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La enfermedad de Chagas es una patologia causada
por T. cruzi, un parésito transmitido por insectos del
orden triatominos, por lo que la existencia de esta en-
fermedad estad condicionada por la presencia de es-
tos triatominos transmisores. La existencia de vivien-
das que propician la infestacion por triatominos en el
distritos de Cascas-La Libertad impone la necesidad
de valorar la serorreactividad de anticuerpo anti-T
.cruzien los moradores de las areas en estudio.

Para ello se obtuvo una muestra de sangre venosa de
los pobladores procedentes de Palo Blanco, Monte-
verde y Pampa Laguna del distrito de Cascas, areas
que reunen las condiciones para albergar al insecto
transmisor. La prevalencia anti-T. cruzi en la muestra
de estudio se determind con las técnicas seroldgicas
ELISA y Western Blott. El andlisis comparativo de sen-
sibilidad y especificidad de la prueba de ELISA y Wes-
tern Blott en las 78 muestras analizadas revel6 una
seroprevalencia del 29,48% por la técnica de ELISA
y una serorreactividad del 34,58% por Western Blott
en los residentes en estudio. Finalmente, el andlisis
de seroprevalencia anti T. cruzi con insecto transmi-
sor muestra una estrecha asociacion que sugiere ser
considerado como potencial de riesgo para contraer
la enfermedad de Chagas.

Palabras claves: Enfermedad de Chagas, seropreva-
lencia, Trypanosoma cruzi.

NS

Chagas disease is a pathology caused by T. cruzi, a
parasite transmitted by insects of the order triatomi-
nes, so the existence of this disease is conditioned by
the presence of these transmitting triatomines. The
existence of houses that promote the infestation by
triatomines in the districts of Cascas, La Libertad, it
is imperative to evaluate the seroreactivity of anti-T.
cruzi antibody in the residents of the study areas.

For this purpose, a venous blood sample obtained
from the inhabitants of Palo blanco, Monteverde and
Pampa lagoon of the district of Cascas, areas that are
able to host the disease transmitted by this insect.
The prevalence of anti-T. cruzi in the study sample
was determined using the ELISA and Western Blott,
serological techniques. The comparative analysis of
sensitivity and specificity of the ELISA and Western
blot tests in the 78 samples analyzed revealed a se-
roprevalence of 29.48% by the ELISA technique and a
seroreactivity of 34.58% by Western Blott in the study
residents. Finally, the analysis of seroprevalence of T.
cruzi of the insect transmitter shows a close associa-
tion that is considered as a potential risk for develo-
ping Chagas disease.

Key words: Chagas disease, seroprevalence, Trypano-
soma cruzi.
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I. Introduccion

El Trypanosoma cruzi es un protozoo pardsito causal de
la enfermedad de Chagas, emergente en nuestro medio.
La enfermedad de Chagas es una de las patologias pa-
rasitarias mdas graves en América Latina, causal de disca-
pacidad en casi la cuarta parte de la poblacion latina y
representante de enormes pérdidas econémicas en los
paises endémicos y menos desarrollados del continente
americano, y esta considerada una de las nueve enferme-
dades mas olvidadas del mundo.'

Se estima que hay 20 millones de infectados y cerca de
34 millones de personas en riesgo de infeccién en la zona
norte del Perq, lo cual representa el 25% de la poblacién
total de esa region. Por eso se constituye en un problema
de salud publica creciente.

La patogenia de esta enfermedad es mixta y varia segun
el estadio evolutivo del parasito, mostrando una amplia
variedad de manifestaciones clinicas, asi como puede
presentarse en forma asintomatica. Por lo que en su diag-
nostico se recomienda tener en cuenta los antecedentes
epidemioldgicos y el diagndstico parasitolégico.?

Los métodos de diagndstico de laboratorio a utilizar van
a depender de la fase en la cual se encuentre la enfer-
medad. Para el diagndstico certero del mal de Chagas en
una fase aguda, fase que generalmente es asintomatica o
presenta signos muy leves, es Util la deteccion del T. cruzi
sangre periférica. En el caso de una fase crénica asintoma-
tica, intermedia o latente que puede pasar desapercibida
0 pausi-sintomatica durante varios afos e incluso toda la
vida en un individuo con serologia positiva y parasitemia
baja, se debe recurrir a la deteccion de anticuerpos espe-
cificos por métodos serolégicos.?

Los métodos de deteccion de anticuerpos mas frecuen-
tes son las técnicas de aglutinacién de latex, inmunofluo-
resencia ELISA-DOT, ELISA y Western Blott. En 2006, The
Food and Drug Administration (FDA) aprobé un test ELI-
SA que ademas de ser mas eficaz en esta fase de la en-
fermedad presenta alta sensibilidad y apreciable especi-
ficidad para la deteccion de anticuerpos frente a T. cruzi.*

Las estrategias de diagndstico, especialmente en areas
de alta prevalencia, actualmente estan orientadas a rea-
lizar mas de un analisis antes de emitir un diagndstico
definitivo. Una persona es considerada infectada cuando
muestra un resultado parasitolégico positivo o si tiene
dos resultados positivos con dos técnicas seroldgicas que
utilicen diferentes antigenos.’

La enfermedad de Chagas presenta diversas formas de
transmision, siendo las principales formas: la transfusion
de sangre infectada y la transmisiéon vectorial; aunque
también puede transmitirse por alimentos con presencia
del parasito, por exposicion accidental a material conta-
minado, trasplante de érganos o tejidos y por via vertical
de madre infectada a su hijo recién nacido.®
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En el norte del Peru los principales vectores de la
enfermedad de Chagas son T. dimidiata, T carrioni,
Rh ecuadoriensis, Rh rufotubercuatus y P chinai, y P
herreri. Por otro lado, estudios en centros poblados
han mostrado presencia de triatominos intradomi-
ciliarios con indices de 10 al 100% y con infeccién
triatdmina del 0,30%.” En el distrito de Cascas- Re-
gién La Libertad, los estudios sobre la biogeografia
de los triatominos del norte del Perd muestran la
presencia de Rhodnius ecuadoriensis, insecto trans-
misor de T. cruzi por método pasivo (sensores) po-
sitivos como por el método activo (hombre/ hora)
y con indices de infeccion con Trypanosoma. Sin
embargo, no existen estudios de seroprevalencia
que permitan estimar el riesgo de la Enfermedad
de Chagas en dichos areas. La prevalencia de esta
patologia en comunidades que albergan al insecto
transmisor es elevada y supone un riesgo de trans-
misién vertical importante que obliga a detectar
anticuerpos frente al parésito en los exdmenes de
salud.”

Si bien existen técnicas de cribado, pruebas de in-
munofluorescencia indirecta (IFl), Inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA)® y Western Blot (WB) dis-
ponibles en el mercado para detectar anticuerpos
circulantes contra los pardsitos en la circulacion
sanguinea de animales infectados experimental-
mente, aun no existe consenso en cuanto al patron
de reconocimiento antigénico requerido para ob-
tener valores altos de sensibilidad y especificidad
en infecciones tempranas.’ Los patrones de reco-
nocimiento antigénico obtenidos por Western blot
relacionados con antigenos de bajo peso molecular
han resultado muy sensibles para el diagnéstico de
los casos asintomaticos. Asi como evaluar la evolu-
cién de la enfermedad en las areas endémicas o si
el tratamiento es efectivo.”®

Esta situacion conlleva a determinar la prevalencia
de anticuerpos frente a T. cruzi, agente causal del
Mal de Chagas en comunidades que albergan al in-
secto transmisor, en el distrito de Cascas-Regién La
Libertad, de marzo del 2015 a marzo del 2016. Estos
hallazgos permitirdn detectar el parasito en comu-
nidades con riesgo de transmisién vertical y ende-
micidad, e incluirlo en un programa a nivel nacional
de estudios de seroprevalencia. Este es el principal
reto preventivo de la enfermedad de Chagas en el
Pert, segun la Organizacién Mundial de la Salud'y
efecto motivador del presente estudio.

Il. Materiales y métodos

2.1 Tipo de estudio y diseiio de investigacion:
Corresponde a un estudio prospectivo, observacio-
nal y longitudinal realizado desde marzo del 2015
hasta marzo del 2016.
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2.2 Poblacién y muestra: El estudio se realizé en dos localidades del distrito de Cascas, provincia de Gran Chimu,
region la Libertad: Palo Blanco, Monteverde y Pampa Laguna. Los integrantes y el nimero de integrantes de la
muestra se hallé utilizando la férmula de tamafio muestral con p< 0,05% e IC del 99,5 % y siguiendo la técnica de
muestreo aleatorio simple de los moradores que cumplieron con los criterios de inclusion.

2.3 Procedimientos
Se realizaron los siguientes procedimientos:
A. Area de estudio y estimacién vectorial

Cascas es el distrito de mayor densidad poblacional de la provincia de Gran Chimu, con una poblacién de 14839
habitantes, ubicado a 108km de la ciudad de Trujillo en coordenadas de 7°28'47"S, 78°49'4" W

El drea de estudio estuvo comprendida por los caserios de Palo Blanco, Monteverde y Pampa Laguna, ubicados
a una altitud comprendida entre los 450 a 850 msnm en el distrito de Cascas, provincia de Gran Chimu, region la
Libertad.

Para la estimacion de vectorial se realizaron colecta de triatominos (insecto transmisor) por el método de captura/
hora/hombre de abril a diciembre del 2015. Los ejemplares colectados fueron conservados en frascos rotulados y
trasladados al laboratorio para su procesamiento.

B. Obtencion de muestra biolégica

La muestra bioldgica se obtuvo siguiendo los procedimientos convencionales de extraccién venosa, utilizando
el sistema vacuitaner. Asimismo, se siguieron las normas éticas establecidas por la Declaracién Universal de los
Derechos Humanos y por el Comité de Etica de la Universidad.

El suero sanguineo extraido fue almacenado a -20°C, hasta su utilizacion en las técnicas seroldgicas inmunoenzi-
maéticas y de inmunotransferencia.

C. Deteccion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi por la técnica de ELISA y de Western Blott

Para la deteccién de serologia reactiva en moradores de las dreas en estudio, se prepard un extracto antigénico
en fase soluble de las formas epimastigotes de una cepa estandar de T. cruzi, cultivada en medio bifasico infusion
de cerebro corazén (BHI), sonicada en presencia de inhibidores de proteasas y centrifugada a 10 000 g por 30
minutos. ®

. Deteccion de anticuerpos utilizando el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) como técnica de tamizaje. Para
ello se procedi6 a sensibilizar los micropocillos de las placas con el extracto antigénico, a 4°C durante toda
la noche. Micropocillos que fueron posteriormente bloqueadas con albumina bovina al 1% por 2h a 37°C,,
y expuestos a los sueros de los moradores de las areas de estudio, en diferentes diluciones: 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 en PBS, a 37°C por 2h. Seguidamente los micropocillos fueron incubados con la
inmunoglobulina IgM humana marcada con peroxidasa por 2h a 37°C. Una vez incubado se adicion6 agua
oxigenada (como substrato), y se cuantificé en espectrofotémetro a 492 nm. Tomando en cuenta el valor de
corte, de 0.15 U.D.O, establecido a partir del valor de la media mas cinco desviaciones estandar de 50 sueros
de una poblaciéon urbana clinicamente sana. El rango normal de cada ensayo fue definido como la media mas
tres desviaciones estandares.

«  Deteccion de anticuerpos utilizando el método de Western Blott como técnica confirmatoria; para lo cual
se realizé un corrido electroforético del antigeno soluble de T. cruzi en geles de poliacrilamida al 1%; seguido
de una electro transferencia a membrana de nitrocelulosa por una hora a 100 volts. Membranas de nitrocelu-
losa que fueron bloqueadas con albumina bovina al 1% en PBS al 0.1M a 4°C toda la noche, y lavadas por cua-
tro veces en tampdn de lavado conteniendo PBS-Tween al 0.1 %. Posteriormente, se expusieron a sueros de
los moradores de las areas en estudio a dilucién de 1:1 000 por dos horas y a 37°C. para finalmente incubarlo
con anti IlgG humana conjugada con peroxidasa en dilucién 1:1 000; y tras cuatro lavados mas revelarlo con
30 mg de 4-cloronaftol diluidos en 10 ml de metanol y 50 ml de PBS con 50 ul de peréxido de hidrogeno al 30
%. Para la deteccién de posibles reacciones cruzadas se incluyeron sueros con anticuerpos de personas con
leishmaniasis cutanea. Como control positivo se utilizé el suero de sujetos con diagnéstico de miocardiopatia
chagdsica y como control negativo el suero de sujetos con cardiopatias sin criterio sugestivo de enfermedad
de Chagas. Los resultados obtenidos fueron comparados con el kit de diagndstico CHAGATEK-ELISA. (Lab.
Wiener-Argentina)
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D. Analisis estadistico

La estimacién de riesgo de transmision vectorial en relacion a la reactividad de los sueros se obtuvo con el analisis
estadistico inferencial con regresién logistica.

La seroprevalencia se calculé con la proporcién de los moradores con seroprevalencia para ELISA como para Wes-

tern Blott, comparado con la proporcion de casos mediante la prueba de T-Student. La sensibilidad, especificidad
y el valor predictivo se considerd estadisticamente significativos en aquellos valores con p<0.05.

l1l. Resultados
A. Area de estudio
El drea de estudio estuvo comprendida por los caserios de Palo Blanco, Monteverde y Pampa Laguna, ubicados

a una altitud comprendida entre los 450 a 850 msnm en el distrito de Cascas, provincia de Gran Chimd, region la
Libertad. (Fig 1)

Fig 1. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas en las areas de estudio del distrito de Cascas-Trujillo. Pert.

B. Estimacion del riesgo de transmision vectorial

Luego de la identificacién taxonémica seguin sexo y forma evolutiva, se hallé el indice de infestacién vectorial por
vivienda y por localidad de estudio, e indice de transmisién vectorial tripano-triatomino.

En el estudio de relacién entre seropositividad y el “conocimiento de insecto transmisor R. ecuadoriensis, P. chinai”
se obtuvo que existe una asociacién entre ambas variables (Tabla 1) en las areas de estudio.
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Tabla 1. Tritominos hallados en la areas de estudio
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Al analizar la relacién entre individuos seropositivos, sus viviendas y la referencia de mamiferos reservorios en
ellas, observamos que la presencia temporal o permanente de perros y cuyes en las viviendas son factores de
riesgo. También las aves (gallinas y los pdjaros) son factores de riesgo.

C. Estimacion de la seroprevalencia utilizando el ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
El tamizaje de los anticuerpos IgM e IgG en el suero sanguineo de los moradores de las localidades en estu-

dio, permitio identificar 23 casos seroreactivos de las 78 muestras analizadas. Indicando una seroprevalencia del
29,48% en los sueros en estudio.

Grafico 1. Seroprevalencia anti T cruzi en pobladores del
distrito de Cascas- region La Libertad
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La sensibilidad y especificidad de esta técnica se establecié en funcion a los valores de la densidad dptica (DO) en
las placas de micro titulacion de ELISA: 190-200: DO normal, 200-220: DO intermedio y 220 D.O reactivo.

GNP julio - diciembre 2017 367



Ofelia Magdalena Cérdova Paz Solddn y Franklin Roger Vargas Vasquez

Valoracion antigénica por ELISA

La técnica ELISA usando antigeno crudo ha mostrado una baja sensibilidad y especificidad en diluciones de
1/3200 cuya densidades éptica a 405nm estan por debajo del valor de corte.

Tabla 2. Valoracion antigénica de T. cruzi en la determinacion de la concentracién
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D. Estimacioén de la seroprevalencia utilizando el método de Western Blott
La confirmacion de la serologia reactiva en los moradores de las localidades en estudio mostraron 7 bandas re-
conocidas por los anticuerpos contra T. cruzi. Perfil de bandas de reconocimiento antigeno-anticuerpo que se
observaron en ambas localidades en las tiras de Western Blott. Se observa un reconocimiento de la bandas de 66
y 97 kDa en un 34,58% de los casos y en un 65,42% la banda de 14y 20 kDa.

Tabla 3. Serorreactividad de anticuerpos anti T. cruzi en dos localidades con transmisores del Mal de Cha-
gas. Distrito de Cascas
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SDS-PAGE al 20% bajo condiciones no reductoras y tefidas con Azul de Comassie: (a) Proteinas estandar. Del 1 al
30 sueros de pacientes en estudio.

Datos que permiten hacer el andlisis comparativo de sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA y Western
Blott en la seroprevalencia de anticuerpos anti T. cruzi en las tres zonas de estudios del distrito de Cascas- regién
La Libertad - Peru.

IV. Discusion

La enfermedad de Chagas es una patologia parasitaria muy importante en América Latina debido a que produce
seis veces mas anos de vida perdidos por discapacidad que las otras enfermedades parasitarias combinadas.
Constituye un problema de salud publica creciente para casi la cuarta parte de la poblacién latina y representa
enormes pérdidas econémicas en los paises endémicos'. Es emergente en nuestro medio debido principalmente
al incremento de las migraciones en las zonas rurales, lo que incrementa la prevalencia y genera una serie de ne-
cesidades en cuanto al diagndstico y manejo terapéutico de esta enfermedad, pero sobre todo respecto al control
epidemioldgico."

En el diagnéstico de infeccion por T. cruzi, se recomienda los métodos parasitologicos directos dado que permiten
demostrar la presencia del parasito en la muestra de sangre de pacientes que se encuentren en fase aguda.’ Sin
embargo, cuando la fase de infecciéon es indeterminada, crénica o se encuentra comprometiendo sistemas de
mayor complejidad como el sistema nervioso, es recomendable el uso de pruebas serolégicas para detectar an-
ticuerpos circulantes (inmunoglobulinas G) contra el parasito. Entre los métodos seroldgicos factibles de aplicar
tenemos el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) '°y el western Blott.’

Segun los hallazgos presentados en la tabla 2 se puede observar grandes variaciones en la especificidad y sensi-
bilidad de la prueba de ELISA, variaciones que han sido observadas por el empleo de antigenos purificados y/o
recombinantes; o modificaciones en la preparacién de los antigenos completos.’ En este sentido la sensibilidad
y especificidad de los métodos de diagndstico deben estar en relacion con el tipo de antigeno, sea al utilizar el
extracto total o soluble del parasito, o el poder ser detectada en los fluidos corporales como la sangre, incluso
cuando la parasitemia es baja. De manera que pueda permitir el diagnostico tanto en la fase aguda como en la
croénica, o el seguimiento del tratamiento de los pacientes chagasicos.?

Una alternativa para ello son las pruebas serolégicas, que constituyen importantes herramientas para estimar los
niveles de infeccion por el T. cruziy evaluar las medidas de control. No obstante ante una intervencién médica
a las personas positivas se recomienda confirmar el examen en suero® de por lo menos dos técnicas seroldgicas
con fundamentos metodoldgicos diferentes debido a la gran cantidad de reacciones cruzadas con anticuerpos de
individuos que padecen otras enfermedades parasitarias relacionadas.’

En este sentido, utilizando dos técnicas seroldgicas: test de ELISA (grafica 1) y de Western Blott (tabla 3) han mos-
trado niveles de IgG anti-T. cruzi lo suficientemente sensible en los sueros de la poblacién estudiada, y con densi-
dad éptica por encima del punto de corte. Hallazgos con seroprevalencia del 34, 5 % por encima de los hallados
en otros estudios realizado en zonas rurales con vigilancia instalada, con prevalencia fue de 1.0%, segun lo infor-
mado por la OPS*® Una prevalencia que debe tomarse como relevante en los programas de control de Chagas,
toda vez que se asocia a areas con antecedentes de infestacion triatominica’ y en donde aun persisten algunos de
los factores de riegos epidemioldgico caracteristico de esta enfermedad, tales como el tipo de vivienda, la cria de
cuyes en habitas intradomiciliarios y la persistencia del vector triatominico. (tabla 2)
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No obstante, otros estudios realizados en comunidades suburbanas y urbanas reportan seroprevalencia del 36%
y 4% respectivamente’ o en comunidades aisladas habitadas por indigenas o rurales' con evidencia serologica
de infeccion por T. cruzi del 37.7% en 679 personas estudiadas.’

En el Peru el programa de control de la enfermedad de Chagas se inicié en 19402. No obstante, muchas éreas
no reciben acciones de vigilancia, lo que explica la baja sustentabilidad de las acciones de control y por tanto un
aumento de la seropositividad, sobre todo en las poblaciones rurales dispersas.

En ausencia de acciones de control la re infestacion domiciliaria por insectos transmisores de T. cruzi aumenta
exponencialmente y activa la infeccién a mediano plazo. No obstante, nuestros datos sugieren una mayor se-
roprevalencia de enfermedad de Chagas, acorde con las condiciones epidemiolégicas de las dreas de estudio.'?

Por otro lado, se puede observar que en el presente estudio mostramos la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi,
en poblaciones rurales situadas en un area infestada por triatominos transmisores de T. cruzi."" Con seroposi-
tividad en edades superiores a los 50 afnos, resultados que plantean una infeccidon con T. cruzi hace mas de 30
anos; signo caracteristico de una infeccion crénica y no de una transmision activa de la enfermedad.'Si bien la
infestacién domiciliaria descendié de un 31,1% a 5,6% , estos hallazgos que se han observado en otras regiones
de Latinoamérica en la que se han identificado caracteristicas del domicilio y del peridomicilio asociadas a la
seropositividad.?’ indices de seroprevalencia a Trypanosoma cruzi que sugieren una transmision vectorial de la
enfermedad de Chagas en moradores en areas de riesgo del distrito de Cascas, que requieren ser atendidas en un
sistema de vigilancia de la incidencia de la enfermedad.”

Un estudio sobre la distribucion y prevalencia de la tripanosomiasis americana en reservorios de la enferme-
dad, contribuye significativamente en la deteccién de casos asintomaticos o con sintomatologia confusa'y en el
diagnéstico temprano de animales o humanos sospechosos o en riesgo de padecer estas enfermedades, criterios
relevantes a considerar en el control de la enfermedad.” O quizas simplemente para una asistencia farmacoldgica
adecuada, oportuna y eficiente que permita disminuir la densidad de la poblacién de infectados y con ellos los
focos endémicos de los parasitos.’

Por otro lado, los antecedentes de desinsectacién que se realizaron durante el afo 2002-2005 de R. ecuadoriensis
rociando el insecticida piretroide de accién residual (Beta cyfluthrina 5% PM).en la viviendas positivas para triato-
minos del distrito de Cascas’ sugiere que la reactividad para T. cruzi en la prueba de ELISA y/o western Blott puede
estar asociada a la fase indeterminada de la enfermedad.’ Hallazgos que se pueden comparar con los registrados
en los diferentes distritos comprometidos en el departamento de Arequipa, valores que van desde el 7.14 % en
Caraveli, 6.5 % en Tiabaya, 2001 y 3.33 % Huatiapilla, Ongoro y Andamayo - Castilla, 2002, 4.8% en Caraveli; en el
grupo escolar: 2.67 % en Huatiapilla, Ongoro y Andamayo - Castilla; de 1 a 15 afios 4.55 % en Uchumayo, 1990,
5.69 % en Caraveli; y 11.3% en escolares de 3 a 18 afos en Vitor.?

V. Conclusiones

1. Se ha demostrado la presencia de anticuerpos frente a Trypanosoma cruzi en moradores del distrito de Cas-
cas, siendo la primera vez que se detecta seroprevalencia

2. Sehadetectado la presencia de anticuerpos frente a T. cruzi en zonas suburbanas con antecedentes de infes-
tacién triatominica en el distrito de Cascas
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