it

12. Detener la reaccion enzimatica agregando una gota 6 50 ul de Solucién de Pavada
con micropipeta. Mezclar suavemente aplicando golpecitos en los laterales de la
microplaca por 10 segundos.

13. Leer la m;croplacaa450nmy620—630 nm
en el pozo Al.

en cero el espec

NOTA: DESPUES DE PARAR LA REACCION, TOMAR LA LECTURA DE LA MICROPLACA
ANTES DE 30 MINUTOS. LOS RESULTADOS DEBEN MEDIRSE DURANTE ESE LAPSO DE
TIEMPO.

Tabla 1
Diluyente
Al -g) 2001
Bl 10 (C+ 1904l
(&) 041 (C- 190 41
D1....HIZ 70 41 (MV) 190 41

INOTA: CUALQUIER RESULTADO REACTIVO DEBE SER VERIFICADO POR OTRA TECNICA.
SEGUN EL CRITERIO DE LA OMS LAS PERSONAS POSITIVAS DEBEN SOMETERSE,
COMO MINIMO, A DOS PRUEBAS MAS (INVMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA Y/O
HEMOAGLUTINACION INDIRECTA Y. ELISA) EN | \TORIO DE REFERENCIA
DEBIDAMENTE Acnsurrmxﬁﬁggr POR EL Mmrmii% B‘e’d PODER POPULAR PARA LA
SALUD. . - .

i o
4 ,,ocién.o-‘

Elestuche contiene los insumas p: V,r%deWnaclom.
et i ve
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Anexo 7. Realizando sesiones educativas en la sala de espera del
Ambulatorio CPIIl de Abejales, mayo 2023.

Anexo 8. Toma de muestra a paciente en la sede de Salud Ambiental de

Puerto Nuevo, mayo2023.
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Anexo 9. Placa de CruziElisa previo a su medicion de absorbancia

mediante el uso de un espectrofotbmetro

Anexo 10. Autoridades del Ambulatorio CPIIlI de Abejales y de la sede de

Salud Ambiental de Puerto Nuevo, municipio Libertador, mayo 2023.
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