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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una parasitosis producida por el Trypanosoma cruzi, que es un protozoario flagelado y este es transmitido por insectos de la familia Reduviidae.

Los parásitos infectantes salen en las deyecciones del vector y pueden introducirse al organismo a través del orificio de la picadura. La enfermedad se caracteriza clínicamente por la existencia de tres fases: aguda, indeterminada o latente y crónica, esta última puede causar miocarditis severa, agrandamiento de las vísceras huecas, tales como el colon, esófago, estomago.
El objetivo de  la investigación fue determinar la seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de la unidad educativa 6 de Junio-La Salle en el periodo Abril-Mayo de la gestión 2009.

Se realizo un estudio de tipo descriptivo, transversal y retrospectivo, una investigación de tipo no experimental.

Se realizo el estudio en una muestra de 160 estudiantes, mediante las pruebas de Inmunocromatografia por el método de STAT-PAK y el test Inmunoenzimàtico de ELISA para Chagas, prueba confirmatoria. Se obtuvieron 4 casos positivos y 156 casos negativos, el intervalo de edad donde existe mayor prevalencia de serologìa positiva para la enfermedad de Chagas es  el  de estudiantes comprendidos entre los 9 a 10 años, donde se obtuvo 2 casos positivos equivalente al 1.3%, con menor número de casos positivos los estudiantes de 7 a 8 años con un caso positivo (0.6%) y el de 13 a 14 años con un 1 caso positivo (0.6%).

Se socializo los resultados de la investigación con los padres de familia, profesores y autoridades de la unidad educativa 6 de Junio-La Salle, donde se entregaron los certificados de los niños con serologìa positiva y las explicaciones de las medidas que deben seguir para que los estudiantes puedan establecer el tratamiento
INTRODUCCIÓN

A.- DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA

Chagas es una enfermedad parasitaria producida por el Trypanosoma cruzi, que es un protozoario flagelado y este es transmitido por insectos de la familia Reduviidae.

Los parásitos infectantes salen en las deyecciones del vector y pueden introducirse al organismo a través del orificio de la picadura. Si la picadura está cerca del ojo, la infección no atraviesa la piel sino que se adhieren a las mucosas de ese órgano.
La enfermedad se caracteriza clínicamente por la existencia de tres fases: aguda, indeterminada o latente y crónica, esta última puede causar miocarditis severa y menos frecuentemente, agrandamiento de las vísceras huecas, tales como el colon, esófago, estomago. 
 
Los principales mecanismos de transmisión son los siguientes: picadura del vector infectado, transfusión sanguínea, transplante de órganos y placentaria. 

Fase aguda: el infectado sufre fiebre y dolores estomacales y una molestia general, pero éste es el efecto inmediato, ya que después esos síntomas desaparecen unos 20 años.

Fase latente: en esta etapa, el corazón comienza a agrandarse por las cardiopatías, por el mayor esfuerzo cardiaco que debe realizar la persona. También el colon comienza a sufrir cierto agrandamiento y la persona se constipa. El médico explica que la enormidad del músculo vital es común en esta enfermedad. Es lo que se llama el corazón chagásico, no sólo por las falencias que comienza a sufrir, sino por su tamaño.

Fase crónica: el corazón ya tiene lesiones, y si ya está dañado significativamente, el mal es irreversible. Las arritmias son frecuentes; los estreñimientos, severos, y el parásito ya afectó las terminaciones nerviosas. Sólo el 30 por ciento de los infectados llegará a desarrollar la enfermedad hasta esta fase. La muerte sobreviene súbitamente con un ataque al corazón.

Se tiene conocimiento que esta enfermedad es endémica en amplias regiones de América Central y del Sur donde afectaría cerca de 18 millones de personas y donde 90 millones se encuentran en riesgo de adquirir la infección.

Según las estadísticas del año 2006 se indica que el número de personas infectadas con la enfermedad de Chagas en 
todo el país asciende a 953.073, según el Ministerio de Salud y Deportes. También se indica que la enfermedad creció en 10 por ciento entre 2003 y 2006.  Para la organización no gubernamental Plan Internacional, una de las razones para el crecimiento es el flujo migratorio interno. El leve aumento ocurre en las principales zonas endémicas: Chuquisaca y Tarija, y se debe al comportamiento del vector, que en estos departamentos se reproduce dos veces al año, eso eleva la infestación —presencia de la vinchuca en los domicilios—, ya que en el resto del país sólo se reproducen una vez al año. La migración de personas que viven en zonas que no son endémicas a lugares cálidos a donde se dirigen a trabajar la tierra, como el oriente o los Yungas.  La infestación se redujo al mínimo en las zonas rurales de los dos departamentos afectados: 3 por ciento luego de 10 años de trabajo.

Se advierte de que 3,5 millones de bolivianos están bajo riesgo de contraer esta enfermedad porque el 60 por ciento del territorio tiene las características para 
el hábitat de la vinchuca. La vinchuca es un insecto habituable, es decir que bien puede vivir en el altiplano como en el valle, ya que su hábitat puede estar entre los 300 y los 3.200 metros sobre el nivel del mar.

Se detalla que, de las personas con el mal contadas en 2006, 381.229 eran mayores de 15 años, mientras que 571.844  eran menores. 

Los  trabajos de prevención de las organizaciones que combaten la enfermedad de Chagas tienen como meta la población  menor de 15 años, porque es más efectivo tratar a jóvenes y porque la enfermedad se manifiesta entre 20 y 25 años después de la infección. Lo que se evita  es que se desarrolle en edad productiva.
 
Lo anteriormente enunciado ha motivado al investigador a desarrollar el presente trabajo en estudiantes con edad comprendida entre 5 a 14 años de edad de la unidad educativa 6 de Junio- La Salle.
El problema no radica en curar la enfermedad antes de que comience a tener efectos cardiacos, sino en prevenir con los hábitos de vivienda correctos, sobre todo la limpieza minuciosa del hogar

B.- FORMULACIÓN DEL PROBLEMA
¿Cual es la seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de edad en  la unidad educativa 6 de Junio-La Salle en el periodo de Abril-Mayo de la gestión 2009? 
C.-JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA
La prefectura del Departamento de Tarija a través del Servicio Departamental de Salud (SEDES) esta llevando a cabo el proyecto de control de la Enfermedad de Chagas que tiene por objetivo la detección precoz de esta enfermedad en niños, ante la oportunidad el investigador se adhiere a esta campaña para coadyuvar en el desarrollo de las pruebas serológicas.
Se investiga la seroprevalencia de la enfermedad del Chagas con el fin de conocer los casos positivos de estudiantes de la  unidad educativa 6 de Junio- La Salle
La importancia de esta investigación se centra en el hecho de diagnosticar y tratar a niños y adolescentes porque es más efectivo tratar esta enfermedad en este rango de edad puesto se evita que se desarrolle en edad productiva, mejorando la calidad de vida de los estudiantes ya que se evita futuras complicaciones de la enfermedad donde ya existe una afección de órganos irreversible.
Los niños que serán parte de esta investigación se beneficiaran por cuanto en caso de serología positiva, el tratamiento será financiado con recursos del Servicio Departamental de Salud  Tarija.
El hecho de realizar esta investigación implica la adquisición de nuevos conocimientos y destrezas técnicas para el investigador.
D.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
· Establecer la seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de edad en  
la unidad educativa 6 de Junio-La Salle en el periodo de Abril-Mayo de la gestión 2009




OBJETIVOS ESPECÍFICOS

· Determinar la prevalencia serológica de la infección por Trypanosoma cruzi mediante la técnica de Inmuno cromatografía por el método de STAT - PAK 
· Confirmar los casos positivos mediante el test de ELISA, para dar un diagnostico certero.
· Establecer el rango de edad en los niños en el que existe mayor prevalencia de serologìa positiva para Chagas.
· Informar los resultados de la Investigación a profesores y padres de familia del colegio 6 de Junio-La Salle, estableciendo recomendaciones  para prevenir la enfermedad y realizar el tratamiento correspondiente en caso necesario.
E.-HIPÓTESIS

La Seroprevalencia de la enfermedad de Chagas, en los estudiantes comprendidos entre los 5  a 14 años de la unidad educativa 6 de Junio-La Salle, en el periodo Abril a Mayo de la gestión 2009, es del 10% de casos positivos. 
F. VARIABLE


F.1.-IDENTIFICACIÓN DE LAS VARIABLES


Variable Independiente: Enfermedad de Chagas

Variable independiente: Edad
F.2-DEFINICIÓN CONCEPTUAL DE LA VARIABLE

Enfermedad de Chagas: Se define la enfermedad de Chagas como una parasitosis producida por el Trypanosoma cruzi, que es un protozoario flagelado y 
este es transmitido por  insectos de la familia Reduviidae.

Edad: Se considera edad como el número de años cumplidos.

F.3.-OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES

	Variable
	Tipo
	Escala
	Descripción
	Indicador

	Enfermedad de Chagas
	 Cuantitativa
	 
	Según STAT-PAK Inmunocromatografia por el método de Stat Pak: Formación de bandas de color.
	 

	
	
	Positivo
	 La aparición en el lapso de 15 minutos de dos líneas color rosa - púrpura, una en el área control y otra en el área test.
	Porcentaje de pacientes con enfermedad de Chagas según STAT-PAK positivo

	
	
	Negativo
	 La aparición de una sola línea color rosa - púrpura, en el área control y ninguna en el área test.
	Porcentaje de pacientes con enfermedad de Chagas según STAT-PAK negativo


	Enfermedad de Chagas
	 Cuantitativa
	 
	Según ELISA
	 

	 
	 
	
	Valor del cut.off (punto de corte), en base a los valores de los controles positivos y negativos

	

	 
	 
	Positivo
	 Un suero será positivo cuando su absorbancia sea mayor que el valor del cut - off
	Porcentaje de pacientes con enfermedad de Chagas determinado por ELISA

	 
	 
	Negativo
	 
Un suero
 será negativo cuando su absorbancia sea menor que el valor del cut - off
	 

	Edad
	 Cuantitativa
	5 a 6
	Numero de años cumplidos
	 Porcentaje de pacientes con enfermedad de Chagas según edad.

	
	
	7 a 8 
	
	

	
	
	9 a 10
	
	

	
	
	11 a 12 
	
	

	
	
	13 a 14
	
	


CAPÍTULO I

MARCO TEÓRICO
1.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

El descubrimiento de la tripanosomiasis americana, del parasito, de su vector y de las principales manifestaciones de la enfermedad en el hombre se debe al  Doctor dedicado a la investigación Carlos Chagas. En 1907 se presentaron problemas sanitarios que comprometieron la prosecución del tendido del ferrocarril Central de Brasil, Chagas fue enviado para erradicar la epidemia de malaria entre los trabajadores de ferrocarril, instalándose en Lassance. Durante su estadía en la región Chagas detiene su atención sobre unos insectos hematófagos, que se hallaban en abundancia en las habitaciones precarias de la población, y que se alimentaban durante la noche de sangre del hombre y de animales domésticos que habitaban los ranchos.

Verifico que las heces de los insectos se encontraban infectadas por tripanosomatídeos que denominó Schizotrypanum cruzi, en honor a su profesor a Oswaldo Cruz. Subsiguientemente pudo recuperar los mismos parásitos de la sangre de individuos que habitaban tales viviendas; de esta manera descubrió la enfermedad y encontró después de varios estudios, que en su fase crónica ocurrían lesiones en el miocardio.

Este mismo investigador estudio en forma completa la enfermedad, en sus aspectos parasitológicos, epidemiológicos y clínicos. En los siguientes años se hicieron nuevos hallazgos de vectores y casos humanos en otros países americanos.
En Colombia Cesar Uribe  Piedrahita en el año 1923, encontró los mismos flagelados en deyecciones de reduvídeos, procedentes de Tolima.
Brumpt, por la misma época encontró vectores en Boyacá, Meta y los Santanderes. Bonilla Naar en 1941, publico el caso de un niño con T. cruzi y a partir de esta fecha comenzó la búsqueda sistemática del parasito en diferentes poblaciones.

1.2 DEFINICIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis, es decir una enfermedad que afecta tanto al hombre como a numerosos animales mamíferos que es producida por un protozoo flagelado, el Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos de la familia Reduviidae
. En el hombre, la infección puede ser congénita o adquirida y afecta en grado variable a diversos órganos y sistemas, especialmente el corazón y el tubo digestivo.   

1.3  MODOS DE TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
1.3.1 TRANSMISIÓN VECTORIAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Es la principal vía de transmisión, en el 80% de los casos, la enfermedad en los humanos se debe a la transmisión vectorial, a través de las heces del Triatoma. Esta se da cuando a través de las heces del insecto penetran los parásitos por la herida que causa la picadura,  por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos, boca o nariz, viéndose fácil su entrada llegando al torrente sanguíneo. 

En las regiones donde la enfermedad de Chagas es endémica, la transmisión vectorial, es la principal forma de transmisión en condiciones naturales y el hombre contrae la infección básicamente dentro de su propia casa.
En Bolivia el vector de mayor importancia es el triatoma infestans, popularmente conocido como vinchuca.

Este modo de transmisión se debe mencionar, el importante rol que juegan los animales domésticos (perro, gatos, conejos) y silvestres (roedores, armadillos) manteniendo los ciclos domiciliario, peri domiciliario y silvestre de la enfermedad. Las aves de corral y en especial las gallinas, aunque son refractarias a la infección. Al constituirse en una fuente importante de alimento para las vinchucas, atraen a estas hacia la vivienda humana.

El Triatoma pertenece al reino animal, al filum de los artrópodos, clase de los insectos, orden de los hemípteros, familia de los reduvidae, y a la subfamilia de los triatomas.

Es el vector de la enfermedad de Chagas, pues es el responsable de la transmisión de la misma, se distingue de las otras subfamilias por el rostro recto, el tamaño de los triatomíneos adultos varia entre 1.5 y 3 cm de longitud, el color es variable según las especies. La cabeza es alargada, poseen un par de ojos prominentes por delante de los cuales emergen un par de antenas, cuyo punto de implantación sirve para la diferenciación de los géneros. El tórax es quitinoso y su segmento anterior o pronoto, tiene forma de escudo. Las alas son dobles y se mantienen dobladas sobre el dorso, aunque unas pocas especies no poseen alas y en general los triatomíneos son más caminadores que voladores. El abdomen puede tener pigmentación de colores vistosos, que ayuda a la clasificación. 
Como todo integrante de la clase insectos tiene 6 patas, y el cuerpo dividido en tres partes, a) cabeza, b) tórax y c) abdomen donde internamente esta casi todo el aparato digestivo  y el reproductor .

Los Reduvidae componen 17 subfamilias, de las cuales dos viven fuera de América, las Trebelocephalinae, de la región oriental y los Holoptilinae en Etiopía.

La complicada anatomía de los triatomas corresponde a la de los insectos, con un mejor desarrollo del mesenteron, como es característico en los hemípteros.

El Triatoma infestans es doméstico, es decir puede vivir y reproducirse en cautiverio, para ello necesita un lugar con temperatura de entre 20 a 30 °C, con humedad relativa de ambiente de 70 a 80 %, y alimento que consiste en sangre, que provendrá de gallinas, palomas u otras aves, o del mismo hombre
La alimentación es fundamental para la copula, los machos pueden copular diariamente, aunque en general prefieren hacerlo cada 2 o 3 días, las copulas exitosas dejan a las hembras preñadas, por un tiempo de hasta 5 a 6 meses, y se ha comprobado que no hay feronas, de atracción sexual, al menos de las que captan las antenas y que los estímulos no son visuales, podrían en cambio ser auditivos o de contacto físico. Se reproducen mediante huevos y hacen una metamorfosis incompleta pasando por  5 estadios ninfales antes de llegar a adulto. Para que haya un buen desarrollo de los huevos y posteriormente de las ninfas, es necesario que exista alimentación, humedad y temperatura adecuadas
La postura de huevos comienza con los primeros calores y se prolonga por todo el verano. En la naturaleza las hembras ponen entre 20 y 200 huevos, número diferente del que ponen en cautiverio, donde las condiciones de alimentación, temperatura y humedad son adecuadas. El insecto descrito se esconde de día, y de noche sale a comer, es atraído por la temperatura corporal, y tiene un sistema de captación de calor que lo hace ver  donde están los cuerpos que son de sangre caliente. 
 VER ANEXO Nº 1
1.3.2 TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POR TRANSFUSIÓN SANGUÍNEA 

La enfermedad de Chagas transmitida por transfusión sanguínea se consideraba como una importante vía de transmisión puesto que se presentaba en aquellas zonas endémicas donde los donadores de sangre tenían parásitos circulantes.

La mayor parte de los países de Latinoamérica tiene leyes, regulaciones o normas que hacen obligatorio el tamizaje o descarte de los donantes de sangre, no tan solo para Trypanosoma cruzi, sino que además para otras infecciones, y de esta manera se logro controlar la transmisión de la enfermedad por vía sanguínea.

1.3.3 TRANSMISIÓN TRANSPLACENTARIA DE LA ENFERMEDAD DE         CHAGAS
 A pesar que probablemente la infección transplacentaria del Trypanosoma cruzi presenta una frecuencia alta, hasta la fecha en los países endémicos se han implementado pocos sistemas de intervención sobre este mecanismo de transmisión.

La transmisión transplacentaria al feto en formación, se puede producir en cualquier etapa de la infección materna, en embarazos sucesivos, gemelares, y generalmente se producen fetopatías pero no abortos. El  niño al nacer puede presentar una amplia gama de manifestaciones que van desde recién nacidos aparentemente sanos y de peso adecuado a la edad gestacional (90% de los casos) hasta cuadros graves que pueden llegar a ser mortales con niños de bajo peso, prematuros con hepatoesplenomegalia. 

La incidencia de la transmisión trasplacentaria es variable, dependiendo de los métodos diagnósticos empleados al nacer y al grupo estudiado. En general la incidencia varía entre los países, oscilando entre un 0,75% en la Argentina en la década del 70 y en la última década entre 18,5 a 25% en Bolivia y Chile respectivamente. 

De acuerdo a estos datos una estimativa anual de la incidencia de enfermedad de Chagas transplacentaria en los países del Cono Sur oscilaría con una incidencia de 3% entre 5967 recién nacidos infectados por año y 19.889 niños afectados transplacentariamente por este mecanismos en el caso de una incidencia de 10% . 

La aparición de todos estos casos nuevos por año en cada país justifica la implementación de un programa de intervención transplacentaria, más aún que todos los niños infectados y diagnosticados precozmente curan evitándose con ella la perpetuación de la infección que puede en el futuro determinar una población chagásica mantenida a pesar del control vectorial. 

1.3.4 TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POR TRANSPLANTE DE ÓRGANOS 
Principalmente se ha descrito en transplante renal, sobre todo en receptores que sean cero negativos para la enfermedad de Chagas, a los cuales se les implanta un riñón infectado con T. cruzi. 
  
1.3.5 TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POR LECHE MATERNA

Se han registrado varios casos de infección  chagásica atribuida a la lactancia materna, en uno de los casos se encontraron tripomastigotes en la leche de la madre. Aunque esta forma de transmisión es muy poco probable, no se restringe la alimentación con leche de las madres infectadas. 
1.3.6 TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POR VÌA DIGESTIVA 

La ingestión de carne cruda o sangre de animales infectados permite la entrada del parasito por las mucosas. Se realizo demostración en animales pero no se ha documentado casos en el ser humano. 
1.3.7 TRANSMISIÓN ACCIDENTAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
El personal que trabaja en laboratorio con parásitos vivos, existe potencialmente la posibilidad de inoculación accidental. Esta es una forma de transmisión poco frecuente que causa la mayoría de las veces la forma aguda de la enfermedad.

1.4 EPIDEMIOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de salud pública en diversos países latinoamericanos. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud existirían alrededor de 24 millones de personas infectadas en el continente. Los triatomas que transmiten la infección por T. cruzi, se distribuyen en un área que se extiende desde el sur de California hasta la región central de la Argentina. En esta extensa región, prevalecen las condiciones ecológicas favorables para la transmisión y la mantenciòn de la parasitosis. La severidad e irreversibilidad de las lesiones cardiacas y de otros órganos, provocan invalidez y mortalidad entre los grupos económicamente activos. Sin embargo, las estadísticas sanitarias no reflejan la verdadera magnitud del problema, porque la enfermedad prevalece en zonas suburbanas o rurales donde la atención médica no capta en su integridad la importancia de la infección. El conocimiento de la magnitud de la infección chagàsica y su repercusión sobre la salud y la economía de los países latinoamericanos, varía grandemente y en especial, sus formas clínicas. En esta situación influye la deficiente investigación clínica, la falta de recursos para el diagnóstico, la ausencia de estudios anatomopatológicos, sobre todo en las muertes súbitas que ocurren en el área, rural.

En Bolivia las áreas de endemia se extienden desde la zona de los valles de los Andes (1000-2800 metros de altitud) al plano (400 metros de altitud). El vector predominante es el T. infestans. Aunque se carece de estudios sistemáticos sobre la prevalencia, las formas cardiacas y las mega formaciones digestivas serian más frecuentes en la zona de los valles.

Desde esta situación eminentemente rural, el insecto ha invadido los alrededores de las zonas urbanas, las cuales constituyen centros de atracción industrial, con emigración de gente en busca de mejores expectativas económicas. Al trasladar consigo sus enseres y utensilios, han llevado también triatomas infestando así las poblaciones marginales de las ciudades. Incluso se han encontrado triatomas en vagones de ferrocarril.

La prevalencia de infección en este, determinada mediante la aplicación del xenodiagnostico, varía entre 8 y 10 %, pero aumenta al 18% al emplearse pruebas serológicas. Se estima el número de los infectados en 350.000. Las formas crónicas, la cardiopatía  y la mega formación digestiva, son frecuentes, en cambio las formas agudas son excepcionales, salvo las congénitas.
 

El Departamento de Tarija, comprende 11 municipios de los cuales 10 tienen la presencia del vector (Triatoma Infestans)  excepto el municipio de Bermejo en el cual no  existe la presencia de Triatoma Infestans (vinchucas). 

Uno de los indicadores de salud más importantes tanto a nivel nacional como departamental es el de la Enfermedad de Chagas la cual  afecta al 70% del total de la población del Departamento, el análisis de estos niveles de infestación muestran claramente el gran problema de Salud Pública, aún más si se consideran los factores socio culturales que favorecen la presencia de la enfermedad de Chagas. Otros indicadores nos muestran porcentajes elevados en la transmisión congénita de madre a niño que es el 8% y la seroprevalencia de mujeres embarazadas es de 42% a nivel departamental. 

1.5 FACTORES DE RIESGO DE LA INFECCIÓN 

Para la adecuada transmisión de T. cruzi se requiere que existan reservorios del parasito en cercanía de los vectores y la presencia del ser humano. Los factores que influyen en la transmisión se dividen en tres grupos: biológicos, ambientales y sociales.

1.5.1 FACTORES BIOLÓGICOS
 La tripanosomosis americana es una antropozoonosis que se encuentra muy difundida entre los animales silvestres y domésticos de las zonas tropicales y subtropicales del continente americano. La transmisión depende de:
1.5.1.1 Reservorios
 Los animales con el parasito en la sangre son fuente de infecciones para los vectores y estos ponen en riesgo al ser humano. La cercanía de los animales a las viviendas ayudan a la infección intradomiciliaria pero el parasito puede persistir haciendo ciclos peri domiciliarios o selváticos. Entre los principales animales silvestres que actúan como reservorios están los armadillos (Dasypus novemcinctus) y las zarigüellas (Didelphys marsupiales). También se han encontrado murciélagos infectados y con menos frecuencia la rata común (Rattus sp).

Pocos primates se infectan en condiciones naturales. Las aves son refractarias a la infección. Entre los principales animales domésticos que pueden albergar el parasito están los perros, que habitan dentro de las viviendas o en el peri domicilio.
1.5.1.2 Parásitos
 En la especie T. cruzi existen cepas con diferentes virulencia o infectividad. También influye el estadio del parasito en el momento de la ingestión por el triatomineo.

1.5.1.3 Vectores
 El mayor riesgo de infección es intradomiciliario en donde se han asentado los triatomineos hematófagos infectados. La transmisión esta relacionada con los hábitos de alimentación de los vectores, su grado de antropofilia, la adaptación del insecto a las viviendas del ser humano o de los animales, la densidad de las colonias y la cercanía de los animales reservorios para su alimentación.

1.5.2 FACTORES AMBIENTALES
 La altitud de las regiones geográficas esta relacionada con las condiciones para el establecimiento y reproducción de los vectores. Se han recolectado triatomineos hasta una altura de 2.000 metros sobre el nivel del mar. Además requieren de un hábitat adecuado para la vida de los reservorios naturales, que son la fuente de alimentación indispensable para su ciclo de vida. La temperatura y humedad controlan la dinámica de la población de triatomineos que puede variar según el clima predominante de las distintas épocas del año.

1.5.3 FACTORES SOCIALES
 El tipo de construcción de las viviendas es factor primordial para el establecimiento de los triatomineos, sobre todo las habitaciones destinadas a dormitorios y que están construidas inadecuadamente con palos, barro, bahareque, paredes sin revocar y techos de paja o de hojas de palma, que son excelentes sitios o de hojas de palma, que son excelentes sitios para la colonización de los insectos. Los vectores extradomiciliarios habitan generalmente en cuevas, plantas palmas, etc. En donde tienen acceso a reservorios. Con frecuencia estos vectores son llevados por el hombre a sus viviendas en palos, hojas de palma para hacer los techos, leña u otros materiales. Las migraciones de poblaciones que llevan los enseres domésticos transportan en ellos los vectores infectados a nuevos sitios o viviendas.
  
1.6 AGENTE ETIOLÓGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
 Se considera que la especie T. cruzi es un conjunto de poblaciones de parásitos que circulan entre reservorios animales, humanos y en los vectores intradomiciliarios y silvestres. Se adopto el subgénero Schizotrypanum para designar a los tripanosomas que se multiplican intracelularmente en los vertebrados, por esto el nombre taxonómico completo es Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi.

La forma flagelada de T. cruzi se encuentra en la sangre circulante de las personas o animales infectados, primordialmente en los periodos agudos o iniciales de la infección. Esta forma circulante se conoce con el nombre de tripomastigote, es alargado, fusiforme y su tamaño es alrededor de 20 micras de longitud. Posee un núcleo grande cerca de la parte central y a lo largo de su cuerpo tiene una membrana ondulante bordeada por un flagelo, que se inicia en el quinetoplasto y sale del parásito por el extremo anterior. VER ANEXO Nº 2
El quinetoplasto es una red fibrosa que contiene aproximadamente el 20 % del ADN total del parásito, presente en su mitocondria y que está localizada en la región subterminal de la parte posterior del protozoo, formada por la unión del cuerpo parabasal y el blefaroplasto, el primero es el mas grande y el segundo es puntiforme. El tamaño notoriamente grande del quinetoplasto constituye una de las principales caracteristicas morfológicas que lo va a diferenciar de otras especies de tripanosomas. Los parásitos presentan marcado pleomorfismo y se conocen formas anchas, formas delgadas e intermedias. Mediante estudios isoenzimàticos se diferencian grupos de cepas que conforman zimodemos. Los principales son Z1, Z2, y Z3. La mayoría de las cepas Z2 han sido aisladas de pacientes con la enfermedad crónica, mientras que las Z1 y Z3 proceden de vectores y reservorios salvajes.
 

El tripomastigote de aspecto fusiforme, de unos 20 um de largo, con citoplasma granuloso y con un núcleo central vesiculoso. Posee un kinetoplasto subterminal posterior al núcleo del cual emerge una membrana ondulante que recorre al parasito y en cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por la extremidad anterior. El tripomastigote se lo encuentra en sangre circulante de los mamíferos y en el intestino posterior de los triatomas, en los mamíferos es el diseminador de la infección por vía sanguínea.
 

El tripomastigote sanguíneo en el huésped vertebrado tiene predilección por los macrófagos, células del sistema retículo endotelial, tejido muscular cardiaco, muscular estriado, muscular liso y menos frecuente por tejido nervioso. Dentro de estas células el tripomastigote sanguíneo se transforma en amastigote, el cual se caracteriza por ser redondeado u oval, multiplicarse por división binaria, medir aproximadamente 1.5 a 4 micras de diámetro y no poseer flagelo. Los amastigotes se aglomeran dentro de las células formando nidos similares en su morfología, a las formas amastigotes del género Leishmania. Dentro de su ciclo celular del parásito también adopta una forma intermedia, de tamaño un poco menor que el tripomastigote, llamada epimastigote.

El epimastigote es de aspecto fusiforme con un kinetoplasto localizado por delante del núcleo o a su nivel y presenta corta membrana ondulante y un flagelo libre. Es la forma de multiplicación del parásito en el intestino del triatoma.
 

1.7 CICLO DE VIDA DEL TRYPANOSOMA CRUZI
1.7.1 CICLO DE VIDA DEL TRYPANOSOMA CRUZI EN EL VECTOR 

El tripanosoma penetra en el sistema digestivo  del Triatoma (huésped intermediario)  con forma de tripomastigote, que es el clásico tripanosoma con su membrana ondulante en el borde del cuerpo.

Cuando el tripanosoma pasa al estomago del triatomineo, vinchuca,, sufre trasformaciones, adoptando forma de esferomastigote, la cual, como indica el nombre, es esferoidal, provista de un pequeño flagelo.

Es común encontrar a los esferomastigotes unidos entre sí, se supone; que por puentes citoplasmáticos; que se forman para provocar intercambio de ADN.

Según algunos autores, en el intestino medio, del insecto; se localizan dos clases de epimastigotes, estos se caracterizan por tener el núcleo desplazado hacia un extremo y el kinetoplasto y el flagelo con restos de membrana hacia el otro extremo.

Unos epimastigotes son finos y otros son gruesos, los gruesos son más cortos y se dividen rápido, los finos aparecen en más cantidad en el último tramo del intestino del insecto, por lo que se especula que podrían ser los infectantes.

Otros autores establecen que los esferomatigotes que no pasan a la forma de epimastigotes son los que más adelante en el tracto intestinal posterior  dan las formas de tripomastigotes metaciclicos infectantes para el huésped vertebrado
.
 Por lo general el vector se torna infectante 20 días después de una comida de sangre contaminada y permanece así toda su vida, que es de un año aproximadamente.
 
El insecto vector debe ser considerado como un elemento reproductor del parásito ya que por cada T. cruzi que ingiere el insecto, salen con las deyecciones cientos de parásitos. Es importante señalar que fuera del tubo digestivo no se ha demostrado la presencia del T. cruzi en los insectos, de modo tal que ni el pseudo celoma ni las glándulas salivares son invadidas por el parásito.
 
1.7.2 CICLO DE VIDA DEL TRYPANOSOMA CRUZI EN EL HUÉSPED VERTEBRADO

En el mamífero, los tripomastigotes metacìclicos se introducen en las células del tejido celular laxo vecino al sitio de penetración y adquieren la forma de amastigotes. Los amastigotes se multiplican por fusión binaria, repletan la célula, que termina por romperse y salen los parásitos a la circulación bajo el aspecto de tripomastigotes, diseminàndose por todo el organismo. Estos tripomastigotes penetran en nuevas células, se transforman en amastigotes para reproducirse, romper las células repletas de parásitos y vuelven a circular como tripomastigotes, repitiendo muchas veces este ciclo, en la sangre circulan los tripomastigotes que son incapaces de multiplicarse, y en el interior de las células se encuentran los amastigotes los cuales constituyen la forma de multiplicación del parásito. El ciclo biologico se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los triatomas hematófagos.
 
El periodo en el cual existe gran cantidad de parásitos en los tejidos, formas amastigotes, y en la sangre formas epimastigotes y tripomastigotes, caracteriza al periodo agudo de la infección. Luego al desarrollarse las defensas específicas del huésped, humorales y celulares especialmente estas últimas, las formas circulantes y tisulares van siendo destruidas, quedando solo algunos nidos de formas de amastigotes en zonas donde existen escasos anticuerpos o tienen poco acceso a ellos. Este periodo con muy pocos parásitos en reproducción caracteriza la fase crónica de la infección.
 VER ANEXO   Nº 3
1.8 PATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En relación con el hospedero los animales de sangre fría y las aves son naturalmente refractarios al T. cruzi. En los mamíferos, animales susceptibles, se desarrolla una inmunidad parcial contra el T. cruzi aunque se conocen diversos grados de inumidad humoral y celular en las infecciones parasitarias, se ignoran muchos aspectos de los mecanismos involucrados. En la fase aguda de la infección algunas de las lesiones probablemente se deban a la presencia de los parásitos, pero las lesiones inflamatorias de la fase crónica se producirían por mecanismos inmunitarios. En efecto, en la fase crónica las lesiones del corazón y del tubo digestivo se caracterizan por la presencia de infiltrados linfocitarios difusos y son muy escasos los parásitos tisulares. En la cardiopatía crónica, es probable la existencia de una respuesta inmune mediada por linfocitos contra el tejido cardiaco, puesto que se puede observar una citòlisis de las células musculares vecinas a los linfocitos y sin la presencia de parásitos.

Se ha demostrado que en la inflamación en la enfermedad de Chagas participan mecanismos inmunitarios. La mayoría de los ratones susceptibles inoculados con el T. cruzi mueren alrededor del décimo día de la infección y presentan un intenso parasitismo tisular pero sin miocarditis. En los animales sobrevivientes y que pasan a la fase crónica, se observa en el miocardio un progresivo aumento de las lesiones inflamatorias, junto a una disminución y desaparición del parasito in situ. Si bien existe una precoz sensibilización del sistema inmune, se viene a manifestar como una reacción inmunitaria mediada por células, a partir de la segunda semana de la infección.

En el hospedero vertebrado, el T. cruzi produce una destrucción de células y de tejidos que resulta proporcional a su velocidad de multiplicación, como es un protozoo que se multiplica en el interior de las células, se forman pseudoquistes, que antes se conocían como nidos leishmanioides. Al comienzo de la infección, el organismo reacciona con una inflamaciòn predominantemente polimorfonuclear y con la aparición de anticuerpos sèricos aglutinantes y precipitantes. A medida que continúa la multiplicación endocelular del tripanosoma, los componentes antigénicos, constituidos por los parásitos muertos y el material proteico de las células destruidas, determinan una inflamación predominantemente linfoplasmocitaria y un ascenso de los títulos serològicos. Las parasitemias, al comienzo muy elevadas se van haciendo escasas. La inflamación va aumentando progresivamente, lo que contrasta con la disminución hasta casi desaparecer de los pseudoquistes en los tejidos. 

En la enfermedad de Chagas existe compromiso de los órganos ricos en sistema reticuloendotelial (ganglios linfáticos, hígado y bazo), sistema nervioso central, miocardio y órganos huecos especialmente el tubo digestivo. 

En la fase aguda de la infección se observa un aumento del volumen de los ganglios linfáticos, espleno y hepatomegalia, meningoencefalitis y cardiomegalia por la dilatación de las cavidades del corazón.

En la fase crónica el compromiso se centra fundamentalmente en el miocardio y en el tubo digestivo.

En estos casos se desarrollan enormes cardiomegalias por la dilatación e hipertrofia del miocardio, con zonas de adelgazamiento de la pared ventricular que puede ocasionar un verdadero aneurisma, sobre todo en la punta del corazón. El tubo digestivo, principalmente el esófago y el colon aparecen elongados y muy dilatados, con importante hipertrofia de la capa muscular, son los megas digestivos tan característicos de la fase crónica de la tripanosomiasis.

El estudio histológico de la enfermedad de Chagas revela, ante todo, lesiones vasculares y perivasculares, alteraciones cuali y cuantitativas de los plexos nerviosos periféricos y del Sistema Nervioso Central e inflamación de tipo exudativo, productivo y con distintos grados de fibrosis según la etapa de la infección.
 
1.9 SINTOMATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
De la forma adquirida y congénita de la enfermedad de Chagas
1.9.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS ADQUIRIDA
Despuès de un periodo de incubación estimado entre 4 y 14 días se desarrolla la enfermedad en la cual se distinguen los periodos: Agudo, Latente o Indeterminado y Crónico.
 

1.9.1.1 PERIODO AGUDO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Dura entre 20 y 30 días. Es cuando los parásitos están solamente en la sangre. En general, pasa desapercibida por la falta de síntomas y signos y cuando existen, al no ser específicos (fiebre, malestar general, dolor de cabeza, agrandamiento del hígado y bazo), se la confunde con otras enfermedades y por ello muchas veces se dificulta el diagnóstico, solo alrededor del 5 % de los infectados hace la etapa aguda sintomática, si bien el periodo agudo se puede presentar a cualquier edad es mucho mas frecuente en niños. Si la vía de contagio es por la vinchuca y ésta pica cerca del ojo, se inflama la zona y el edema indoloro que se produce, es un signo característico de la afección, pero no siempre pica en la cara.
También en algunos casos puede llegar a ser muy grave (formas: Cardiológicas y/o Neurológicas), sobretodo en niños y recién nacidos de bajo peso, que de no ser tratados precozmente, son rápidamente mortales.

1.9.1.1.1 CHAGOMA DE INOCULACIÓN

La primoinfección o chagoma de inoculación habitualmente se produce en la cara, pero también puede afectar otros sitios. Cuando los tripomastigotes invaden la piel peri orbitaria o conjuntival, se produce el complejo oftalmoganglionar o signo de Romaña-Mazza, caracterizado por un edema peri ocular unilateral, bipalpebral, elástico, duro, de color violáceo (ojo en tinta) e indoloro, que puede dificultar la apertura parpebral, se presenta además escasa secreción conjuntival. 

El chagoma de inoculación es de rara observación en otras regiones cutáneas. En este caso, su aspecto semeja otras afecciones cutáneas. El complejo oftalmoganglionar desaparece en unas 4 semanas.
 

1.9.1.1.2 COMPROMISO VISCERAL

Es mas frecuente observarlo en el niño. En el menor de dos años, se presenta como un cuadro grave, caracterizado por fiebre de 38ºC, Hepatoesplenomegalia, diarrea, cardiomegalia, signos bronquiales, meningoencefalitis, poliadenopatias.

En el niño mayor, el cuadro es semejante, pero más atenuado y en el adulto es de rara observación. El compromiso cardiaco se debe a una miocarditis de intensidad variable. Se describen formas de aumento moderado del corazón, con escasa sintomatología, pero también se observan casos graves y severos con gran cardiomegalia e insuficiencia cardiaca descompensada. La meningoencefalitis suele observarse en el niño menor se caracteriza por trastornos motores, convulsiones, vómitos y compromiso sensorial, con discretas alteraciones del Lìquidocefaloraquideo que son de mal pronostico. En resumen el periodo agudo se presenta en alrededor del 5 % de los infectados chagàsicos y entre los afectados cerca del 90 % son niños. La sintomatología se caracteriza por los síntomas de la primoinfecciòn: complejo oftalmoganglionar o chagomas cutàneos, fiebre, micropoliadenopatias, hepatoesplenomegalia, compromiso cardiaco y nervioso. Sin embargo, la intensidad de la sintomatología es variable de un paciente a otro y con frecuencia pueden presentarse sólo algunas de las manifestaciones clínicas. El complejo oftalmoganglionar tiene una evolución que puede ser de algunos días o hasta 4 semanas; la miocarditis de 1 o 2 meses y la meningoencefalitis de pocos días. Los pacientes que fallecen (1 al 13%) es por compromiso cardiaco o por meningoencefalitis.
 
1.9.1.2 PERIODO LATENTE O INDETERMINADO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Finalizada la fase aguda, se inicia estado de cura aparente y sin síntomas, que puede durar de 20 a 30 años o más, hasta la aparición de las lesiones. No siempre evoluciona.
 

El paciente entra en un estado de latencia caracterizado por lenta multiplicación intracelular de los parásitos. Este periodo puede durar indefinidamente durante toda la vida o pasar a la forma crónica de la enfermedad.
 

1.9.1.3 PERIODO CRÓNICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Aparece en forma habitual después de 10 o mas años de la primoinfección. Se caracteriza por el daño irreversible de algunos parénquimas especialmente el corazón y los órganos huecos

1.9.1.3.1 Cardiopatía chagásica crónica 
Se estima que alrededor del 30% de los infectados chagàsicos sufre el compromiso cardiaco en la etapa crónica de la enfermedad. El paciente presenta disnea de esfuerzo, palpitaciones, dolor precordial y puede caer en la insuficiencia cardiaca con toda la sintomatología que le es propia, también suele ocurrir la muerte brusca en pacientes sin grandes síntomas previos.

En muchos casos la radiología muestra una sombra cardiaca normal en los estados iniciales de la etapa crónica donde existe todavía escasa reacción fibrotica del miocardio. La cardiomegalia se hace evidente cuando aumenta la fibrosis, en estos casos, actúan los mecanismos para mantener la dinámica circulatoria, produciendo la dilatación del corazón. Por ello los casos con marcada cardiomegalia presentan profundas alteraciones histológicas y existe relación entre el grado de cardiomegalia y la miocarditis. Los pacientes con daño severo del miocardio desarrollan enormes aumentos de tamaño del músculo cardiaco, insuficiencia cardiaca y fenómenos de tromboembolismo. La muerte súbita por fibrilación ventricular, puede ocurrir en cualquier momento de la evoluciòn de la enfermedad.

1.9.1.3.2 Formas digestivas
Una porción no determinada de enfermos chagàsicos desarrolla trastornos del tubo digestivo que rematan en la formación de megaesofagos y megacolon. Más rara de megas de otros órganos huecos no digestivos (megaureter, megavejiga, megas de la vía biliar, etc.). Los trastornos de la motilidad del esófago provocan una disfagia lógica, dolor epigastrico o retroesternal y regurgitaciones. Rezende a descrito varias fases evolutivas de esta afección; en la primera, el esófago es de calibre normal, en la segunda fase aparece la dilatación del órgano, con la producción del mega esófago propiamente dicho, que puede alcanzar 2 y 3 veces el calibre normal, en la tercera fase en los casos extremos donde se agrega la elongación del órgano. A medida que evoluciona el mega esófago, la sintomatología también aumenta, en las etapas avanzadas el esófago prácticamente no transporta su contenido, con retención por largo tiempo a la altura del cardias. Los pacientes se desnutren y sufren de frecuentes infecciones del aparato respiratorio;  cuando el mega esófago se desarrolla en el niño, puede provocar trastornos del crecimiento y del estado nutritivo, conduciendo a un verdadero enanismo chagàsico. En el megacolon, el signo cardinal es la estitiquez pertinaz y progresiva. Al comienzo puede ocurrir que los lavados intestinales alivien al paciente, pero pronto se produce retención de las materias fecales durante 5, 10 o más días con un desarrollo enorme del abdomen. En tales condiciones, los enfermos deben recurrir al hospital para ser tratados. También es común la complicación quirúrgica aguda por torsión intestinal o vólvulos.
 

La presencia del parásito en el músculo cardíaco genera una respuesta inmunológica para combatirlo, pero ésta es muchas veces demasiado exagerada y como consecuencia queda en el lugar una inflamación y las células, al morirse, son reemplazadas por una cicatriz, que no tiene la elasticidad del músculo. 
Cuanto más cicatrices, menos músculo y menos elasticidad. Cuando el corazón se contrae expulsa la sangre y cuando se llena, se relaja, pero si tiene muchas cicatrices no puede hacerlo, se empieza a agrandar porque le falta fuerza en la contracción y es insuficiente para mantener el volumen de sangre que debería circular. Las alteraciones dependen de la cantidad y lugar de las cicatrices, pueden ser pocas pero por su ubicación, generan arritmias, o alteran la conducción, provocando bloqueos de rama. Se reconocen dos tipos diferentes: a) con corazón de tamaño normal (pocas cicatrices) y b) corazón agrandado.

 1.9.2 FORMA CONGÉNITA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
La enfermedad congénita es poco frecuente y puede ser asintomático. A veces se presenta en niños de madres asintomaticas y corresponde generalmente a prematuros que manifiestan la enfermedad al momento del nacimiento o después de un periodo de latencia que dura varios meses. Los órganos más comprometidos son: corazón, esófago, intestinos, cerebro, piel y músculos esqueléticos. El cuadro clínico se caracteriza por hepato y esplenomegalia sin fiebre. En muchos casos existen manifestaciones neurològicas de meningoencefalitis, semejantes a la neurosìfilis del recién nacido. La anemia es constante y puede aparecer en lesiones cutáneas y alteraciones cardiovasculares principalmente miocarditis. Ocasionalmente hay complicaciones oculares, esofàgicas, cardiacas y genitales. El pronóstico de la enfermedad en los niños es de gravedad.
 

1.10 DIAGNÓSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas debe fundamentarse en antecedentes epidemiológicos y clínicos. Entre los primeros es importante conocer la procedencia del enfermo, tanto actual como del pasado puesto que las manifestaciones de la etapa crónica tardan años en aparecer, habitualmente mas de 10 años después del contacto con triatomìneos. Los antecedentes clínicos del chagoma de inoculaciòn son pobres, porque la mayorìa de las primoinfecciones son leves. En las zonas de endemia chagàsica, todo niño menor con compromiso sistémico, particularmente cardiaco y del sistema nervioso central, sin etiología clara, hace sospechar la tripanosomosis. En la etapa crónica, debe pensarse en ella frente a las cardiomiopatìas y a cualquier cuadro de mega formación, especialmente digestivo. El diagnóstico parasitològico esta basado en las pruebas directas que demuestren la existencia d T. cruzi y en las indirectas que consisten en reacciones serològicas.
 
1.10.1 DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO DIRECTO
Es aplicable especialmente en la etapa aguda de la infección, cuando se pueden detectar con mayor facilidad los tripomastigotes en la sangre. 

1.10.1.1 EXAMEN EN FRESCO

Se realiza entre porta y cubre objeto con la adición anticoagulante citrato de sodio al 2 %. Se observa al parásito merced a sus movimientos que desplazan a los hematíes. 

 1.10.1.2 EXTENDIDO COLOREADO

Los extendidos delgados o frotis de sangre o plasma, en láminas o laminillas se pueden colorear con los derivados de Romanowsky, especialmente Giemsa lo cual es importante para la identificación morfológica. Su sensibilidad para el diagnóstico es menor del 60 % en la fase aguda.

1.10.1.3 GOTA GRUESA

Es la misma técnica empleada para la malaria. Este método permite estudiar un mayor volumen de sangre y es más útil que el extendido, cuando la parasitemia es baja. Es recomendable hacer repetidas preparaciones para lograr mayor eficacia y su porcentaje de sensibilidad llega hasta el 70% en la fase aguda.

1.10.1.4 RECUENTO DE TRIPANOSOMAS 
En algunas ocasiones se requiere hacer recuento de parásitos por mm3 de sangre con el fin de evaluar el grado de parasitemia, para ello se utilizan cámaras cuenta glóbulos, como se hace para el recuento de leucocitos.
1.10.1.5 MÉTODOS DE CONCENTRACIÓN
Se han propuesto varias tècnicas para concentrar los tripomastigotes. El procedimiento más usado es el de Strout que tiene un sensibilidad del 90 a 100% en la fase aguda pero no llega al 10% en la fase crónica. Se obtiene sangre por punción venosa para colocar en un tubo de ensayo sin anticoagulante. Se deja retraer el coagulo y los tripomastigotes salen hacia el suero, el cual se centrifuga para obtener una mayor concentración. Otra forma de concentrar es mediante el uso de tubos capilares con heparina o sangre venosa citratada, de la cual se separan los glóbulos rojos por sedimentación expontanea o centrifugación. Los parásitos salen al plasma sanguíneo y se pueden observar al microscopio, también se pueden encontrar en la zona limìtrofe de la capa de eritrocitos y plasma, a este último procedimiento se llama concentración de Bennet. 

 1.10.1.6 BIOPSIA

Este método se utiliza para comprobar las formas tisulares del T. cruzi, se pueden ver en los tejidos los llamados nidos de amastigotes en su interior. Sirve en algunos casos para el diagnóstico de la enfermedad, a pesar de no encontrarse parásitos en la sangre circulante, se prefiere la biopsia de ganglio linfático.
 
1.10.2 DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO INDIRECTO

Estos métodos tienen por objeto multiplicar los parásitos en el laboratorio a partir de diferentes muestras del paciente y son más sensibles que los métodos directos, sin embargo tienen el inconveniente de que los resultados se demoran varias semanas y se utilizan con más frecuencia en la fase crónica en la cual la parasitemia es baja.
 
1.10.2.1 XENODIAGNÓSTICO

Esta es una técnica que se basa en aprovechar la capacidad que tiene el  T. cruzi de multiplicarse en el intestino de las vinchucas (triatominos). La técnica consiste en hacer picar a la persona potencialmente infectada, con vinchucas totalmente sanas y criadas en laboratorio, que al succionar la sangre del infectado pueden ingerir los parásitos, los cuales después de un cierto tiempo de multiplicación serán encontrados en cantidades fácilmente detectables en las heces de las vinchucas. La sensibilidad del Xenodiagnòstico es de 95 a 100% en la fase aguda y sólo de 25 a 50% en la fase crónica de la infección.

La complejidad de la técnica ha hecho, que en la actualidad solo sea utilizada con fines de investigación.
 
1.10.2.2 CULTIVOS

El más utilizado en la actualidad es el medio LT ( Liver-Infusion-Tryptose) debido a que se puede obtener una positividad relativamente alta tanto en la fase aguda como en la fase crónica, en esta última se pueden aislar los parásitos un 40 y 50% de los casos. Se ha demostrado que al sembrar el sedimento después de la remoción del plasma de sangre desfibrinada de pacientes en la fase crónica, se obtiene la positividad del 55%, comparable a la obtenida con el xenodiagnóstico. Otros medios utilizados son el medio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), Noeller, Packchanian. Algunos medios de cultivo presentan ventajas para el aislamiento inicial, en cambio otros se usan para el sostenimiento posterior de las cepas aisladas. A los 8 días de la siembra se debe examinar el líquido sobrenadante de cada uno de los tubos, para la observación en fresco y en preparaciones coloreadas. Además de sangre se puede utilizar para la siembra Lìquidocefaloraquideo o macerado de tejidos.

1.10.2.3 INOCULACIÓN EN ANIMALES

Los animales utilizados deben proceder de colonias protegidas infección naturales por tripanosomas. Los principales animales de experimentación utilizados en el laboratorio son los ratones. A estos se les inyecta 0.5 a 1 ml de sangre venosa citratada de la capa de células blancas después de centrifugar, o del material procedente de los xenodiagnòsticos, bien sea el contenido de las deyecciones o el macerado de los vectores. La inoculación se debe hacer intraperitoneal, subcutánea o a través de la conjuntiva. Después de 3 a 5 días se inicia el estudio de la parasitemia, el cual continúa hasta la sexta semana después de la inoculación inicial. La búsqueda de los parásitos circulantes se hace de la misma manera descrita para los exámenes en fresco y coloreados. Este método de diagnóstico no es de gran sensibilidad y se recurre a el cuando se quiere diferenciar las especies de tripanosomas visualizadas en las deyecciones de los vectores. La importancia mayor del método radica en el estudio de la virulencia de las cepas de Trypanosoma.
 
1.10.3 PROCEDIMIENTOS SEROLÓGICOS

Los distintos procedimientos serològicos que detectan la presencia de anticuerpos, indican indirectamente la existencia, presente o pasada  del parásito en el organismo. Estas pruebas se utilizan especialmente en las etapas latente y crónica de la infección, cuando es difícil encontrar los parásitos. Los antígenos se preparan de parásitos completos o de fracciones antigénicas. Con éstos se han desarrollado una gran variedad de reacciones. Los títulos de anticuerpos varían ampliamente de acuerdo al tipo de antìgeno, purificaciòn de este, especificidad y sensibilidad de la reacción, estos títulos no guardan relaciòn con la presencia o gravedad de las manifestaciones clínicas, ni con la extensiòn de las lesiones. En la fase aguda se detectan anticuerpos Ig M contra T. cruzi que son remplazados progresivamente por los anticuerpos Ig G a medida que progresa la enfermedad. Solo en infecciones recientes se encuentra reducción o negativizaciòn los títulos después del tratamiento con drogas tripanocidas.
 
1.10.3.1 FIJACIÓN DEL COMPLEMENTO 

Prueba descrita en 1913 por Guerreiro-Machado. Desde este tiempo se ha empleado como método clásico para el diagnóstico serològico de la infección chagàsica y la técnica ha mejorado progresivamente. Al comienzo se utilizó  la reacción de fijación del complemento del tipo Kolmer, en la actualidad se hacen las determinaciones mediante la técnica del 50% de hemólisis con antìgenos específicos de mayor sensibilidad en la fase crónica de la infecciòn. Estos antìgenos son extractos acuosos o con metanol obtenidos del parasito completo. La especificidad depende del tipo de antìgeno utilizado y es casi del 100% con antìgenos proteicos, también se emplea fracciones purificadas del parásito. Se utilizan micro técnicas, especialmente en laboratorios pequeños y en bancos de sangre. La sensibilidad es de 20 a 40% en la fase aguda y de más del 90% en la fase latente y crónica. Por la complejidad técnica de esta prueba, se esta sustituyendo por la Inmunofluorescencia indirecta.

1.10.3.2 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Tiene la ventaja de ser más sencilla que la anterior y es positiva más precozmente, permanece a tìtulos bajos por tiempo prolongado. Utiliza como antìgeno T. cruzi fijado en la preparación en sus formas tripo y epimastigotes. Los epimastigotes fijados con formol son antìgenos estables y con ellos es posible diferenciar anticuerpos Ig M e Ig G. En algunas ocasiones muestra reacciones cruzadas con infecciones por otros protozoarios como los del gènero Leishmania, esta inespecificidad se acentúa en los títulos bajos. Estas reacciones se pueden eliminar por procedimientos de absorción selectiva. La prueba esta indicada para estudio de recién nacidos con posible infección congénita, por la posibilidad de detectar tanto anticuerpos de tipo Ig M como Ig G, para diferenciar transmisión pasiva de anticuerpos, de infección intrauterina. La IFI se utiliza como prueba confirmatoria de infección por T. cruzi cuando la prueba de ELISA o hemaglutinaciòn está positiva, especialmente en los estudios de banco de sangre.
1.10.3.3 PRUEBA DE ELISA

Utiliza como antìgeno extractos de parásitos o sus fracciones absorbidas en microplatos. Además conjuga dos marcadores con peroxidasa o fosfatasa. Es una prueba muy sensible para detectar anticuerpos Ig G o Ig M, de especial utilidad para bancos de sangre. Las pruebas de ELISA positiva se confirman con la IFI.
 

1.10.3.4 HEMOAGLUTINACIÓN INDIRECTA (HAI)

Esta reacciòn es màs sensible que la fijación del complemento. Se utilizan glóbulos rojos tamizados a los cuales se les adhiere un antìgeno de tipo proteico o una fracción de polisacárido. El micromètodo semicuantitativo se utiliza como prueba inicial de selecciòn en grupos grandes de poblaciòn. La hemaglutinaciòn evita el problema de los sueros anticomplementarios que ocurre en la fijaciòn del complemento. La sensibilidad es mayor en las formas crònicas que en las agudas. La especificidad se considera buena.

1.10.3.5 PRUEBA DE LATEX

Las partìculas de polietileno se unen a diferentes tipos de antìgenos obtenidos por lisis de paràsitos. Esta prueba muestra una alta sensibilidad para el diagnòstico, tanto en las formas agudas como en las crònicas. Cada lote de antìgeno debe ser valorado en su sensibilidad, especificidad y estabilidad, para poder conseguir una buena reacción. En general se puede considerar como una prueba de tamizaje de pacientes.

1.10.3.6 AGLUTINACIÓN DIRECTA

Esta prueba es poco especìfica. Tiene especial valor para mostrar la presencia de anticuerpos en los estados agudos. El antìgeno consiste en epimastigotes tratados con tripsina y formol.
 
1.10.3.7 STAT-PAK

El Chagas STAT-PAK de Chembio es un reactivo diagnostico inmunocromatogràfico de tamizaje para la detección de anticuerpos anti Tripanosoma cruzi en suero, plasma o sangre total. El taco para cada reacción es de uso único. VER ANEXO N 4
1.11 PREVENCIÓN Y CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En Brasil y en los países del área andina se inician programas para el control de la enfermedad y su posible erradicación. La base del control de la enfermedad de Chagas es la eliminación de los triatomineos intradomiciliarios, principalmente a través del mejoramiento de la vivienda en las zonas endémicas. Es necesario disponer de adecuados materiales de construcción, introduciendo cambios para remplazar las hojas de palma de los techos por otros materiales como zinc, tejas de barro o similares que no sean aptos para la colonización de los vectores, usar cemento en lugar de tierra en los pisos, etc. La tecnología tradicional como tapia, bahareque, adobe, etc. Es aplicable pero con reboque o acabado que no deje huecos o grietas en donde se puedan instalar los insectos. Es conveniente aprovechar los recursos naturales de la región como materiales de construcción, seleccionándolos o tratándolos para que no contengan insectos.

Para promover un programa de vivienda es importante tener en cuenta la escasa disponibilidad financiera de los campesinos y por lo tanto debe intervenir el Estado, instituciones que tengan como objetivo el mejoramiento de la vivienda campesina y también la misma comunidad interesada en el control de la enfermedad. Se deben tener en cuenta los aspectos culturales y psicosociales para el campesino entienda y tenga conciencia del problema de la enfermedad y la importancia de la prevención y control, especialmente para proteger los niños. El programa de control debe estar dirigido a la eliminación de los vectores en donde esta incluido el mejoramiento de la vivienda y la utilización de otras estrategias si es necesario.

En algunos sitios el control de los vectores debe complementase con medios químicos, mediante el rociamiento convencional con insecticidas, hace 40 años se usaron los hidrocarburos que no son adecuados para los triatomineos.

Infortunadamente se ha presentado resistencia a varios insecticidas. Actualmente se usan con buenos resultados los piretroides simeticos como el deltametrin, permetrin o cipermetrin. El deltametrin en agua se aplica de 25 a 50 mg/m3 y así se mantienen las viviendas libres de vectores durante uno a dos años, en general estos últimos insecticidas son productos de muy baja toxicidad.

1.12 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 
1.12.1 QUIMIOTERAPIA DE LAS TRIPANOSOMIASIS

Las drogas tripanocidas son sustancias químicas capaces de exterminar los tripanosomas patógenos. Ahora bien, hasta no hace mucho no existían ninguna droga quimioterapica eficaz en la tripanosomiasis americana producida por el Tripanosoma cruzi, con la aparición de nifurtimox, un nitrofurano, y más recientemente del benznidazol, un nitroimidazol, se está en presencia de un medio de combatir esta terrible enfermedad y muchas veces de curarla, sobre todo en su forma aguda.
1.12.2 TRIPANOSOMIASIS AMERICANA, NITROFURANOS Y NITROIMIDAZOLES: NIFURTIMOX Y BENZNIDAZOL 
1.12.2.1 ORIGEN Y QUÍMICA 

Como se sabía que los nitrofuranos eran activos experimentalmente en la quimioterapia de la enfermedad de Chagas, se obtuvo el nifurtimox (Lampit), compuesto sintético derivado del nitrofurfurilideno, que lleva un radical derivado del nitrofurfurilideno, que lleva un radical derivado de la tiomorfolina o tetrahidrotiazina.

Posteriormente, se han introducido en la  quimioterapia de la tripanosomiasis americana los nitroimidazoles – derivados del 2-nitroimidazol-, concretamente el benznidazol (Radanil), con una cadena lateral sencilla sobre el anillo imidazòlico.

1.12.2.2 FARMACODINAMIA
 Acción tripanocida. El nifurtimox y el benznidazol poseen una potente acción tripanocida sobre el Trypanosoma cruzi – in vitro en in vivo -, y las drogas actúan tanto sobre los parásitos intracelulares, amastigotes o leishmanias, como extracelulares, tripamastigotes o tripanosomas. Antes de la muerte y lisis de los parásitos, estos sufren cambios morfológicos – picnosis nuclear, cariorrexis, perdida de flagelos – que indican daño celular.

En los animales infectados experimentalmente, estas drogas son capaces de exterminar los parásitos, aumentar en forma consistente la supervivencia de loa animales y conseguir muchas veces la curación de la infección, tanto en las formas agudas como en las crónicas. Las drogas actúan no solo sobre las formas sanguíneas, los tripanosomas o tripamastigotes, sino también sobre las intracelulares, las leishmanias o amastigotes, y las primeras desaparecen rápidamente de la sangre, en horas. Además, las pruebas serológicas positivas en estos animales infectados – fijación del complemento, hemaglutinación, inmunofluorescencia – se vuelven negativas, confirmando la curación de los animales.

En la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana aguda, el nifurtimox y el benznidazol en breve lapso dan cuenta del chagoma, las adenopatías, hepatoesplenomegalia, fiebre y la taquicardia; la parasitemia desaparece en algunos días y las reacciones serológicas – fijación del complemento, hemaglutinación, inmunofluorescencia -, así como el xenodiagnostico se negativizan en pocos meses, lo que indica la curación del proceso.

En la forma crónica no puede obtenerse la regresión de las lesiones orgánicas irreversibles, pero los parásitos pueden ser exterminados – curación parasitològica de la enfermedad, comprobada en pocos meses por el xenodiagnostico.

El tripanosoma cruzi no desarrolla resistencia frente al nifurtimox.

De los estudios clínicos y parasitològicos efectuados  con ambas drogas, puede deducirse que no existen mayores diferencias entre el nifurtimox y el benznidazol, excepto en la dosis, mayor para el nifurtimox que para el benznidazol, lo que indica mayor potencia – no eficacia – de esta ultima droga.

En cuanto al mecanismo de acción, estudio efectuados in vitro con el benznidazol han demostrado quela droga inhibe la síntesis del RNA de los parásitos, que rigen la síntesis proteica de estos, que asimismo es inhibida.

1.12.2.3 ACCIÓN SOBRE EL ORGANISMO
Dosis elevadas de nifurtimox en los animales de experimentación producen parálisis del tren posterior, a veces convulsiones y muerte por parálisis respiratoria; en la administración subaguda y crónica pueden aparecer lesiones anatómicas en el cerebro; en las ratas (no en otras especies), lesiones testiculares con inhibición de la espermatogenesis.

En el hombre el nifurtimox es capaz de generar trastornos del Sistema Nervioso Central, que en el caso del benznidazol son más bien nerviosos periféricos, además de trastornos alérgicos cutáneos.

1.12.2.4 FARMACOCINÉTICA

El nifurtimox y el benznidazol se absorben bien pro todas las vías y pasan a la sangre, en la que alcanzan la máxima concentración plasmática de 2 a 3µg/ml entre 1 y 3 horas después de la administración, para descender luego, más rápidamente el nifurtimox que el benznidazol.

Se distribuyen por todos los órganos y se metabolizan en el organismo; no se conocen los metabolitos formados, los cuales y la droga libre, 1% de la dosis administrada para el nifurtimox y 20% para el benznidazol, se excretan en la orina y algo en las heces.

La vida media del nifurtimox es de 3 horas, mientras que la del benznidazol es de 12 horas.

1.12.2.5 TOXICIDAD
El nifurtimox no es una droga muy toxica, pero puede producir anorexia – capaz de llevar a la pérdida de peso-, nauseas y vómitos, excitación, insomnio, cefalea, astenia, parestesias y excepcionalmente convulsiones.
El benznidazol tampoco es muy toxico, pero puede provocar anorexia, nauseas, cefaleas, parestesias, dolores en los mismos y en algunos casos polineuritis, erupciones cutáneas morbiliformes y eritematosas, a veces fiebre.

Todos estos trastornos ceden al interrumpirse a la medicación, pero ello pocas veces es necesario.

1.12.3 INDICACIONES TERAPEUTICAS Y PLAN DE ADMINISTRACIÓN

La única indicación del nifurtiox y del benznidazol es la tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas en sus formas aguda y crónica. La dosis del nifurtimox es de 8 a 10 mg/kg diarios, o sea 180 mg para un adulto, 3 veces por día, vía bucal. En los niños se administraran 15 a 20mg por kilo de peso diarios.

El tratamiento ha de durar 90 a 120 días

Para el benznidazol, la dosis de comienzo para adulto y niños es de 3mg/kg diarios, es decir, para un adulto 100mg, 2 veces por día durante 3 días, luego 4mg/kg diarios durante 3 días, para alcanzar en la segunda semana a 5mg/kg diarios, en un adulto 150mg, 2 veces por día, pudiendo llegarse en casos graves hasta 10mg/kg diarios (300mg, 2 veces por día).

El tratamiento es de 30 días en todos los casos. En la forma aguda los resultados son satisfactorios con retroceso de los síntomas, desaparición de la parasitemia y negativizacion de las reacciones serològicas en pocos meses. 

En la forma crónica los resultados no son tan brillantes, pues los síntomas son difíciles de desaparecer habida cuenta que las lesiones son generalmente irreversibles; se comprobó una curación parasistologíca por el xenodiagnóstico.

Los resultados con el benznidazol son semejantes a los de la droga anterior.

CAPÍTULO II

DISEÑO METODOLÓGICO

2.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN
El presente trabajo de investigación correspondió a un estudio de tipo descriptivo, transversal  y retrospectivo.
· DESCRIPTIVO, porque estuvo dirigido a determinar la seroprevalencia de la enfermedad de Chagas mediante el método Stat-Pack y el test de ELISA, en estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de la unidad educativa 6 de Junio-La Salle, en el periodo de Abril-Mayo  de la gestión 2009.

· TRANSVERSAL, porque el trabajo de investigación fue realizado en un periodo menor a un año, haciendo un corte en el tiempo de 2 meses de Abril a Mayo para la determinación de la Seroprevalencia de la Enfermedad de Chagas.

· RETROSPECTIVO, porque los exámenes serológicos se efectuaron desde el mes de abril al mes de mayo del año en curso, contándose a la fecha con los respectivos resultados.

2.2 DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN

El presente trabajo de investigación correspondió a una investigación de tipo no experimental, porque el investigador no influyo sobre las variables en estudio, no tuvo control directo en ella, solamente describió la variable en un momento dado del tiempo.

2.3 POBLACIÓN
Todos los estudiantes de la unidad educativa 6 de Junio La-Salle que corresponden a un total de 476.
2.3.1 MUESTRA

Se tomo una muestra no probabilística representada por 160 estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de la unidad educativa 6 de Junio-La Salle, los cuales fueron seleccionados tomando un determinado número porcentual por curso. 
2.4 MÉTODOS DE INVESTIGACIÓN

En el presente trabajo de investigación se utilizaron como métodos teóricos:

· Método deductivo en la estructuración del marco teórico, porque se partió de lo general a lo particular.

· Método analítico, porque se fue desglosando  el tema investigado: Enfermedad de Chagas, estableciendo el agente causal, vector, patología desarrollada, formas diagnosticas y tratamiento entre otros.

· Método sintético, porque al finalizar la investigación, luego del respectivo análisis, se llego a establecer conclusiones específicas obteniendo una visión global del tema investigado.

· Entre los métodos empíricos se utilizaron el:
· Método de observación, durante la ejecución de las pruebas serològicas y la visualización de los resultados de cada uno de ellos. 
2.5 TÉCNICAS APLICADAS EN EL PROCEDIMIENTO E INSTRUMENTOS
Para el presente trabajo de investigación, el investigador realizo las pruebas de Inmunocromatografía por el método de Stat-Pak y el test inmunoenzimatico de ELISA para Chagas. 
2.5.1 INMUNOCROMATOGRAFÍA POR EL MÉTODO STAT-PAK

2.5.1.1 USO Y APLICACIÓN

El Chagas STAT-PAK es un reactivo diagnostico inmunocromatografico de tamizaje para la detección de anticuerpos anti-Tripanosoma cruzi en suero, plasma o sangre total. El taco (también denominado dispositivo o cassette) para cada reacción es de uso único. No puede ser reutilizado. Junto con otros criterios, esta reacción serològica es útil para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.

2.5.1.2 FUNDAMENTO

La enfermedad de Chagas es causada por el Tripanosoma cruzi, un parasito protozoario de humanos y de una variedad de especies animales, algunas de ellas domesticas. 

La mayor parte de los individuos infectados que se diagnostican serológicamente padecen la infección crónica y corren el riesgo de sufrir consecuencias cardiacas o digestivas. En ciertos casos, la enfermedad de Chagas puede conducir a una insuficiencia cardiaca fatal, hecho que acentúa la necesidad de un diagnostico serológico temprano de la infección. El control y el seguimiento de esta cardiopatía aumentan notoriamente la expectativa de vida del paciente.
La infección ocurre cuando un insecto hematófago de la familia de los Triatomìneos, se alimenta del huésped, momento en el que deposita defecaciones con Tripanosoma cruzi. En países donde no se controla la infección en donantes de sangre, esta puede contraerse por vía transfusional.

Otras vías de infección son la transmisión materno-fetal (Chagas congénito) oral, en el caso de ingestión de productos contaminados con Tripanosoma cruzi y eventualmente en ocasión de transplante de órganos.

Los antígenos recombinantes son una herramienta conveniente para mejorar los métodos de diagnostico serológico de la enfermedad de Chagas. También se dispone de una serie de reactivos de diagnostico serológico basados en técnicas de inmunofluorescencia, hemoaglutinación, fijación del complemento, radioinmunoensayo y ELISA.

El STAT-PAK es un reactivo inmunocromatografico que emplea una combinación única de antígenos recombinantes de Tripanosoma cruzi para la detección especifica de anticuerpos contra el parasito. Es rápido, simple, fácil de usar y puede ser almacenado a temperatura ambiente.

2.5.1.3 PRINCIPIOS

El Chagas STAT-PAK es una reacción diagnostica inmunocromatografica de tamizaje para la detección de anticuerpos anti-T. cruzi. El método emplea una combinación única de proteínas recombinantes fijada a una membrana que retiene los anticuerpos específicos, conjugados con partículas coloreadas. La reacción diagnostica tiene un gran nivel de sensibilidad y especificidad.

La muestra se aplica en el pocillo SAMPLE. A medida que la muestra fluye lateralmente sobre la membrana, las inmunoglobulinas humanas se asocian a partículas coloreadas. 

Si la muestra contiene anticuerpos anti-T. cruzi, estos se unirán al antígeno fijado a la membrana en el área denominada TEST produciendo una línea rosa-púrpura.

En ausencia de anticuerpos anti-T. cruzi esta línea no aparece. El STAT-PAK le proporciona al mismo tiempo, un control interno que detecta la presencia de IgG en la muestra. De esta manera, la muestra al continuar su migración producirá una línea rosa-púrpura en la zona de CONTROL. La detección de esta línea demuestra que el reactivo esta funcionando correctamente.

2.5.1.4 ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DEL STAT-PAK

El STAT-PAK se debe almacenar a una temperatura entre 8-30 ºC en su envase original sellado. La botella de diluyente se debe almacenar a 8-30 ºC, el kit es estable hasta la fecha impresa en el rotulo de la caja y/o envase original.

NOTA: No use reactivos con fecha de validez vencida.

PRECAUCIÓN: no congelar ninguno de los componentes de este reactivo diagnostico

2.5.1.5 PRECAUCIONES DEL STAT-PAK

1. Las pruebas son para USO DIAGNOSTICO IN VITRO únicamente. Solo para USO PROFESIONAL. Cada reacción solo debe usarse de acuerdo a las instrucciones adjuntas en el kit.

2. Manipule todas las muestras como se recomienda en el manual, Bioseguridad en Laboratorios Microbiológicos y Biomédicos, para cualquier muestra de suero o sangre humana potencialmente infecciosa.

3. Use ropa con la protección conveniente (guantes, guardapolvo o bata de laboratorio, lentes de seguridad) cuando manipule muestras. Durante la toma de muestra o el examen, evite cualquier contacto con las manos, ojos, nariz o boca.

4. No pipetee ningún material con la boca. No fume, coma o beba en áreas donde hay muestras o reactivos.

5. Después de completar el ensayo, autoclave todo el material por 1 hora a 125 ºC. Alternativamente, el material puede ser tratado con una solución de hipoclorito de sodio al 10 %. Descarte el material cuidadosamente en bolsas de bioseguridad.

6. No mezclar reactivos de lotes diferentes.

2.5.1.6 TOMA DE MUESTRA

El STAT-PAK es una reacción diagnostica que se realiza en sangre total, suero o plasma.

Sangre total: Colectar sangre total en tubos conteniendo heparina, EDTA o citrato de sodio. Para sangre capilar, pinche el dedo y descarte la primera gota. Colecte la segunda gota con un tubo Microsafe descartable de 10uL (provistos). No presione el dedo demasiado fuerte. Siga el procedimiento indicado en las instrucciones.

Suero: El suero es obtenido de la sangre total tomada asépticamente por punción venosa en un tubo limpio sin anticoagulante. 

Permita la coagulación de la sangre a temperatura ambiente.

Centrifugar la sangre a 2000 r.p.m. por 10 minutos a temperatura ambiente. Separe el suero del coagulo lo mas rápidamente posible para evitar hemólisis. 

Plasma: Colecte sangre total con anticoagulante (heparina, EDTA o citrato de sodio), centrifugue a 2000 r.p.m. por 10 minutos y separe el plasma sobrenadante. Es mejor realizar las reacciones inmediatamente después de la toma de muestra. Las muestras deberán ser refrigeradas inmediatamente después da la toma de muestra a 2-8 ºC y pueden ser usados dentro de los 3 días subsiguientes. Si no es posible realizar la prueba en 3 días, las muestras deberán ser congeladas (-20 ºC o a temperaturas mas bajas).

NOTA: Si las muestras son enviadas, deberán ser empaquetadas de acuerdo con las regulaciones de transporte de agentes infecciosos.

2.5.1.7 CONFIRMACIÓN VISUAL DE LA LÍNEA DE CONTROL DE REACTIVOS DEL STAT-PAK

El STAT-PAK es la única reacción diagnostica rápida que proporciona una confirmación visual de la línea de control de reactivos ANTES de realizar el ensayo. Cuando vea el taco, notara que hay una banda coloreada de AMARILLO en el área de CONTROL. Este complejo coloreado indica que los reactivos necesarios para que las pruebas funcionen correctamente ESTAN presentes y activos. Después de agregar la muestra, la banda AMARILLA migra a lo largo de la membrana con el frente de corrida del conjugado coloreado y sale completamente del taco.

Cuando la prueba finaliza, se observara la línea rosa-púrpura en el área CONTROL del taco en muestras positivas o negativas (esto sirve como un control interno de inmunoglobulina G - IgG) y confirma que la reacción se realizo correctamente. Una línea rosa-púrpura en las áreas TEST y CONTROL indica un resultado positivo.

2.5.1.8 PROCEDIMIENTO DEL STAT-PAK

1. Si la muestra esta refrigerada, sáquela del refrigerador y permita que alcance temperatura ambiente antes de realizar la reacción.

2. Saque el número de tacos de STAT-PAK de sus envolturas rasgando a lo largo del área de la muesca y póngalos en una superficie plana.

3. Identifique el taco con el nombre del paciente o un número de identificación.

4. Para sangre capilar, pinche el dedo y descarte la primera gota. Colecte la segunda gota con un tubo Microsafe sosteniéndolo en posición horizontal:

Tocar con la punta del tubo la gota de sangre, la cual por capilaridad, llegara hasta la línea de llenado.

5. Depositar la muestra en el centro del posillo SAMPLE.

NOTA: SOLO SI LA MUESTRA NO SALE DEL TUBO, sostenga el Microsafe Tubo verticalmente y deslice el dedo sobre el agujero de respiradero cerca de la línea negra. Después aliñe la extremidad con el pocillo SAMPLE y presione el bulbo.

Si analiza una muestra que no sea de sangre capilar utilice una pipeta exacta y agregue la cantidad requerida en el pocillo de muestra (SAMPLE)

a) suero o plasma: 5 uL

b) sangre total: 10 uL

6. Invertir la botella de diluyente y sostenerla verticalmente (no angularmente) sobre el pocillo de la muestra SAMPLE. Añadir el diluyente lentamente gota a gota, 6 gotas (240 uL) en el pocillo SAMPLE.

7. Lea los resultados dentro de los 15 minutos después de agregado el diluyente. Espere que transcurran los 15 minutos para tomar en consideración un resultado negativo. No leer ningún resultado antes de los 15 minutos.

NOTA: El volumen de la muestra es crítico, use una pipeta de precisión. Si coloca más de 5 uL de suero o plasma o más de 10 uL de sangre la sensibilidad disminuye.

2.5.1.9 CONTROL DE CALIDAD DEL STAT-PAK

Una línea de color rosa-púrpura aparecerá siempre en el área de CONTROL si la prueba se realizo correctamente y el taco esta trabajando apropiadamente. Esto sirve como control interno para demostrar la presencia de IgG.

Las Buenas Prácticas de Laboratorio (GLP) recomiendan el uso de materiales de control junto con las muestras para asegurar el funcionamiento correcto del Kit. Controles comerciales de suero o plasma positivos y negativos deberán ser usados para este propósito. Use los controles según las instrucciones del PROCEDIMIENTO de este instructivo.

2.5.1.10 INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DEL STAT-PAK

Resultado Negativo

Una sola línea rosa-púrpura, en el área  CONTROL, y ninguna en el área TEST indican un resultado negativo. Un resultado negativo a los 15 minutos indica que no se detectaron anticuerpos anti-T. cruzi en la muestra.

Resultado Positivo

La aparición en el plazo de los 15 minutos de dos líneas color rosa-púrpura, una en el área CONTROL y otra en el área TEST, indican un resultado positivo. La intensidad de la línea en el área TEST puede ser diferente de la línea del área de CONTROL.

NOTA: Las intensidades de las líneas TEST Y CONTROL pueden variar. Si una línea visible aparece en el área TEST, aunque sea muy tenue, y otra aparece en el área CONTROL, el resultado es POSITIVO.

Resultado Invalido

Una línea de color rosa-púrpura aparecerá siempre en el área CONTROL, aparezca o no la línea TEST. Si no ve la línea rosa-púrpura en el área CONTROL, la prueba NO es valida. Y deberá repetirse usando un nuevo taco.

2.5.1.11 RESULTADOS ESPERADOS DEL STAT-PAK

Esta es una reacción diagnostica cualitativa para la detección de anticuerpos anti-T. cruzi en sangre, suero o plasma. La presencia de anticuerpos sugiere infección con T. cruzi y da una reacción positiva. En ausencia de infección se observara un resultado negativo. Estas conclusiones se basan en el análisis de más de 5000 reacciones realizadas con el STAT-PAK en varios países de Latino América.

2.5.1.12 LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO DEL STAT-PAK

El procedimiento del STAT-PAK y la interpretación de los resultados deberán ser realizados correctamente. El taco esta diseñado para detectar anticuerpos contra T. cruzi en suero humano, plasma o sangre total. Ningún resultado de este ensayo con otros líquidos corporales, de pool de sueros o plasma puede ser tomado en cuenta.

Para confirmar la reacción de muestras positivas por Inmunocromatografia es recomendable realizar una prueba mas especifica de referencia, junto con una evaluación clínica de los pacientes antes de llegar a un diagnostico definitivo. Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infección con T. cruzi.

2.5.1.13 CARACTERÍSTICAS DE FUNCIONAMIENTO DEL STAT-PAK

El STAT-PAK utiliza una mezcla de proteínas recombinantes que fija anticuerpos específicos. La sensibilidad del STAT-PAK es equivalente a la de otros reactivos diagnósticos comerciales para la enfermedad de Chagas.

2.5.1.14 INTERFERENCIAS Y REACCIONES CRUZADAS DEL STAT-PAK

La reacción de STAT-PAK fue evaluada usando varios sueros con diferentes títulos de anticuerpos anti-T. cruzi y muestras con diversas sustancias. No se observo interferencia alguna de bilirrubina, hemoglobina, y triglicéridos con la reacción STAT-PAK. Niveles de factor reumatoideo de hasta 80 IU/ml no interfieren con el ensayo, pero niveles mas altos pueden dar falsos positivos. En este estudio no se observaron reacciones cruzadas de sueros de pacientes con Leishmaniasis cuando se uso STAT-PAK.

2.5.2 TEST ELISA PARA CHAGAS

Ensayo inmunoenzimatico in vitro para la detección cualitativa de anticuerpos de la clase IgG dirigidos contra el T. cruzi en muestras de suero o plasma humano.

2.5.2.1 FUNDAMENTO DE LA REACCIÓN DE ELISA

El test de Elisa es un ensayo inmunoenzimático en fase sólida para la detección de anticuerpos contra T. cruzi. Se realiza en placas cuyos pocillos han sido activados con extractos totales de las cepas de T. cruzi, incluyendo antígenos de membrana altamente inmunogénicos. 

El recubrimiento de los pocillos se realiza mediante una novedosa tecnología consistente en la utilización de un adhesivo biológico que facilita la inmovilización de los antígenos y aumenta la estabilidad de la placa activada. Si las muestras analizadas contienen anticuerpos específicos para T. cruzi, estos formaran un complejo estable con los antígenos que recubren los pocillos. El material unido en forma inespecífica será eliminado por medio del lavado. Durante la incubación con el conjugado, los anticuerpos anti- Ig G humana marcados con peroxidasa unida al complejo producirá una coloración que permitirá detectar las muestras reactivas para T. cruzi. La reacción enzimática se detendrá por la adición de ácido sulfúrico, midiéndose luego la intensidad del color en un lector calorimétrico para placas de Elisa.

2.5.2.2 COMPONENTES DE LA PRUEBA DE ELISA

1 2  Placas de Elisa para 96 determinaciones cada una, activadas con una mezcla de antígenos de T. cruzi, cada placa esta compuesta por doce tiras de ocho pocillos que pueden ser utilizados individualmente y es suministrada dentro de un sobre metalizado herméticamente sellado, que contiene un desecante en su interior.

2 6 Autoadhesivos para sellar las placas.

3 1 Bolsa plástica con cierre hermético para guardar las tiras no utilizadas.

Las soluciones que compone el KIT se detallan en la siguiente tabla:

	SOLUCIÓN
	DESCRIPCIÓN
	COLOR

	CONJUGADO
	Dos frascos café con 15 ml. De anticuerpo anti Ig G humana conjugado a peroxidasa. Contiene 0,02 % de timerasol como preservante.
	Anaranjado

	SOL. DE LAVADO 25X
	Un frasco con 120 ml. de solución amortiguadora salina PH 7,5 concentrada 25 veces. Contiene 0,02 % de timerasol como preservante.
	Incolora

	DILUYENTE DE MUESTRA
	Un frasco con 50 ml. de solución diluyente de muestras. Contiene proteínas estabilizadoras y 0,02 % de timerasol como preservante.
	Violeta

	SUSTRATO
	Un frasco café con 30 ml. De solución de tetrametilbencidina y peróxido de hidrógeno.
	Rosado

	CONTROL POSITIVO
	Un frasco con 2 ml. De suero positivo para Chagas, contiene 0,1 % de azida de sodio como preservante.
	Verde

	CONTROL NEGATIVO
	Un frasco con ml. De suero negativo para Chagas, contiene 0,1 % de azida de sodio como preservante.
	Amarillo

	SOLUCIÓN DE DETENCIÓN
	Un frasco con 30 ml. De acido sulfúrico 3 N
	Incolora


2.5.2.3 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA DE ELISA
Antes de iniciar el procedimiento de las muestras se debe registrar en la hoja de trabajo (protocolo) las condiciones de trabajo y la ubicación de los sueros tanto controles como muestras problemas.
1. Antes de comenzar el ensayo permita que los reactivos alcancen temperatura ambiente.

2. Diluya la solución de lavado 25x con agua destilada o desionizada. Si va a utilizar una tira de 8 pocillos, prepare 50 ml de solución de lavado, tomando 2 ml de la solución 25x y agregando 48 ml de agua. La solución diluida es estable por dos semanas almacenada a 4 º C.

3. Ponga en el soporte los pocillos correspondientes al número de muestras a analizar, incluya dos pocillos para el control positivo y dos para el control negativo.

4. Agregue a cada pocillo 200 ul de diluyente de muestra.

5. Agregue 20 ul de cada muestra o control Al agregar las muestras, el diluyente de muestra virará de color de acuerdo a lo siguiente: 

	TIPO DE MUESTRA
	SIN MUESTRA
	SUERO O PLASMA
	CONTROL ( +)
	CONTROL ( - )

	Color
	Violeta
	Azul
	Turquesa
	Verde


6. Selle la placa con el autoadhesivo provisto, para impedir la evaporación de los reactivos, e incube por 30 minutos a 37 º C.

7. Saque el adhesivo y lave la placa. Para esto elimine el contenido y agregue a cada pocillo 350 ul de solución de lavado diluida. Elimine la solución y repita esta operación 4 veces o más.

8. Después de lavar invierta la placa y golpéela suavemente sobre papel absorbente para eliminar cualquier exceso de líquido en los pocillos. Si la base de los pocillos se moja, limpie con papel absorbente para evitar la formación de precipitados que podrían interferir con la lectura.

9. Tome solo el volumen de conjugado que va utilizar y deposítelo en un recipiente limpio. Agregue 100 ul de conjugado a cada pocillo.

10. Selle la placa con un autoadhesivo nuevo e incube por 30 minutos a 37 º C.

11. Lave de manera similar a lo descrito en los puntos 7 y 8 .

12. Agregue 100 ul de sustrato a cada pocillo e incube la placa en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

13. Detenga la reacción agregando 100 ul de Solución de detección  a cada pocillo.

2.5.2.4 LECTURA E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS  DE LA PRUEBA DE ELISA

Lea la placa a la brevedad posible. Lecturas posteriores a los 60 minutos no son confiables.

a) Lea los resultados en un lector para microplacas utilizando un filtro de 450 nm, puede utilizar un filtro de referencia de 620 – 630 nm si el equipo lo permite.

b) Calculo de “Cut Off” ( Punto de Corte)

Luego de la lectura, se deberá calcular el valor de “Cut Off” a partir de los valores de absorbancia de los pocillos correspondientes a los controles positivos y negativos.

El “Cut Off” se determina utilizando la siguiente ecuación:

“Cut Off” =  Promedio controles positivos + promedio controles negativos x 0,35

Una prueba será positiva cuando su absorbancia sea mayor que el “Cut Off “. Un suero será negativo cuando su absorbancia sea menor que el “Cut Off “. Las muestras cuya absorbancia se encuentren en un rango de “Cut Off” + o – del 10 %, deben considerarse dudosas y deberán ser analizadas nuevamente en duplicado. Si al menos uno de los replicados mantienen una lectura en esta zona, considérese la muestra como positiva.

2.5.2.5 CONTROL DE CALIDAD DE LA PRUEBA DE ELISA

Estas pruebas son muy sensibles, todas las condiciones en que se desarrollan son críticas y deben ser cuidadosamente controladas, por ejemplo, la calidad del antígeno y de su pegado al soporte sólido.

Las lecturas obtenidas dependerán de la sensibilidad del aparato empleado.

Los lavados deberán hacerse siguiendo estrictamente las instrucciones del protocolo en calidad y cantidad.

2.5.2.6 RECOMENDACIONES A TENER EN CUENTA PARA APLICAR LA PRUEBA DE ELISA

3 Es importante leer muy bien las instrucciones del fabricante del kit comercial.

4 Verificar si el kit se encuentra en buen estado de conservación (en general los kit deben refrigerarse y manejarse en cadena de frió) y deben estar dentro de la fecha de vencimiento.

5 Proveerse de todos los materiales necesarios para la realización de la prueba.

6 Utilizar una punta descartable para cada dilución, no reutilizar las puntas.

7 Dejar las muestras y los reactivos a temperatura ambiente antes de iniciar la reacciones, estos deben estar a una temperatura de 20 a 25 ºC.

-    Utilizar siempre equipo de protección determinado por bioseguridad.

2.6 RECURSOS

2.6.1 RECUROS HUMANOS

RESPONSABLE SOCIAL

RESPONSABLE DE DIAGNÓSTICO

UNIVERSITARIO DE LA CARRERA DE BIOQUIMICA 

PACIENTES: Estudiantes comprendidos de 5 a 14 años de la Unidad Educativa 6 de Junio-La Salle

2.6.2 RECURSOS MATERIALES Y EQUIPOS 

2.6.2.1 MATERIAL PARA LA PRUEBA DE STAT-PAK

Cada kit contiene los siguientes componentes para realizar 20 determinaciones

2 20 tacos STAT-PAK

3 20 tubos Microsafe (10uL) para colectar sangre capilar

4 1 botella de diluyente (6ml)

5 1 instructivo

Material adicional requerido no provisto

6 Reloj

7 Lancetas estériles descartables de uso único, para la toma de sangre capilar

8 Algodón con alcohol estéril.
2.6.2.2 MATERIALES NECESARIOS PARA LA PRUEBA DE ELISA

9 Micropipetas y pipetas multicanal

10 Puntas desechables para micropipetas

11 Agua destilada o desionizada

12 Sistema de lavado automatico de micropipetas

2.6.2.3 EQUIPOS NECESARIOS PARA LA PRUEBA DE ELISA

13 Lector de microplacas con filtro para 450 nm y filtro de referencia 620-630 nm

14 Estufa de temperatura regulada a 37 ºC

15 Refrigerador

2.7 INSTRUMENTOS
En el presente trabajo de investigación se utilizaron los siguientes instrumentos:

· Formulario Nº 1 toma de muestras y diagnostico laboratorial de la Enfermedad de Chagas. (VER ANEXO Nº 5)

·  Formulario Nº 2 Protocolo prueba ELISA Convencional (VER ANEXO Nº 6)

· Informe de resultados de la prueba serológica al paciente:

Formulario de resultado de diagnostico laboratorial de la Enfermedad de Chagas Negativo (VER ANEXO Nº 7)

 Formulario de resultado de diagnostico laboratorial de la Enfermedad de Chagas Positivo (VER ANEXO Nº 8)

· Planilla de registro de datos ( VER ANEXO Nº 9)

· Planilla de registro de resultados ( VER ANEXO Nº 10)

2.8 FORMAS DE PRESENTACIÓN DE LOS RESULTADOS

En el presente trabajo de investigación los resultados se presentaron en tablas y gráficas estadísticas que facilitan el análisis e interpretación de los resultados. 

 CAPÍTULO III

ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS
3.1 PRESENTACIÓN DE LOS RESULTADOS
Se efectuó la determinación de la seroprevalencia de la Enfermedad de Chagas en estudiantes comprendidos entres los 5 a 14 años, de la unidad educativa 6 de Junio–La Salle, en una muestra de 160 estudiantes. Se detallan los resultados a continuación. 
3.2 TABLAS Y GRÁFICAS ESTADÍSTICAS
TABLA Nº 1

Distribución de Pacientes según Seroprevalencia de la infección por T. cruzi mediante la técnica de inmunocromatografia por el método de STAT – PAK  realizados en el colegio  6 de Junio La Salle  Abril – Mayo 2009.

	Enfermedad de Chagas
	Pacientes
	TOTAL

	
	Positivos
	Negativos
	

	
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje

	METODO

STAT PAK
	4
	2,5
	156
	97,5
	160
	100


La Tabla  Nº 1 muestra el total de casos positivos y negativos del examen realizado a 160 estudiantes mediante el método  STAT - PAK, de los cuales 2.5% (4) son positivos y 97.5% (156) son negativos.

GRÁFICO Nº 1

Distribución de Pacientes según Seroprevalencia de la infección por T. cruzi mediante la técnica de inmunocromatografia por el método de STAT – PAK realizados en el colegio  6 de Junio La Salle Abril – Mayo 2009.
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Fuente: Tabla Nº 1

El Gráfico Nº 1 muestra el total de casos positivos y negativos del examen realizado a 160 estudiantes mediante el método  STAT - PAK, de los cuales 2.5% son positivos y 97.5% son negativos.
TABLA Nº 2
Distribución de Pacientes según Seroprevalencia de la infección por T. cruzi mediante el test inmunoenzimatico de ELISA para Chagas, realizados en el colegio  6 de Junio La Salle Abril – Mayo 2009.

	Enfermedad de Chagas
	Pacientes
	TOTAL

	
	Positivos
	Negativos
	

	
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje

	METODO

ELISA
	4
	2,5
	156
	97,5
	160
	100


La Tabla  Nº 2  muestra los resultados de la infección por T. cruzi mediante el test inmunoenzimatico ELISA convencional prueba confirmatoria de los 4 casos positivos que corresponden al 2.5 % (4) del total de la población de estudio.
GRÁFICO Nº 2
Distribución de Pacientes según Seroprevalencia de la infección por T. cruzi mediante el test inmunoenzimatico de ELISA para Chagas, realizados en el colegio  6 de Junio La Salle Abril – Mayo 2009.
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Fuente: Tabla Nº 2

El Gráfico Nº 2 muestra  los resultados de la infección por T. cruzi mediante el test inmunoenzimatico ELISA convencional prueba confirmatoria de los 4 casos positivos que corresponden al 2.5% (4) del total de la población de estudio.

TABLA Nº 3
Distribución de Pacientes con enfermedad de Chagas  según rango de edad, realizados en el colegio  6 de Junio La Salle Abril – Mayo 2009.
	Rango de edad
	Pacientes
	TOTAL

	
	Positivos
	Negativos
	

	
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje
	Número
	Porcentaje

	5 a 6
	0
	0,0
	16
	10,0
	16
	10,0

	7 a 8
	1
	0,6
	42
	26,3
	43
	26,9

	9 a 10
	2
	1,3
	60
	37,5
	62
	38,8

	11 a 12
	0
	0,0
	13
	8,1
	13
	8,1

	13 a 14
	1
	0,6
	25
	15,6
	26
	16,3

	Total
	4
	2,5
	156
	97,5
	160
	100,0


La Tabla Nº 3 se observa el rango de edad donde existe mayor seroprevalencia positiva para la enfermedad de Chagas, que es el rango de escolares comprendidos entre 9 a 10 años de edad que corresponde al 1.3 % de la población total; seguido por  los rangos de 7 a 8  (0.6%)y 13 a 14 (0.6%) respectivamente.
GRÁFICO Nº 3
Distribución de Pacientes con enfermedad de Chagas según rango de edad, realizados en el colegio  6 de Junio La Salle Abril – Mayo 2009.
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Fuente: Tabla Nº 3

El Gráfico  Nº 3 muestra  el rango de edad donde existe mayor seroprevalencia positiva para la enfermedad de chagas, que es el rango de escolares comprendidos entre 9 a 10 años de edad que corresponde al 1.3 % de la población total; seguido por  los rangos de 7 a 8  (0.6%)y 13 a 14 (0.6%) respectivamente.

Se informo  los resultados de la Investigación a profesores, autoridades y padres de familia del colegio 6 de Junio-La Salle, en la que se entregaron los certificados de los escolares con seroprevalencia positiva y las explicaciones de las medidas que deben tomar en cuenta para seguir el tratamiento

3.3 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN 

Según los resultados obtenidos por la investigación se rechaza la hipótesis, puesto que el porcentaje obtenido es mucho menor al planteado en ella, ya que los estudiantes  no llegan a un 10% con enfermedad de Chagas.

La  seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en estudiantes comprendidos entre los 5 a 14 años de edad en  la unidad educativa 6 de Junio- La Salle según la investigación realizada es muy baja. 
La importancia de la investigación radico en la determinación de la infección por T. cruzi en estudiantes de 5 a 14 años ya que es mas efectivo tratar a jóvenes y porque la enfermedad se manifiesta entre 20 y 25 años después de la infección, y de esta manera se evita que la enfermedad llegue a estadios mas avanzados donde ya existe una afección de órganos. Lo que se evita es que se desarrolle en edad productiva.

El problema también radica en informar cuales son  los hábitos de vivienda correctos, sobre todo la limpieza minuciosa del hogar.

 Se efectuó un trabajo de Seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en 17 parajes del "Monte Impenetrable" de la Provincia del Chaco del país de Argentina, se realizó el relevamiento serológico para la enfermedad de Chagas en 17 comunidades rurales aisladas del Monte Impenetrable de la Provincia del Chaco, en la que viven alrededor de 3 000 personas,  reúne las condiciones necesarias para el desarrollo de la enfermedad. Se analizaron  344 muestras para la enfermedad de Chagas., se les realizó hemaglutinación indirecta, enzimoinmunoensayo y aglutinación de partículas. Se obtuvo evidencia serológica de infección por Trypanosoma cruzi en 183 (53.20 %) de  344 individuos. En el grupo de edad de 1-15 años fue de 45.83%. Fueron positivos el 53.85% de los menores de 5 años de edad. Este elevado porcentaje puede deberse a que en esta región no cuenten con centros de salud cercanos y a las condiciones en las que viven los lugareños. La seroprevalencia en menores de 5 años indica la falta de control vectorial. Comparando con la investigación realizada en el presente trabajo se obtuvo un porcentaje menor esto puede deberse a que la población de estudio es mas pequeña y también a la condiciones en las que viven los estudiados.

Se realizo el estudio de investigaciones efectuada por el Programa Nacional de Chagas en el cual se tamizaron 183.198 niños de las regiones endémicas comprendidos de 9 meses a 15 años de edad de las cuales resultaron positivos a infección con T. cruzi 13.668 niños determinando una prevalencia de 7.5%, analizando estos datos con los obtenidos en este trabajo, el  porcentaje bajo puede deberse a que la población estudiada es mucho menor y las condiciones de las viviendas en las que habitan los mismos que   pueden ser construidas con materiales mas adecuados en donde no puede habitar el vector. 

En un trabajo de investigación que se realizo  por la OMS BOLIVIA en menores de 15 años en los departamentos de Santa Cruz, Cochabamba y Tarija en las áreas rurales y periurbana, revelo que son un grupo de alto riesgo ya que tienen un indicador de prevalencia mayor al 6.5%, comparando con el presente trabajo el porcentaje menor que se obtuvo puede deberse a la menor cantidad geográfica tomada para el estudio ya que abarca solo una localidad del departamento de Tarija. 
Se realizo la determinación de la enfermedad de Chagas por el programa nacional de Chagas en niños de 9 meses a menores de 15 años de edad, en una población de 10.190, teniendo un total de positivos 525 (5.1%), comparando estos datos con los del presente trabajo, el porcentaje bajo se puede deber a que la población estudiada es menor y el mejoramiento de las viviendas. 

Otra investigación se realizo en la ciudad de  Santa Cruz en niños menores de 15 años con un total de 1.011 que se hicieron la prueba y 490 equivalente a un 48 por ciento dieron positivas. Analizando estos resultados con los obtenidos en este trabajo es un porcentaje mucho menor que se puede deber a las condiciones de vida en la que se desarrollan  y también se debe a la menor población estudiada.

Otro trabajo de investigación que se realizo en la localidad de Tiquipaya en el departamento de Cochabamba en niños menores de 15 años, con el estudio de HAI, teniendo una población de estudio de 955 con un porcentaje de positividad de 21 %. Estudiando estos datos con los obtenidos en este trabajo se observa que es un porcentaje muy bajo, una de las razones se debe al tamaño de la muestra que es menor, también puede deberse al mejoramiento de las viviendas.

En un trabajo que se realizo en las áreas rurales  del departamento de Chuquisaca con las pruebas de HAI y el test de ELISA en niños menores de 15 años, la población que se estudio fue de 1.119 niños con un total de positivos de 215. Comparando estos datos con los del presente trabajo, son mucho menores, esto se puede deber a las condiciones de las viviendas, también a que la población estudiada es mucho más pequeña.

Otro estudio de  Prevalencia de la enfermedad de chagas en el Municipio de Anzaldo Cochabamba – Bolivia, realizado en 13 comunidades, 60 familias, 360 muestras ( 242 niños, 118 adultos) mediante las técnicas serologicas: inmunoensayo Enzimático (ELISA) y Hemoaglutinación indirecta (HAI), 140 presentaron serologia positiva (39%). De 242 casos de niños y adolescentes de 0 a 18 años se detectaron 61 con serologia positiva (25%). De 118 casos de personas mayores de 18 años, 79 presentaron serologia positiva (56.4%). Los niños de 7 a 14 años, tienen el porcentaje más alto de infestación alcanzando el 55.7 por ciento. Estudiando estos datos y comparándolos con los efectuados en la presente investigación  el bajo porcentaje obtenido se puede deber al tipo de viviendas que existen en el lugar que no son aptos para la colonización de los vectores y también a que la población estudiada es menor.
Se ejecuto una investigación en la Unidad Educativa Lourdes de Tarija en el que se analizo a 420 estudiantes obteniéndose 12% de casos positivos, el intervalo de edad donde existe mayor seroprevalencia positiva es de 10 a 11 años, considerando estos datos con los del trabajo efectuado se observa una menor seroprevalencia un factor puede ser el  tamaño menor de la población de estudio, otro  factor al que pueda deberse este resultado sea quizás a los materiales empleados en la construcción de las viviendas, que no son aptos para la colonización del vector.
Un trabajo que se elaboro en la Unidad Educativa Alberto Baldiviezo de la ciudad de Tarija en niños de 5 a 10 años, utilizando las pruebas de STAT-PAK y ELISA,  con una población de estudio 162, casos positivos del 8%. Analizando estos datos con los del presente trabajo, el porcentaje bajo obtenido puede deberse a las condiciones de las viviendas, puesto que los hogares cuentan con paredes revocadas que no permiten que se instalen los triatomas.
El bajo porcentaje de seroprevalencia  obtenido en el presente trabajo de investigación puede deberse  a que los hogares de los estudiados son poco rudimentarios ya que tienen paredes revocadas y han sido construidos con materiales como el ladrillo que evitan que el vector se crié en ellos, son pocas las viviendas que están construidas inadecuadamente con palos, barro, adobe, paredes sin revocar y techos de paja o de hojas de palma, que son excelentes sitios para la colonización de los insectos, otro factor para que este porcentaje sea bajo es que varios de los estudiados provienen de la ciudad.

El test ELISA para Chagas solo se realizo a los pacientes que dieron un resultado positivo por el método de STAT-PAK.
3.4 CONCLUSIONES
· Se determino la seroprevalencia de la infección por Tripanosoma cruzi mediante las técnicas de Inmunocromatografia por el método de STAT – PAK. 
· Se confirmo mediante el test Inmunoenzimàtico de ELISA para Chagas  todos los casos con serologìa positiva.

· Se determino la edad donde existe mayor seroprevalencia positiva para la enfermedad de Chagas en el rango de 9 a 10 años.
· Se informo  los resultados de la Investigación a profesores y padres de familia del colegio 6 de Junio-La Salle, en la que se entregaron los certificados de los escolares con seroprevalencia positiva y las explicaciones de las medidas que deben tomar en cuenta para seguir el tratamiento.  

3.5 RECOMENDACIONES

· Establecer el tratamiento a los estudiantes con serología positiva para la enfermedad de Chagas, brindado de manera gratuita por el Servicio Departamental de Salud (SEDES-Tarija).
· Indicar o concienciar a los padres de familia y estudiantes que deben  cumplir con el tratamiento establecido para una curación eficaz de la parasitemia, puesto que si no se cumple la enfermedad puede avanzar a una fase crónica donde existen daños irreversibles.
· Las instituciones de salud de la región deben concientizar a la población de Tarija de preferencia en el aérea rural, con charlas para hacerles conocer que la enfermedad  de Chagas es una infección prevalente en la región, sus formas más importantes de contagio para prevenirla y erradicarla y de esta manera evitar las consecuencias más graves que ocasiona esta enfermedad.

· Mejorar las viviendas revocando las paredes, de manera que no existan grietas en donde no se puedan instalar los vectores y reemplazar las hojas de palma de los techos por otros materiales como calaminas tejas; que no sean aptos para la colonización de los insectos.
· Eliminar los triatomineos intradomiciliarios, por rociamiento con insecticidas.
· Mantener alejados del hogar los gallineros o corrales pues son potenciales criaderos de vinchucas.
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ANEXOS
ANEXO Nº 1 TRIATOMA INFESTANS
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ANEXO Nº 2 AGENTE ETIOLÓGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
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                            Tripomastigote
ANEXO Nº 3 CICLO DE VIDA DEL TRYPANOSOMA CRUZI EN EL HUESPED VERTEBRADO Y EN EL VECTOR 
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ANEXO Nº 4 PRUEBA DE STAT- PAK
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ANEXO Nº 5  FORMULARIO Nº 1 TOMA DE MUESTRAS Y DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
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ANEXO Nº 6 PROTOCOLO DE PRUEBA DE ELISA CONVENCIONAL
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ANEXO Nº 7 FORMULARIO DE RESULTADO DE DIAGNÓSITCO LABORATORIAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS NEGATIVO 
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ANEXO Nº 8 FORMULARIO DE RESULTADO DE DIAGNÓSITCO LABORATORIAL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS POSITIVO
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ANEXO N º 9 PLANILLA DE REGISTRO DE DATOS 
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ANEXO Nº 10 PLANILLA DE REGISTRO DE RESULTADOS
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