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Resumen. Con el objetivo de establecer el diagnodstico confirmatorio
para Trypanosoma crusi se realizaron al menos dos pruebas inmunoserol6gi-
cas (ELISA, Reaccion de Hemoaglutinacion Indirecta, RHI, o Reaccion de Fija-
cion de Complemento, RFC) a donantes provenientes de bancos de sangre de
centros asistenciales publicos y privados de Venezuela que acudieron durante
48 meses entre los anos 1997-1998 y 2003-2004 a la Secciéon de Inmunologia
del Instituto de Medicina Tropical en Caracas, Venezuela. Se evaluaron 254
donantes referidos de diferentes bancos de sangre por presentar anticuerpos
anti-T. crugi en pruebas de despistaje. Se confirmé la presencia de anticuer-
pos en 129/254 (50,79%) de los individuos por las técnicas de ELISA-IgG o
RHI y RFC. El “xenodiagnoéstico artificial” fue positivo en 10/118 (8,5%) per-
sonas con serologia positiva. De 129 donantes encontrados reactivos por téc-
nicas serolégicas, 68 eran residentes de la region capital y 61 del interior del
pais. Asi mismo, 113 nacieron en el interior del pais, 8 en Caracas y 8 en Co-
lombia. En 12 individuos confirmados seroldgicamente se¢ constaté la dona-
cion de sangre en minimo 4 ocasiones antes de detectar la infeccion. El pre-
sente estudio resalta la importancia de la biisqueda activa de individuos con
Enfermedad de Chagas a través de la deteccion de anticuerpos contra T. crusi
en la evaluacion integral de donantes de sangre para descartar el riesgo de
transmision a otras personas. Muchos de estos donantes con anticuerpos
anti-T. crusi, la gran mayoria clinicamente asintomaticos, habian donado san-
gre en varias ocasiones previas al diagnéstico.
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A confirmatory diagnosis of antibodies anti-Trypanosoma cruzi
in donors referred by blood banks in Venezuela.
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Abstract. To establish the confirmatory diagnosis of Trypanosoma crusi
infection, at least two immunoserological tests (ELISA, Indirect
hamaglutination, IH, Complement Fixation Test, CFT) were carried out in
254 donors, from public and private blood banks of Venezuela, during 48
months between 1997-1998 and 2003-2004, referred to the Immunology Sec-
tion of the Tropical Medicine Institute in Caracas. Antibodies anti-T. crusi
were detected in 129/254 (50,79%) by ELISA-IgG or IH and CFT. The “artifi-
cial xenodiagnosis” was positive in 10/118 persons with positive confirmed se-
rology. Of 129 donors found positive by the serological tests, 68 were living in
the capital region and 61 in the interior of the country. Likewise 113 were
born in the interior of the country, 8 in Caracas and 8 in Colombia. Of them,
12 individuals serologically confirmed declared to have donated blood in a
minimum of 4 occasions before diagnosis. The present study emphasizes the
importance of detection of antibodies against T. crusi in the integral evalua-
tion of blood donors, since many of them with antibodies anti-T. crusi, have

donated blood several times previous to diagnosis.
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INTRODUCCION

Trypanosoma crusi, el agente etiol0gi-
co de la tripanosomiasis americana en hu-
manos, fue descrito por primera vez en Bra-
sil en 1909 por Carlos Chagas. En 1919, Te-
jera-Paris realiza la comprobacion parasito-
l6gica de la Enfermedad de Chagas (ECh)
en Venezuela, tanto en el vector como en el
humano (1, 2). La tripanosomiasis america-
na se caracteriza por ser una enfermedad
tropical del medio rural en América Latina,
donde es un grave problema de salud ptblica
por su caracter de evolucion cronica (3).
Hoy en dia la ECh, ha recobrado importan-
cia debido al aumento de la migracion de in-
dividuos de arecas endémicas latinoamerica-
nas a las grandes ciudades del mundo (4).

Se estima que entre 16-18 millones de
personas estdn infectadas por el parasito

(5). El impacto médico y social de esta en-
fermedad en América Latina es muy alto,
las pérdidas econémicas anuales son millo-
narias pues induce incapacidad fisica del
trabajador, cuando éste se encuentra en la
edad productiva de su vida (3).

En Venezuela, los territorios con ma-
yor prevalencia se ubican en las regiones
del occidente y centro del pais, en los cua-
les se ha reportado una seroprevalencia de
9,2%, estimiandose que la poblacién en ries-
go de infeccion es de 4.000.000 de indivi-
duos (6).

En condiciones naturales, el mecanis-
mo mds importante de transmisién de T.
crusi a humanos y otros mamiferos es a tra-
vés de las deyecciones de los triatominos in-
fectados. En 1936, se menciona por prime-
ra vez la posibilidad de transmitir Trypano-
soma crusi por transfusion de sangre (7).
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Desde la década de 1950 cuando se inicia la
campana de control de la ECh, basada en la
interrupcion de la transmision vectorial
combinando la vigilancia entomo-epidemio-
l6gica, el uso de insecticidas y la modifica-
cién de la vivienda rural, las transfusiones
de sangre pasaron a tener mayor importan-
cia en la transmision de la infeccion en
areas urbanas, debido a la extensa migra-
cion de residentes de areas endémicas a las
ciudades, donde la infecciéon post-transfu-
sion proviene de casos crénicos, asintomati-
cos y sin control serolégico previo (6, 8).

En 1957, Maekelt reporta por primera
vez en Venezuela el peligro de la transmi-
sion de la infeccion chagasica por transfu-
sion de sangre, encontrando 12% de seropo-
sitivos en 449 donantes del Banco de San-
gre de Valencia, estado Carabobo (9). Re-
ceptores adultos recibieron de estos donan-
tes seropositivos hasta dos transfusiones de
200 a 400 mL y ninos hasta 100 mL de san-
gre. En dos de estos nifos, el xenodiagnos-
tico resultd positivo después de la transfu-
sion y fue dificil excluir con seguridad una
infeccion previa con T. crusi, ya que ambos
nifios provenian de zonas chagasicas endé-
micas (9). En 1960, Marquez y col. reporta-
ron en 1650 soldados donantes procedentes
del Banco de Sangre de las Fuerzas Arma-
das de Venezuela una seropositividad cha-
gasica de 8,2% (10). Pifano y col. en 1961,
estimaron que entre 3,5 y 5% de los donan-
tes de sangre en Venezuela eran portadores
de anticuerpos contra T. crusi (11). En
1962, Salazar y col. comprueban la transmi-
sion de T. crugi por transfusiones de sangre,
al confirmar 3 casos de infeccién post-
transfusion (12).

El presente trabajo tiene como objeti-
vo confirmar el diagnéstico serologico y de
ser posible la infeccion por T. crugi en un
grupo de donantes de sangre voluntarios
que acudieron, a la Seccion de Inmunologia
del Instituto de Medicina Tropical (IMT),
para corroborar el diagnostico de Chagas

reportado en los bancos de sangre de cen-
tros asistenciales publicos y privados de Ve-
nezuela. Asi mismo, se resalta la importan-
cia del diagndstico en los bancos de sangre
por la posibilidad real de desarrollar en el
receptor de sangre, una infecciéon por T.
crusi.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

El estudio se realiz6 en individuos refe-
ridos por bancos de sangre sin distincion de
edad o sexo entre los anos 1997-1998 vy
2003-2004, por presentar serologias reacti-
vas a la prueba de Reaccion de Fijacion de
Complemento (RFC) o ELISA. Se registro6
informacion sobre edad, sexo, procedencia,
lugar de nacimiento, antecedentes epide-
mioldgicos y presencia de caracteristicas
clinicas sugestiva de la ECh.

Muestras biolégicas

De cada donante se obtuvo una mues-
tra de 5 mL de sangre por puncién venosa
segun la Declaracion de Helsinki de 1975.
Las muestras fueron centrifugadas a 1000
X g por 20 minutos a 4°C. Los sueros fue-
ron repartidos en dos alicuotas y almacena-
dos a —20°C hasta su utilizacion.

A todas las muestras de suero se les
practico al menos dos pruebas inmunosero-
l6gicas para determinar la presencia de an-
ticuerpos a T. crugi. Ademas a aquellos indi-
viduos menores de 60 anos que resultaron
positivos a las pruebas inmunoserolégicas
se les realizo la prueba de “Xenodiagndstico
artificial”, modificada por Maekelt en 1964,
para la confirmaciéon parasitolégica de la
tripanosomiasis, para lo cual se extrajo una
nueva muestra de sangre (13).

Antigeno

Para todos los ensayos inmunoserol6gi-
cos se utilizé como antigeno un extracto to-
tal de epimastigotes, deslipidizado y liofili-
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zado (14-15). La concentraciéon de protei-
nas del antigeno fue de 0,67 mg/mL, segtin
el método de Bradford (16).

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

La técnica ELISA se realiz6 segun el
método de Voller y col. (17). El antigeno se
fijo6 a la fase solida (placas de 96 pozos
Immulon II, Dynatech Immulon) a una con-
centracion de 10 pg/mL en solucién fosfato
salino (PBS) pH 7,2, durante toda la noche
a 4°C. Los sueros fueron diluidos 1:100 en
PBS-leche descremada al 5%-Tween 20 al
0,05% y la anti-I¢G humana conjugada a
fosfatasa alcalina (Sigma Chemical) fue di-
luida 1:1000. La reaccién fue revelada por
la adiciéon de para-nitrofenilfosfato (Sigma
Chemical) en buffer dietanolamina pH 10 y
leida a 405 nm, en un lector de placas de
ELISA (Spectra Classic, Tecan).

Reaccion de Hemoaglutinacion Indirecta
(RHI)

Para la reaccién de hemoaglutinacion
indirecta se siguié el método descrito por
Jacob y Lunde (18) con modificaciones.
Glébulos rojos de carnero fueron tratados
con 4acido tanico y sensibilizados con anti-
geno de epimastigotes de T. crugi. Los glo-
bulos rojos tanizados y sensibilizados al 1%,
fueron anadidos a diluciones seriadas de los
sueros, agitados y dejados en reposo duran-
te 16 horas a temperatura ambiente hasta
la lectura de los resultados.

Reaccion de Fijacion de Complemento
(RFC)

La reaccion de Fijacion de Comple-
mento fue realizada segin el método de
Machado y Guerreiro (19). Esta reaccion
consta de dos etapas. En la primera se co-
loca el antigeno, el anticuerpo (inactivado
a 56°C por 30 minutos) y ¢l complemento,
los cuales se dejan en incubacién por 16
horas a 4°C. Para revelar la reaccion se
anade a cada tubo 0,2 mL de una suspen-

sion de globulos rojos de carnero al 5% y
hemolisina diluida 1:1000. Luego se incuba
en bano de Maria a 37°C por 15 min, se
centrifuga a 1000 X g durante 4 min y se
leen los resultados.

Xenodiagnostico artificial

Veinte mililitros de sangre venosa del
paciente, se colocaron en un recipiente de
vidrio, el cual contenia citrato de sodio al
3,8%. Este recipiente fue cubierto con una
membrana de dialisis y se dispuso boca aba-
jo sobre el envase contentivo de los chipos,
para permitir que éstos se alimentaran de
la sangre por 4 horas a 37°C (13). Para este
ensayo se utilizaron entre 20 y 30 ninfas del
estado 4 de Rhodnius prolixus. Después de
4-6 semanas, se examiné el contenido intes-
tinal del insecto al microscopio de luz, para
buscar tripomastigotes de Trypanosoma vi-
vos, los cuales fueron posteriormente inocu-
lados en ratones para identificar la especie.

RESULTADOS

La Tabla I muestra el total de indivi-
duos (3.914) que asistieron a la Secciéon de
Inmunologia para el descarte de la infec-
cion por T. crusi durante los anos estudia-
dos. Se observa que 6,49% (intervalo de
confianza de 95%, IC: 5,7-7,3), fueron refe-
ridos por los bancos de sangre por presen-
tar resultados reactivos para anticuerpos
anti-T. crusi por RFC o ELISA utilizada ha-
bitualmente en estos centros.

Como se puede observar en la Tabla II,
de los 254 donantes con edades comprendi-
das entre los 18 y 89 afios a quienes se reali-
z6 el diagnostico seroldgico de la infeccion
durante los afios estudiados, 129 (50,79%,
1C:44,6-56,9) resultaron positivos para anti-
cuerpos anti-T. crusi por las técnicas
ELISA-Ig¢G o RHI y RFC. De estas personas
se les practico “Xenodiagnostico artificial” a
118 sujetos menores de 60 afios, confirman-
dose la presencia de T. crusi en 10 casos, lo
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TABLA I
INDIVIDUOS CONSULTANTES PARA EL DIAGNOST 1CO DE CHAGAS
A LA SECCION DE INMUNOLOGIA DEL IMT DURANTE LOS ANOS 1997-1998,/2003-2004

Ao Total de pacientes/ano Pacientes Referidos por IC
Bancos de Sangre (%) (z = 95%)
1997 870 55 (6,3) 4,7-7,9
1998 697 52 (7,5) 5,5-9,4
2003 1172 87 (7,4) 5,9-8,9
2004 1175 60 (5,1) 3,8-6,4
Total 3914 254 (6,5) 5,7-7,3
IC: Intervalos de Confianza.
TABLA 11

DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO DE INDIVIDUOS REFERIDOS POR BANCO DE SANGRE
EN LOS ANOS 1997-1998/2003-2004 AL INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL

Ano Referidos Seropositivos IC
Bancos de Sangre ELISA o RHI/RFC (%) (z = 95%)
1997 55 29 (52,73) 39,5-65,9
1998 52 27 (51,92) 38,3-65,5
2003 87 38 (43,68) 33,3-54,1
2004 60 35 (58,33) 45,9-70,8
Total 254 129 (50,79) 44,6-56,9

Elisa: Ensayo inmunoenzimatico.
complemento.

cual representé 8,5% (IC: 3,45-13,5) de po-
sitividad por xenodiagnéstico.

En la Tabla III, se presenta el ntimero
de seropositivos a T. crusi procedentes de la
capital y del interior del pais, asi como los
lugares de nacimiento. De los 129 donantes
confirmados por las técnicas seroldgicas, 68
provenian de la region capital y 61 del inte-
rior del pais. Asi mismo, 113 nacidos en el
interior del pais, 8 en Caracas y 8 en Colom-
bia. De estos 129 donantes a quienes se les
confirm¢é seroldogicamente la infeccion por
T. crusi, al menos 12 individuos manifesta-
ron haber donado sangre un minimo de 4
ocasiones antes de detectar la infeccion.

De los 10 casos a quienes se confirmé
la presencia de T. crusi, cuatro eran meno-
res de 30 anos y seis tenian mas de 35 afios.

RHI: Reaccion de hemoaglutinacion indirecta.

RFC: Reaccion de fijacion de

Asi mismo, 3 procedian del interior de pais
(Anzoategui, Miranda y Guarico) y 7 del
Distrito Capital. Ocho de los pacientes con
confirmacion parasitolégica nacieron en
ciudades del interior del pais, especifica-
mente en los estados Tachira, Trujillo, Gua-
rico, Barinas, Anzoategui y Miranda; uno en
el Distrito Capital y uno en Colombia, como
puede apreciarse en la Tabla IV.

La Fig. 1 muestra la distribuciéon por
sexo y grupo de edad de donantes seroposi-
tivos para T. crusi en el IMT en los afos
1997-1998,/2003-2004. No se apreci6 dife-
rencia estadisticamente significativa entre
el nimero de donantes masculinos (n = 83)
y femeninos (n = 46) que resultaron sero-
positivos para T. crusi. El porcentaje de in-
dividuos del sexo masculino fue 64,3%
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TABLA III
DONANTES SEROPOSITIVOS PARA 7. crusi
SEGUN LA REGION GEOGRAFICA
DE NACIMIENTO Y PROCEDENCIA
EN LOS ANOS 1997-1998/2003 Y 2004

Estados Lugar de Procedencia
nacimiento

Anzoategui 7 3
Apure 1 2
Aragua 1 6
Barinas 8 0
Bolivar 0 1
Carabobo 3 0
Dtto. Capital 8 68
Falcon 1 0
Guadrico 6

Lara 11

Mérida 9 16
Miranda 10 21
Monagas 0 0
Portuguesa 1
Sucre 9 1
Tachira 21 0
Trujillo 15 2
Vargas 0 5
Yaracuy 2 0
Zulia 4 0
Colombia 8 0
Total 129 129

(IC: 72,0-55,8), situandose el mayor por-
centaje de donantes seropositivos en el gru-
po de edad entre los 40 y 59 afios.

DISCUSION

La Enfermedad de Chagas sigue siendo
un problema sanitario, médico y social muy
importante en América Latina. Las dificul-

tades econOmicas y otros eventos socio-poli-
ticos en Latinoamérica han estimulado la
migracion de personas desde areas rurales
hacia areas urbanas, aumentando la posibi-
lidad de adquirir T. crusi por transfusion de
sangre en las ciudades. El problema se ha
extendido a paises desarrollados a causa del
incremento de inmigrantes latinoamerica-
nos.

La aplicacion de programas de control
sobre los vectores ha permitido que el me-
canismo de transmisién transfusional ocupe
el segundo lugar mas importante de trans-
mision de la Enfermedad de Chagas (20). El
riesgo de infeccion después de la transfu-
sion de una unidad de sangre infectada con
T. crusi, depende principalmente de la can-
tidad de sangre transfundida, la concentra-
cion del parasito en la unidad de sangre
transfundida y del estado inmunol6gico del
receptor. Desde hace muchos anos, una de
las estrategias empleadas para evitar la
transmision por transfusiones de sangre, ha
sido la evaluacion por pruebas seroldgicas
para la deteccion de anticuerpos anti-T.
crugi de la sangre donada. Asi mismo, se ha
utilizado un cuestionario pre-donacion,
pero debido a que la infeccién por T. crusgi
tiene un tiempo de vida largo y muchas per-
sonas infectadas son asintomdticas, la iden-
tificacion de donantes de sangre de alto
riesgo por un cuestionario pre-donacion no
es confiable. Ain asi, en paises Latinoame-
ricanos, la probabilidad de ser infectado al
recibir una unidad de transfusion infectada
con T. crusi se ha estimado en alrededor de
20% (21). En 1991, durante el encuentro
del Programa Iniciativa del Cono Sur, se de-
finieron los parametros para ¢l control sero-
l6gico pre-transtfunsional en todos los pai-
ses de América Latina y en el cual se especi-
fic6 que para el diagnostico se deben utili-
zar al menos dos métodos serologicos con
principios diferentes (22) con el fin de dis-
minuir el riesgo de transmision ya que utili-
zar diferentes métodos aumenta la probabi-
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TABLA IV
DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS DONANTES SEROPOSITIVOS COMPROBADOS
PARASITOLOGICAMENTE POR XENODIAGNOSTICO PARA T. crusi
Caso Edad Sexo Lugar de nacimiento Procedencia
1 22 M Tachira Dtto Capital
2 23 Tachira Dtto Capital
3 25 Tachira Miranda
4 28 M Anzoategui Dtto. Capital
5 36 M Barinas Dtto. Capital
6 43 M Colombia Dtto Capital
7 47 M Dtto. Capital Guarico
8 48 M Miranda Anzoategui
9 51 M Trujillo Dtto Capital
10 57 M Guaérico Dtto Capital
000 Hl Masculino
35,00 l:l Femenino
fo ﬂm 20-29 30-39 40-49 | 50- 59 | !] | 4-:‘ [ ?-:‘

Afos

Fig. 1. Distribucion por sexo y grupo de edad de donantes seropositivos para T. crusi en IMT en los

anos 1997-1998/2003-2004 (n = 129).

lidad del diagnéstico. Debido a que antige-
nos de T. crusi son compartidos por otros
parasitos, el diagnéstico serolégico de la in-
feccién por T. cruszi es complejo tanto por
resultados falsos positivos como por falsos
negativos.

Aunque sensibles, las técnicas disponi-
bles para el serodiagnéstico de la infeccién
por T. crusi no son 100% especificas y debi-

do a que no existe ningtiin método “patrén
oro”, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) recomienda la realizacion de tres
pruebas serolégicas para la determinacion
de anticuerpos anti-T. crusi (23). Por lo ge-
neral, los bancos de sangre utilizan una sola
prucba diagnéstica para determinar si un
donante va a ser aceptado o no. De los do-
nantes que asistieron a la Seccién de Inmu-
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nologia del Instituto de Medicina Tropical,
para confirmar el resultado positivo del ban-
co de sangre que los remite, se les ratifico el
resultado positivo al 50,79% (IC: 44,6-56,9).
Desconocemos los ensayos practicados a las
personas que nos fueron remitidas, pero en
todo caso se aprecia que 49,21% (IC:
43,1-55,4) resultaron falsos positivos puesto
que no fueron confirmados por al menos dos
pruebas que les fueron practicadas. Como
quiera que en los bancos de sangre no reali-
zan mds de una prueba, es preferible remitir
todos los positivos a un centro de referencia
para practicar la confirmacion.

De los comprobados serologicamente,
se encontré T. crusi en la circulacién en
8,5% por xenodiagnostico. Probablemente
el namero de personas con parasitos circu-
lando sea mayor debido a la conocida baja
sensibilidad del xenodiagnéstico (24-27). El
mayor numero de los donantes que asistie-
ron para confirmar la infeccion, se encon-
traba en edades comprendidas entre los 40
y 59 anos, con antecedentes de riesgo de in-
feccion por T. crugi y en algunos casos con
familiares con Enfermedad de Chagas. Esta
situaciéon aumenta el riesgo de infeccion
transfusional a los receptores puesto que
los pacientes cronicos de Chagas se ubican
en este grupo de edad (28).

La mayoria de los donantes de sangre
que acudieron a nuestra consulta, descono-
cian su condicién de infectados por lo que
tenian anos donando sangre. Es preocupan-
te el hecho de que varios de los donantes
voluntarios, con demostracion parasitologi-
ca, manifestaron haber donado sangre en
varias ocasiones, algunos hasta por mas de
7 anos antes de la confirmacion de su infec-
cion por T. cruzi, probablemente debido a
la baja sensibilidad que se obtiene cuando
se utiliza una sola prueba diagnéstica.

En toda Latinoamérica se han realiza-
do estudios de prevalencia de la infeccion
por T. crusi en donantes de sangre. En Mé-
xico, determinaron que de 128 donantes

del banco de sangre de la ciudad de Cuer-
navaca, 7% fueron positivos y ademas ha-
bian donado previamente de 1 a 4 ocasiones
(29). En Chile, la prevalencia de Chagas en
los bancos de sangre de un Hospital ptblico
es de 1,2% (30). En donantes del Banco de
Sangre en Quito se observa una seropositi-
vidad de 0,13% en personas provenientes de
un area endémica y de dos areas considera-
das como no endémicas para la Enfermedad
de Chagas (31). Venezuela se encuentra en-
tre los paises que realiza la deteccién de an-
ticuerpos anti-T. cruzi al 100% de los do-
nantes en los diferentes bancos de sangre
con una prevalencia de menos de 1% anual,
por lo que es uno de los paises cuyos recep-
tores de sangre tienen el menor riesgo de
infeccion cuando se compara con otros pai-
ses Latinoamericanos (6, 8).

Es importante hacer un seguimiento
continuo y riguroso en los bancos de san-
gre, donde se evaliien las téenicas de labo-
ratorio y los antigenos empleados para ¢l
despistaje de la infeccion por T. crusi, espe-
cialmente por los resultados falsos negati-
vos que serian un factor de riesgo para la
transmision transfusional. Asi mismo, se
debe tomar en cuenta el lugar de nacimien-
to y procedencia del donante para hacer
hincapié en el despistaje y reducir la proba-
bilidad de recibir una unidad de sangre in-
fectada, especialmente en areas endémicas
de baja prevalencia o en areas consideradas
como no endémicas. Esto adquiere mayor
relevancia ante el incremento de poblacio-
nes inmunocomprometidas (VIH, trans-
plantados, pacientes oncoldgicos en diali-
sis, con enfermedades autoinmunes, ctc.),
pues en ellos la infeccion por T. crusi revis-
te una gravedad inusitada.
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