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RESUMEN

Se estandarizo un inmunoensayo enzimdtico en fase sélida (ELISA) para estudiar la presencia
de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en personas asintomdticas que viven en un drea
endémica de enfermedad de Chagas en Nicaragua. El ensayo fue estandarizado para el andlisis
de muestras de sangre colectadas en papel de filtro como método simple de transporte de mues-
tras de sangre. Se realizd un estudio previo en el que se estudiaron por ELISA 18 muestras de
suero total y 18 eluidos de sangre de pacientes con enfermedad de Chagas cronica, 30 muestras
de suero y 30 eluidos de sangre de personas sanas que se utilizaron como controles negativos
y 14 muestras de suero y 14 eluidos de sangre de pacientes con leishmaniasis cutdnea o vis-
ceral que se utilizaron para los estudios de reacciones cruzadas. Tanto con el suero total como
con los eluidos de sangre, la prueba de ELISA proporciond una sensibilidad de 100% y una es-
pecificidad de 90%; solo se observaron reacciones cruzadas con las muestras de pacientes con
leishmaniasis visceral. El estudio poblacional incluyd a ocho comunidades rurales de Somoto,
Nicaragua. Mediante un muestreo al azar se colectaron muestras de sangre en papel de filtro
a 2 434 personas (1 335 del sexo masculino y 1 099 del sexo femenino) de las comunidades de
Aguas Calientes, La Manzana, Los Canales, Santa Rosa, Las Playas, El Brocal, Santa Isabel y
Santa Teresa. Las muestras fueron estudiadas por ELISA e inmunofluorescencia indirecta
(IFI) encontrdndose un total de 260 seropositivos por ELISA (10,7%), 207 de los cuales fueron
también positivos por IFI (8,56%). La mayoria de los sueros seropositivos correspondieron a
personas del sexo femenino con ambas técnicas, pero la diferencia entre hombres y mujeres no
fue estadisticamente significativa. Los resultados obtenidos con ambas técnicas mostraron una
excelente concordancia. Con respecto a la edad se observd una curva ascendente, con 5,4% de
seropositivos por ELISA en individuos de 0-10 afios y 42,7% en mayores de 50 afios. La vasta
mayoria de los individuos analizados fueron asintomdticos.

La infeccién humana por Trypano-
soma cruzi, agente causal de la en-
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fermedad de Chagas, es altamente
prevalente en muchos paises de Cen-
troamérica y Sudamérica. Segun esti-
maciones de la Organizaciéon Pana-
mericana de la Salud/Organizacién
Mundial de la Salud (OPS/OMS), 16 a
18 millones de personas estan actual-
mente infectadas y 100 millones se
encuentran en riesgo de contraer la en-
fermedad (1, 2). En Nicaragua, la dis-
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tribucion de la enfermedad de Chagas
depende directamente de la dispersién
de sus principales vectores, Rhodnius
prolixus y Triatoma dimidiata. Estudios
anteriores han demostrado la presen-
cia de estos vectores, junto a otros ele-
mentos de la cadena epidemioldgica,
en diferentes regiones (3, 4), lo cual su-
giere que la enfermedad podria estar
ampliamente distribuida en todo el
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pais. Segtin Schofield y Dujardin (5) en
Nicaragua podrian presentar anticuer-
pos contra T. cruzi 67 000 personas,
pero, debido al escaso ntimero de estu-
dios epidemiolégicos realizados, sigue
sin definir la verdadera magnitud de
este importante problema de salud.

La enfermedad de Chagas es trans-
mitida fundamentalmente por vecto-
res (Triatominae) (6) y transfusiones de
sangre infectada (7), y su diagndstico
de certeza solo es posible mediante la
observacién microscépica del parasito
en las muestras de sangre del indivi-
duo parasitado o a través de métodos
parasitolégicos como el xenodiagnos-
tico y el hemocultivo (8). Estos méto-
dos, ademas de dificiles y laboriosos,
solo son ttiles en la fase aguda de la
enfermedad, ya que en la fase crénica
la parasitemia desaparece y, en conse-
cuencia, solo se obtienen resultados
positivos en aproximadamente la mi-
tad de los pacientes (8, 9). Por este mo-
tivo, el inmunodiagndstico basado en
la deteccién de anticuerpos contra T.
cruzi mediante hemaglutinacién indi-
recta (HAI), inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) o inmunoensayo enzimatico
(ELISA) en fase solida (9-11), o en la
demostracion de la presencia de anti-
genos por medio de la determinacién
de anticuerpos liticos (12), ha sido ge-
neralmente aceptado como criterio de
infeccion.

Seglin nuestro conocimiento, la re-
gion més afectada por la enfermedad
de Chagas en Nicaragua es la Zona
Norte, en particular la regién de So-
moto, donde la presencia de la enfer-
medad se confirmé por primera vez en
1965 (13). Somoto, en la frontera con
Honduras, es una regiéon montafiosa y
boscosa de clima tropical, ubicada a
600 m sobre el nivel del mar. Su po-
blacién, con un nivel socioeconémico
muy bajo, vive basicamente de la agri-
cultura y en su mayoria las viviendas
son construcciones de barro, madera
y hojas de palma o combinaciones de
estos materiales, con pisos de tierra.
Habitualmente, conviven con las per-
sonas o muy cerca de ellas diferentes
animales domésticos que sirven de re-
servorio a T. cruzi, tales como perros y
gatos, lo cual contribuye a la transmi-
sién de la enfermedad.
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La infraestructura de salud de Ni-
caragua es deficiente para hacer el
diagnostico de la enfermedad de Cha-
gas, pues son muy pocos los centros
hospitalarios que disponen de técni-
cas serolégicas y de personal debida-
mente capacitado. Ademas de los labo-
ratorios de la Cruz Roja Internacional,
que tienen a su cargo la investigacion
de la mayor parte de las donaciones de
sangre, el Centro Nacional de Diag-
néstico y Referencia (CNDR) de Mana-
gua es la tnica institucién potencial-
mente capaz de asumir el diagndstico
serologico de la enfermedad de Cha-
gas, puesto que posee un equipa-
miento adecuado y personal técnico
con adiestramiento en técnicas de
diagnostico. Sin embargo, hasta el mo-
mento el CNDR solo disponia de la
técnica de IFI para el diagnéstico de
esta enfermedad. Con el propdsito de
incrementar el potencial diagndstico
del CNDR vy establecer una técnica al-
tamente sensible que permita estudiar
muchas muestras al mismo tiempo,
en el presente estudio nos propusimos
los siguientes objetivos: 1) estandarizar
una prueba de ELISA para el estudio
de muestras de sangre recolectadas en
papel de filtro y demostrar que la sen-
sibilidad y la especificidad del diag-
ndstico no varian utilizando suero
completo y eluidos de sangre recogida
en papel de filtro; 2) emplear la prueba
de ELISA con muestras recolectadas
en papel de filtro en un estudio pobla-
cional con el propésito de detectar la
presencia de anticuerpos contra T.
cruzi en ocho comunidades de la re-
giéon de Somoto, y 3) comparar la sen-
sibilidad y especificidad diagndstica de
esta prueba con las de la IFI.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue dividido en dos eta-
pas. En la primera se estandariz6 una
prueba de ELISA indirecta empleando
como antigeno un extracto crudo de
epimastigotes de T. cruzi preparado
por exposicién a ultrasonidos (3 ciclos
de 1 minuto a 18 KHz, a intervalos de
30 segundos) y centrifugacion a 12 000
g durante 1 hora a 4 °C (14). El pro-
cedimiento para la realizacién de la

prueba de ELISA fue semejante al
utilizado por otros autores (15, 16),
pero se utilizaron placas de poliesti-
reno de 96 pocillos de fondo plano
(NUNC, Rochester, NY) sensibilizadas
con 10 pg/mL del antigeno de T. cruzi,
una anti-IgG humana marcada con pe-
roxidasa (Sigma Chemical Co., Inc.,
Milwaukee, WI) a la dilucién 1:5 000,
como conjugado, y o-fenilendiamina
como sustrato. Se determinaron las ab-
sorbencias a 492 nm mediante un lec-
tor de microELISA (Organon, West
Orange, NJ).

Para estandarizar la prueba de
ELISA, a 18 pacientes con enfermedad
de Chagas en fase crénica se les extrajo
una muestra de sangre venosa, de la
cual se separ el suero, y otra por pun-
cién del dedo indice, que se recogi6 en
papel de filtro. La informacién sobre
estos pacientes se obtuvo a partir de
las historias clinicas del hospital “La
Mascota”, de Managua; todos proce-
dian de areas donde la enfermedad de
Chagas es endémica y habian estado
expuestos a la picadura del vector du-
rante muchos afios, presentaban ti-
tulos elevados de anticuerpos por IFI
(= 1:1 024) y HAI (= 1:250), porcentajes
de lisis mediada por complemento su-
periores a 20%, y alteraciones electro-
cardiogréaficas (arritmia y bradicardia,
entre otras) que sugerfan infeccion cré-
nica por T. cruzi. También se extrajo
sangre venosa, que fue recolectada en
papel de filtro, a 30 personas sanas que
habian realizado donaciones de sangre
dos semanas antes del inicio del estu-
dio; todas habian sido consideradas
negativas a la enfermedad de Chagas
por el Banco de Sangre de la Cruz Roja
Internacional de Managua, y también
habian sido negativas en la IFI y ha-
bian referido no haber padecido mala-
ria, leishmaniasis u otra enfermedad
relacionada, por lo que fueron utiliza-
dos como controles negativos. Adicio-
nalmente, para los estudios de reac-
cién cruzada se recolectaron muestras
de sangre de 4 pacientes con leishma-
niasis visceral y de 10 con leishmania-
sis cutdnea ingresados en el hospital
“La Mascota”.

Las muestras de sangre extraidas
mediante puncién del borde externo
del dedo indice a cada paciente y per-
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sona sana fueron colocadas sobre dos
circulos de papel de filtro (Whatman
No. 1, Whatman International Ltd.,
Maidstone, Kent, Reino Unido) de 0,6
cm de didmetro (17), los cuales, una
vez impregnados de sangre, se dejaron
secar a temperatura ambiente, fueron
identificados con el nombre del indi-
viduo, empaquetados en sobres de
nailon con silica para prevenir la hu-
medad y guardados a 4 °C hasta su
estudio. Para las pruebas serolégicas
cada circulo de papel fue colocado en
el fondo de una placa de microtitula-
cién, se le anadieron 100 pL de solu-
cién salina tamponada con fosfato
(PBS) 0,01 mol/L, pH 7,2 y se incubd
durante toda la noche a 4 °C. Al dia si-
guiente se recolect6 el eluido y se es-
tud6 por ELISA e IFI. Los sueros fue-
ron estudiados por ELISA a diluciones
dobles desde 1:200 hasta 1:1 600 y los
eluidos a diluciones dobles desde 1:5
hasta 1:40. Se seleccion6 como 6ptima
la dilucién de suero y eluido de sangre
con la cual la absorbencia de los pa-
cientes con enfermedad de Chagas cré-
nica fuera igual o mayor a cinco veces
la media de la absorbencia de las
muestras negativas. Se consideré posi-
tiva toda muestra cuya absorbencia
fuera mayor que la absorbencia media
de los negativos + 2 desviaciones es-
tandar (14). Cada muestra de suero y
eluido de sangre fue estudiada por
ELISA, por duplicado, y el resultado se
expres6 como la absorbencia media de
ambas determinaciones. Se aplicé la ¢
de Student para comparar las absor-
bencias medias de los controles negati-
vos, de los pacientes con enfermedad
de Chagas en fase crénica y de los pa-
cientes con leishmaniasis visceral y cu-
tdnea. Para calcular la sensibilidad y
especificidad de la prueba de ELISA
con suero total y eluidos de sangre se
tomaron como referencia los datos
clinicos, epidemiolégicos y seroldgicos
recopilados de las historias clinicas de
los pacientes con enfermedad de Cha-
gas cronica.

La segunda etapa del trabajo consis-
tié en realizar un estudio poblacional
en ocho comunidades de Somoto, se-
leccionadas al azar, en las cuales se
recolectaron muestras de sangre en pa-
pel de filtro a 2 434 personas que fue-

ron estudiadas mediante ELISA e IFI.
Las comunidades estudiadas fueron:
Aguas Calientes, con 99 casas y 381
habitantes; La Manzana, con 96 casas
y 542 habitantes; Los Canales, con 108
casas y 593 habitantes; Santa Rosa, con
66 casas y 324 habitantes; Las Playas,
con 126 casas y 686 habitantes; El Bro-
cal, con 60 casas y 250 habitantes;
Santa Isabel, con 108 casas y 622 habi-
tantes, y Santa Teresa, con 90 casas y
373 habitantes. El promedio de casas
por comunidad fue de 94 y la pobla-
cion total de 3 771 habitantes, de los
cuales 1 915 fueron del sexo masculino
y 1 856 del sexo femenino. Mediante
un muestreo alterno de las casas se re-
colectaron muestras de sangre de un
total de 2 434 personas (1 335 del sexo
masculino y 1 099 del sexo femenino),
que representaron 64,5% de la pobla-
cién total. En el estudio se incluyeron
todas las personas que se encontraban
en la casa en el momento de la visita y
que dieron su consentimiento para la
extraccién de una muestra de sangre.
En el caso de los nifios se les pidid
a sus padres el consentimiento por
escrito. A todas las personas se les
realizé un breve cuestionario para in-
vestigar la edad, sexo y antecedentes
cardiovasculares de cualquier tipo,
prestando especial atencién a si habian
recibido atencién médica y cual habia
sido el diagnéstico.

La prueba de ELISA con eluidos de
sangre se desarroll6 de la forma ya
descrita, pero utilizando la dilucién
Optima previamente establecida en la
etapa de estandarizacién. Para la
prueba de IFI se utilizaron epimastigo-
tes de la cepa Y (IOC-106, Rio de Ja-
neiro, Brasil) de T. cruzi provenientes
de cultivo, lavados y fijados con for-
malina segiin la técnica descrita por
Camargo (18). Se utiliz6 un conjugado
anti-IgG humana marcada con fluores-
ceina (Sigma Chemical Co., Inc., Mil-
waukee, WI). Todas las preparaciones
se examinaron con un microscopio de
transmision de luz ultravioleta (Leitz,
Zurich, Switzerland). Inicialmente se
examinaron todos los eluidos de san-
gre tal como se obtuvieron del papel
de filtro y los positivos se estudiaron a
diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:32.
Se consider6 positivo todo eluido que
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resultara positivo a diluciones > 1:2.
Los resultados de los eluidos de san-
gre estudiados por IFI fueron expresa-
dos mediante la media geométrica del
titulo reciproco de anticuerpos, consi-
derandose como titulo de anticuerpos
la méxima dilucién con la cual se ob-
servaron diferencias entre la fluores-
cencia del positivo y de los negativos.
Se aplic6 la t de Student para compa-
rar la media geométrica del titulo reci-
proco de anticuerpos obtenida en los
seropositivos de cada comunidad. La
distribucién de la seropositividad me-
diante ELISA e IFI fue analizada por
comunidad, edad y sexo. Se calculé
la sensibilidad y especificidad de la
prueba de ELISA respecto a la IFI y se
calculé la concordancia entre ambas
pruebas mediante la k de Cohen.

RESULTADOS

Después de estudiar por ELISA dife-
rentes diluciones de las muestras de
suero total y de eluidos de sangre
de los 18 pacientes con enfermedad de
Chagas crénica, se obtuvieron valores
de absorbencia muy similares con las
diluciones de suero a 1:200 (1,55 =
0,08) y de los eluidos de sangre a
1:5 (1,46 = 0,1), y también entre las
diluciones a 1:400 (1,42 + 0,06) y 1:10
(1,3 = 0,09), 1:800 (1,19 + 0,08) y 1:20
(0,99 + 0,09), y 1:1 600 (0,85 + 0,09) y
1:40 (0,66 = 0,08). La misma semejanza
entre las absorbencias de los sueros y
de los eluidos de sangre se observé en
los controles negativos a las diluciones
de 1:200 (0,33 + 0,09) y 1:5 (0,27 « 0,09);
1:400 (0,22 = 0,1) y 1:10 (0,22 + 0,08);
1:800 (0,1 + 0,07) y 1:20 (0,12 + 0,09), y
1:1 600 (0,09 + 0,05) y 1:40 (0,66 + 0,08).
Aunque con todas las diluciones estu-
diadas se obtuvieron diferencias ele-
vadas entre las muestras positivas y
negativas (P/N), se selecciondé como
optima la dilucién de 1:20 de los elui-
dos de sangre (equivalente a 1:800 de
los sueros) por ser la que mayor razén
P/N proporcioné (8,3). Los sueros
de los pacientes con enfermedad de
Chagas crénica a la dilucién de 1:800
mostraron absorbencias que oscilaron
entre 0,53 y 1,98 (1,2 = 0,32) y sus elui-
dos de sangre valores entre 0,68 y 1,3
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(0,94 = 0,16). Los sueros de los 30 con-
troles negativos mostraron absorben-
cias entre 0,06 y 0,43 (0,12 = 0,11) y sus
respectivos eluidos valores entre 0,11 y
0,4 (0,17 + 0,04). El limite de positivi-
dad establecido para el ensayo, tanto
para sueros como para eluidos de san-
gre, fue de 0,34. Segln este criterio,
100% de los sueros de los pacientes
con enfermedad de Chagas crénica re-
sultaron positivos, igual que 3 de los
30 sueros (10%) y eluidos de sangre
utilizados como controles negativos.
La absorbencia de los sueros y eluidos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea
oscilé entre 0,09 y 0,31 (0,12 = 0,09) y
0,09 y 0,29 (0,10 + 0,09), respectiva-
mente, mientras que en los pacientes
con leishmaniasis visceral oscil6 entre
044 y 1,2 (0,33 + 0,31) y 0,39 y 0,99
(0,29 + 0,23), respectivamente. Tanto
para los sueros como para los eluidos
de sangre, la prueba presenté una
reactividad cruzada de 26,6%, ya que
las cuatro muestras de pacientes con
leishmaniasis visceral resultaron posi-
tivas en el ensayo. La absorbencia me-
dia del grupo de pacientes con enfer-
medad de Chagas crénica presentd
diferencias altamente significativas
(P < 0,001) con respecto al grupo de
control negativo y al grupo de pa-
cientes con leishmaniasis cutdnea,
pero no con respecto al grupo de
pacientes con leishmaniasis visceral
(P> 0,05). La sensibilidad y la especifi-
cidad de la prueba de ELISA tanto con
muestras de suero como con eluidos
de sangre fueron de 100 y 90%, respec-
tivamente. Se obtuvo una buena corre-
lacién entre los resultados obtenidos
con suero total y con eluidos de san-
gre (P < 0,001), lo cual indica que no
existen diferencias en los resultados
del diagnéstico atribuibles al tipo de
muestra estudiada.

De las 2 434 personas estudiadas en
la regiéon de Somoto, 260 (10,7%) resul-
taron positivas por ELISA; 38 (14,6%)
pertenecian a la comunidad Aguas
Calientes, 27 (10,4%) a La Manzana, 40
(15,4%) a Los Canales, 24 (9,2%) a
Santa Rosa, 61 (23,5%) a Las Playas, 16
(6,2%) a El Brocal, 37 (14,2%) a Santa
Isabel y 17 (6,5%) a Santa Teresa. De
los 260 seropositivos, 15 (5,8%) mos-
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traron absorbencias entre 0,34 y 0,44
(0,39 = 0,09); 42 (16,2%) entre 0,45 y
0,59 (0,51 £ 0,09); 51 (19,6%) entre 0,6 y
0,79 (0,68 = 0,11); 66 (25,4%) entre 0,8 y
0,99 (0,89 £0,1) y 86 (33%) > 1,0 (14 +
0,13). La absorbencia media en las
ocho comunidades fue de 0,774 + 0,39.
No se encontraron diferencias signifi-
cativas en la absorbencia media entre
comunidades; sin embargo, en todas
las comunidades se encontraron dife-
rencias altamente significativas entre
las medias de los seropositivos y los
seronegativos (P < 0,001). La distribu-
cién por sexos mostré que 89 de los
260 (34,2%) seropositivos eran del sexo
masculino y 171 (65,8%) del sexo feme-
nino. La distribucién de seropositivos
por grupos de edad fue la siguiente:
14 (5,4%) casos entre 0 y 10 afios, 23
(8,8%) entre 11 y 20 afos, 26 (10%)
entre 21 y 30 afios, 31 (11,9%) entre 31
y 40 afios, 55 (21,2%) entre 41 y 50 afios
y 111 (42,7%) mayores de 50 afios.
Mediante IFI, el nimero de sero-
positivos se redujo a 207 (8,5%): 30
(14,5%) de Aguas Calientes, 21 (10,1%)
de La Manzana, 31 (15,0%) de Los
Canales, 20 (9,7%) de Santa Rosa, 55
(26,6%) de Las Playas, 11 (5,3%) de El
Brocal, 29 (14,0%) de Santa Isabel y 10
(4,8%) de Santa Teresa. La media geo-
métrica del titulo reciproco de anti-
cuerpos de los seropositivos, fue de
85,7 en 59 casos (28,5%), de 165,3 en 65
(31,4%), de 331 en 25 (12,1%) y de 896
en 58 (28,0%). La media geométrica del
titulo reciproco en las ocho comunida-
des fue de 562,3. No se encontraron di-
ferencias significativas entre la media
geométrica de los titulos en las diferen-
tes comunidades. De los 207 seropositi-
vo0s, 97 (46,9%) eran del sexo masculino
y 110 (53,1%) del sexo femenino. La
distribuciéon por grupos de edad fue la
siguiente: 9 (4,4%) entre 0 y 10 afios, 16
(7,7%) entre 11 y 20 afos, 19 (9,2%)
entre 21 y 30 afios, 27 (13,0%) entre 31
y 40 afios, 42 (20,3%) entre 41 y 50 afios
y 94 (45,4%) mayores de 50 afios.
Aunque, tanto por ELISA como por
IFI, el mayor nimero de seropositi-
vos pertenecia al sexo femenino, no
se encontr6 relacion significativa entre
el nimero de seropositivos y el sexo.
Ninguno de los individuos menores de

50 afios refiri6 sintomas cardiovascu-
lares y solo nueve seropositivos (8%)
mayores de 50 afios refirieron leves
episodios de arritmia o taquicardia, sin
que para ello procuraran asistencia
médica. Ninguna de las personas es-
tudiadas refiri6 haber padecido leish-
maniasis (o lepra de montafia, como es
conocida en esta zona); sin embargo,
35,8% de los individuos afirmaron
haber padecido de malaria. Aunque el
cuestionario utilizado no incluy6é una
clasificacién de las casas segtn la cali-
dad de la construccién, de manera
general todas podrian haber sido con-
sideradas como regulares o malas,
teniendo en cuenta que todas tenian
pisos de tierra y paredes y techos de
madera, palma o planchas de cinc. Res-
pecto a la IF], la prueba de ELISA mos-
tré una sensibilidad de 100% y una es-
pecificidad de 97,6%. La concordancia
entre ambas técnicas fue muy elevada
(k = 0,96). Al relacionar las medias
geométricas de los titulos reciprocos
de anticuerpos por IFI con las absor-
bencias obtenidas por ELISA se obtuvo
una correlacién significativa (P < 0,05).
Las medias geométricas de 85,7, 165,3,
331 y 896 se correspondian con valores
de absorbencia de 0,34-0,59, 0,6-0,79,
0,8-1,0 y > 1,0, respectivamente.

DISCUSION

Las pruebas seroldgicas constituyen
importantes herramientas que permi-
ten estimar los niveles de exposicién a
T. cruzi en regiones endémicas y mu-
chas han sido utilizadas para evaluar
medidas de control en Sudamérica (19,
20). A pesar de los éxitos obtenidos en
los programas de control en el Cono
Sur, en Centroamérica, y en particular
en Nicaragua, aun no se ha puesto
en practica ningtin programa de eli-
minacién del vector, debido a que la
importancia econémica y social de
esta enfermedad fue reconocida muy
recientemente en la regién. Como pri-
mer paso para la concepcién de un
programa de este tipo, el CNDR de
Managua, como instituto central de las
actividades del Ministerio de Salud,
decidi6 incorporar a su arsenal diag-
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nodstico una técnica altamente sensible
con la cual pudiera realizar el diagnos-
tico individual y acometer estudios
poblacionales a gran escala que permi-
tieran estimar la diseminacién de la
enfermedad de Chagas en el pais y,
mas tarde, evaluar los programas de
control. La técnica seleccionada para
estos fines fue una prueba de ELISA en
fase solida, que es una de las técnicas
serolégicas mas sensibles utilizadas
para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas en su fase crénica (9, 10).

Teniendo en cuenta que en muchas
ocasiones la recoleccién y transporte
de muestras de suero puede constituir
una verdadera limitacién para la reali-
zacién de estudios poblacionales, nos
propusimos estandarizar el ensayo
empleando eluidos de sangre. En un
estudio en el que emplearon IFI y HAI
con muestras de suero y eluidos de
sangre, Zicker et al. obtuvieron resul-
tados significativamente diferentes
dependiendo del tipo de muestra (9);
sin embargo, en nuestro trabajo, em-
pleando la técnica de ELISA, la con-
cordancia de los resultados obtenidos
con sueros y eluidos de sangre fue ele-
vada, y la sensibilidad y especificidad
de la prueba fueron comparables a las
obtenidas por otros estudios que uti-
lizaron inmunoensayos enzimaéticos
semejantes (20).

El porcentaje de reacciones cruzadas
fue también el esperado, si tenemos en
cuenta que T. cruzi y Leishmania spp.
poseen muiltiples epitopos semejantes
localizados en moléculas de glicopro-
teinas que contienen residuos de ga-
lactosa (21), ademas de proteinas del
citoesqueleto, como la tubulina, que
son semejantes en muchos tripanoso-
matidos. Una posible solucién para eli-
minar las reacciones cruzadas es la pu-
rificacién del extracto soluble para la
obtencién de antigenos especificos de
T. cruzi. Algunos autores (14, 22) han
sefialado que es posible reducir las
reacciones cruzadas con Leishmania
spp. mediante el empleo en los inmu-
noensayos enzimaticos de una enzima
proteolitica dependiente de cisteina
conocida como GP 57/51, presente en
las proteinas que liberan los epimas-
tigotes y tripomastigotes de T. cruzi

durante la metaciclogénesis (23). Otros
informes mencionan la existencia de
una glicoproteina de 90 kDa (GP90)
que se encuentra en los zimodemas de
T. cruzi y que estd ausente en los de
Leishmania y T. rangeli (16). Aunque la
utilizacién de antigenos especificos de
T. cruzi seria ideal para eliminar la reac-
tividad cruzada, en el presente estudio
esto no fue posible, ya que obtener
cualquiera de los antigenos antes men-
cionados, ya sea por via recombinante
o en forma nativa, requiere recursos
y equipamiento cromatografico hasta
el momento inexistentes en las insta-
laciones del CNDR de Managua. Afor-
tunadamente, en Nicaragua, la enfer-
medad de Chagas y la leishmaniasis
prevalecen en regiones endémicas di-
ferentes, por lo que, aun con el empleo
de un extracto soluble no purificado
de epimastigotes como el utilizado en
este estudio, un resultado positivo en
la prueba de ELISA podria sugerir in-
feccion por T. cruzi.

La seropositividad global encon-
trada en este estudio (10,7%) esta en el
rango descrito por la OMS (6-30%) en
la zona estudiada (1). Aunque tanto el
nimero de comunidades como el ni-
mero de personas estudiadas fue ele-
vado, consideramos que estos datos no
son representativos de toda la Zona
Norte de Nicaragua y que se necesitan
estudios epidemiolégicos mas profun-
dos que aporten datos de seropreva-
lencia representativos de Somoto y del
pais. Sin embargo, creemos que las ci-
fras reales no estaran muy lejanas de
las encontradas en este estudio, si te-
nemos en cuenta que el porcentaje glo-
bal de seropositivos en las ocho comu-
nidades fue muy semejante al descrito
en estudios anteriores, con disefio y
técnicas serolégicas diferentes, realiza-
dos en la comunidad de Santa Rosa
(24). Una comparacién de los resulta-
dos de cada una de las comunidades
mostré que los porcentajes de seropo-
sitividad de Aguas Calientes (14,6%),
La Manzana (10,4%), Los Canales
(15,4%), Santa Rosa (9,2%) y Santa Isa-
bel (14,2%) eran muy semejantes a los
registrados en Guatemala (14%) y
Costa Rica (11%) (25), mientras que los
de otras comunidades, como Las Pla-
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yas (23,0%), eran muy superiores, y los
de otras, como El Brocal (6,2%) y Santa
Teresa (6,5%) relativamente bajos. A
pesar de estas variaciones de la fre-
cuencia de la seropositividad, no se
encontraron diferencias significativas
en cuanto al nimero de positivos por
comunidad, lo cual era de esperar de-
bido a que todas poseen las mismas
condiciones ecoldgicas y socioeconé-
micas. Investigaciones entomolégicas
aun no publicadas realizadas durante
este estudio, demostraron que el vec-
tor mas frecuentemente encontrado en
las viviendas de estas comunidades
fue T. dimidiata, el cual posee habitats
intradomiciliarios y, aunque es un vec-
tor competente de T. cruzi, suele pre-
sentar tasas de infeccién relativamente
bajas, a menudo inferiores a 30%, in-
cluso en adultos (5), y suele estar aso-
ciado con un nivel relativamente bajo
de infeccién humana.

En el anélisis de la seropositividad
segtin la edad, se obtuvo una curva as-
cendente que comenzé con un 5,4% en
nifios de 0-10 afios para llegar a 42,7%
en mayores de 50 afios, patrén similar
al obtenido en estudios anteriores (24)
y tipico de zonas endémicas donde
la transmisién de T. cruzi se mantiene
activa y de manera continua durante
mucho tiempo. Resulta interesante des-
tacar que ninguno de los individuos
seropositivos refiri¢ sintomas clini-
cos que pudieran relacionarse con la
enfermedad de Chagas, lo cual no es
de extrafiar, debido al largo periodo
asintomético por el que cursa la enfer-
medad hacia su fase crénica. En un es-
tudio clinico realizado previamente en
la comunidad de Santa Rosa (24), tam-
bién los seropositivos fueron todos
asintomaticos, aunque en el examen
electrocardiogréfico se detectaron di-
ferentes alteraciones, tales como blo-
queo auriculoventricular y de la rama
izquierda, y bradicardia, que también
se observaron en individuos seronega-
tivos. Lamentablemente, en el presente
trabajo no se hizo un estudio clinico
de los seropositivos, de modo que no
pudimos comprobar la presencia de
lesiones cardiacas como informaron
Zicker et al. (26) en un estudio de casos
y controles.
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Aunque el nimero de seropositivos
obtenido por IFI fue inferior al obte-
nido por ELISA, los resultados de
ambas técnicas fueron muy similares
en lo que se refiere a la distribucién de
seropositivos por comunidad, sexo y
edad. Ademads, se detecté una buena
correlacién entre ambas técnicas al re-
lacionar la media geométrica de los ti-
tulos reciprocos de anticuerpos obte-
nidos por IFI con las absorbencias
obtenidas por ELISA. La diferencia en
el niimero de seropositivos con una y
otra técnica puede ser atribuida a la
mayor sensibilidad y mayor niimero
de verdaderos positivos de la prueba
de ELISA en comparacién con la IFI
(20), pero también podria ser la conse-
cuencia del uso de preparaciones anti-
génicas diferentes. En la prueba de
ELISA se utiliz6 un extracto crudo
donde estan representados todos los
antigenos solubles que componen el
mosaico antigénico del epimastigote,
mientras que en la IFI se utilizan para-
sitos completos donde los tinicos an-
tigenos que estdn disponibles para
interactuar con los anticuerpos del
huésped son los antigenos de superfi-
cie. Es muy posible que en los indivi-
duos positivos por ELISA y negativos
por IFI predominen anticuerpos esti-
mulados por epitopos antigénicos
poco representados en la superficie
del epimastigote. Otros autores que
utilizaron técnicas serolégicas diferen-
tes para detectar la presencia de anti-
cuerpos contra T. cruzi obtuvieron
también diferencias en el nimero de
seropositivos (26, 27). Por otro lado,
aunque en este trabajo se utiliz6 la IFI
para evaluar los 2 434 eluidos de san-
gre, debemos reconocer que presenta

1. World Health Organization. Control of Cha-
gas disease: report of a WHO expert commit-
tee. Geneva: WHO; 1991. pp. 1-4. (Technical
Report series 811).

2. Organizacién Panamericana de la Salud/
Organizacion Mundial de la Salud. La Salud
en Las Américas. Washington D.C.: OPS/
OMS; 1998. pp. 1-14 (Publicaciéon Cientifica
No. 569).
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serias limitaciones de indole practica
que hacen muy dificil su aplicacién en
estudios poblacionales. La mas impor-
tante es que solo permite el estudio
diario de un limitado ndmero de
muestras, por lo que sus resultados
son demorados; ademds requiere un
técnico bien adiestrado y un micros-
copio de fluorescencia que no esta al
alcance de muchos laboratorios. Por
tales razones, en muchas ocasiones
se reserva solo para situaciones en las
que los resultados obtenidos con
otras técnicas serolégicas no sean
concluyentes.

El presente trabajo permiti6 aportar
nuevos datos al conocimiento de la en-
fermedad de Chagas en una de las re-
giones mds endémicas de Nicaragua.
Debido a que la importancia econé-
mica y social de la enfermedad de
Chagas fue recientemente reconocida
en Centroamérica, en Nicaragua hay
un gran interés por conocer la verda-
dera magnitud de este problema de
salud. La prueba de ELISA adaptada
al estudio de muestras de sangre reco-
lectadas en papel de filtro permitié de-
tectar un 10.7%% de seropositivos al
estudiar serolégicamente el 64,5% de
la poblacién de ocho comunidades ru-
rales de Somoto. Las cifras de seropo-
sitivos obtenidas por IFI fueron ligera-
mente inferiores (8,5%). Con ambas
técnicas el mayor niimero de seroposi-
tivos se encontrd en personas del sexo
femenino. Con relaciéon a la edad se
observé una curva ascendente donde
el mayor niimero de seropositivos se
encontré en personas con mas de 50
afios. Se encontré una buena correla-
cién entre los titulos de anticuerpos
medidos por IFI y los valores de ab-
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi antibody
detection in eight rural
communities of Somoto,
Nicaragua, through indirect
ELISA and indirect
immunofluorescence in
blood samples collected

on filter paper

We standardized a solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in
order to study the presence of Trypanosoma cruzi antibodies in asymptomatic persons
who live in an area of Nicaragua endemic for Chagas’ disease. The test was stan-
dardized to analyze filter-paper blood samples, which are easy to transport. In the
first phase of our investigation, ELISA was used to study 18 samples of total serum
and 18 eluates of blood from patients with chronic Chagas’ disease; 30 samples of
serum and 30 eluates of blood from healthy people, used as negative controls; and 14
samples of serum and 14 eluates of blood from patients with cutaneous or visceral
leishmaniasis, which were used to study cross-reactions. Both with the total-serum
and the blood-eluate samples, the ELISA test provided 100% sensitivity and 90%
specificity. Cross-reactions in the patient samples were observed only with visceral
leishmaniasis. The second phase of our investigation was a population study that in-
cluded eight rural communities in the area of Somoto, Nicaragua. Through random
sampling, filter-paper blood samples were collected from 2 434 people (1 335 men and
1 099 women) from the communities of Aguas Calientes, El Brocal, La Manzana, Las
Playas, Los Canales, Santa Isabel, Santa Rosa, and Santa Teresa. Studied by ELISA and
by indirect immunofluorescence (IIF), the samples included 260 found seropositive by
ELISA (10.7%), of which 207 were positive according to IIF (8.5%). With both tech-
niques, the majority of seropositives were among women, but the difference between
men and women was not statistically significant. There was a high level of agreement
between the results obtained with the two techniques. There was an upward trend
with age, with 5.4% of those found seropositive by ELISA being persons 10 years of
age or younger and 42.7% of those found seropositive being older than 50. The vast
majority of the individuals analyzed were asymptomatic.
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