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Resumen: Se evalud la seroprevalencia de anticuerpos 1gG anti-Tiypanosoma cruzi, en la poblacion rural de Miraflores, estado Monagas.
En el estudio participaron 106 individuos (edades: 4 a 79 afios) de cualquier género. El diagnostico seroldgico fue realizado mediante la
prueba de ELISA utilizando antigenos fijados de las formas epimastigotes de 7. cruzi. Se evalud la estabilidad del antigeno utilizado y las
diferencias en la reactividad de dos cepas distintas de 7. cruzi (complejo Tulahuen-Brasil y cepa RG1). La seropositividad de anticuerpos
de tipo IgG anti-T. cruzi, con la cepa RG1 y la mezcla de cepas Tulahuen-Brasil, fue 2,8%. Se observé una correlacion positiva entre la
edad de los pacientes y la densidad Optica de la determinacion de anticuerpos tipo IgG anti-7. cruzi presentada por la prueba de ELISA,
para las dos cepas. La cepa Tulahuen-Brasil mostré mayor reactividad que aquella obtenida con la cepa RG1. Los antigenos fijados (mezcla
de cepas Tulahuen-Brasil) mantuvieron su estabilidad y reactividad por un periodo de 5 afios, lo cual hace de este tipo de antigeno un
excelente candidato para las pruebas de diagnostico. En la zona de estudio estuvieron presentes las variables epidemiologicas de riesgo para
la reactivacion de la infeccion en esta region de Venezuela.
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Seroprevalence of Trypanosoma cruzi infection in the rural population of Miraflores,
Monagas State, Venezuela. Stability and reactivity differences of fixed epimastigotes

Abstract: The seroprevalence of anti-7Trypanosoma cruzi 1gG was evaluated in the rural population of Miraflores, Monagas State. The study
included 106 individuals (ages: 4 to 79 years) of any sex. The serologic diagnosis was done through the ELISA test using as antigen fixed 7.
cruzi epimastigote forms. The stability of the antigen used was evaluated, as well as the differences in reactivity of the two different 7 cruzi
strains used (the Tulahuen-Brasil complex, and the RG1 strains). Seropositivity of anti-7. cruzi IgG type antibodies with the RG1 strains
and the mixture of Tulahuen-Brasil strains was 2.8%. There was a positive relationship between the age of patients and the optical density
of the anti-T cruzi IgG type antibody determination shown by the ELISA test for both strains. The Tulahuen-Brasil strains showed greater
reactivity than the one seen with the RG1 strain. Fixed antigens (mixture of Tulahuen-Brasil strains) maintained their stability and reactivity
during a five-year period, which means that this antigen is an excellent candidate for diagnostic tests. The epidemiological risk variables for
the reactivation of this infection were present in this region of Venezuela.
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Introduccién es de 500.000 nuevos casos por afio [1]. En Latinoamérica,
la enfermedad de Chagas ocupa el primer lugar entre las

La enfermedad de Chagas constituye un problema de enfermedades tropicales y el cuarto entre las enfermedades
salud publica en Latinoamérica ya que 16 a 18 millones de transmisibles, lo cual representa una pérdida econdmica de

personas se encuentran afectadas y la incidencia reportada 6,5 billones de dolares por afio [2].
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Diversos programas de control en América Latina
han logrado reducir las cifras de infeccion y las tasas
de infestacion vectorial. Como resultado de estas
intervenciones, diferentes paises, como es el caso de Chile
y Uruguay, han sido declarados libres de transmision
vectorial de infeccion por 7. cruzi [3]. En Venezuela, el
programa nacional para el control de la enfermedad de
Chagas iniciado en 1960 logrd reducir sustancialmente la
transmision vectorial intradoméstica a través de diferentes
intervenciones: rociamiento de insecticidas (dieldrin,
hexaclorociclohexano, fenitrotion), mejoramiento de las
viviendas rurales y programas de educacion a la poblacion.
Sin embargo, los indicadores epidemioldgicos analizados
en los ultimos 10 afios, han mostrado que la transmision
no ha sido interrumpida, sino que puede estar aumentando
[4-6].

La enfermedad de Chagas afecta a los estratos mas pobres
de las comunidades rurales y la pobreza constituye un factor
de riesgo para contraer la enfermedad [7]. Historicamente,
en el pais los estados mas afectados han sido Trujillo, Lara,
Portuguesa y Barinas. En el afio 2000 la seroprevalencia en
Venezuela alcanzo6 un 8,3% [8].

En nuestro pais la mayoria de los estudios
seroepidemiologicos son realizados utilizando pruebas
importadas, costosas y que en algunos casos carecen de
estabilidad debido a las limitaciones para mantener la
cadena de frio necesaria para el funcionamiento adecuado
de los reactivos. En el presente trabajo, se realizd un
estudio seroepidemioldgico en un area geografica donde ha
sido reportada la presencia de vectores transmisores de 7.
cruzi, con el objetivo de conocer la situacion actual de la
enfermedad de Chagas en la poblacion rural de Miraflores,
estado Monagas, utilizando una prueba ELISA estandarizada
en el laboratorio con antigenos (epimastigotes) autoctonos y
con cepas de 7. cruzi de referencia internacional. Asimismo
se evalud la estabilidad y se establecieron las diferencias
en la reactividad de dos cepas de T cruzi y se recolectaron
triatominos para determinar el porcentaje de infeccion.

Materiales y métodos

Area de estudio: La presente investigacion se llevo a cabo
durante el periodo enero-abril de 2008 en la poblacion
rural de Miraflores, ubicada al norte del municipio Acosta,
estado Monagas, localizado a 10°11719,96" de latitud norte
y a 63° 37°45,21" de longitud oeste, a una altitud de 600
metros sobre el nivel del mar. Esta comunidad mantiene una
actividad economica basada en el cultivo de café y en el
turismo sostenido principalmente por las visitas a las pozas
denominadas la poza Fria, Las Puertas de Miraflores y la
poza Azul en el rio Mapurite.

Seleccion de la muestra poblacional: Con el consentimiento
informado y con la ayuda de los lideres de las comunidades
se realizaron tres visitas a la comunidad y se aplicaron
encuestas sobre los aspectos epidemiologicos relevantes
como condiciones socio-sanitarias de las viviendas,

situacion socio econdémica y grado de instruccion de los
individuos del estudio, picadura y conocimiento del vector
y de la enfermedad de Chagas. Se tomaron muestras de
sangre venosa de todos los voluntarios que dieron su
consentimiento para ingresar al estudio [9,10]. Segun la
informacion obtenida del resumen del Censo Sanitario, en
el afio 2007, el centro poblado Miraflores contaba con un
total de 451 habitantes. Se evaluaron 106 individuos, lo cual
representa el 23,5% de la poblacion.

Se empled un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
utilizando epimastigotes de 7. cruzi fijados (mezcla de dos
aislados de referencia internacional v/v: Brasil y Tulahuen).
Asimismo, se utilizaron epimastigotes fijados del aislado
autoctono I/RHO/Ve/03/RG1 de T. cruzi, obtenido de un
ejemplar de Rhodnius prolixus capturado en La Llanada de
Cangua del municipio Arismendi, estado Sucre Venezuela.
La confirmacién taxondémica de esta cepa como 7. cruzi,
linaje Tcl se realizé por medio de una prueba de PCR [11].
Para la determinacion de anticuerpos anti 7. cruzi se realizd
una prueba de ELISA indirecta utilizando antigenos fijados
de las formas epimastigotes de 7. cruzi, los cuales fueron
obtenidos del medio de cultivo LIT suplementado con
10% de suero fetal bovino, durante la fase de crecimiento
exponencial y fijados con formaldehido al 2%, siguiendo el
procedimiento descrito por Berrizbeitia et al. [12,13].

Estabilidad de los epimastigotes fijados (mezcla de
cepas Tulahuen-Brasil): La estabilidad de los antigenos
epimastigotes fijados utilizados en la prueba de ELISA, se
realizé comparando la media de la densidad optica (DO),
de un grupo de 75 controles positivos y negativos para la
infeccion por 7. cruzi, obtenida en los diferentes ensayos
del presente trabajo de investigacion y los valores obtenidos
utilizando los mismos controles y el mismo lote de antigenos
en la prueba de ELISA realizada en el afio 2003.

Analisis de los triatominos: Un total de 6 triatominos
adultos fueron colectados por los habitantes de la poblacion
de Miraflores. Los insectos fueron transportados en envases
recolectores de orina cubiertos con una malla tipo tul.
En el laboratorio, fueron clasificados utilizando la clave
taxonoémica de Lent y Wygodzinsky [14]. El material fecal
obtenido por compresion abdominal, fue diluido en solucion
salina fisiologica. Las muestras fueron examinadas bajo el
microscopio con objetivo de 40X.

Analisis estadistico: Los resultados fueron analizados
utilizando la prueba de t de student para comparar la
reactividad y estabilidad de las cepas de 7 cruzi. Igualmente,
se realizo una prueba de correlacion (Pearson) para asociar
las DO obtenidas en los ensayos, con las edades de los
individuos participantes en el estudio [15,16].

Resultados

Caracteristicas de la poblacion y variables epidemiologicas:
En el presente estudio participaron 62 individuos del sexo
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masculino (58,5%) y 44 del sexo femenino (41,5%).
La media de la edad de los pacientes fue de 33+18 aflos,
con un rango comprendido entre 4 y 79 afios. De los
106 individuos evaluados, con los antigenos utilizados
del aislado RG1 y la mezcla de cepas Tulahuen-Brasil,
solo 3 resultaron seropositivos para anticuerpos tipo IgG
anti-7. cruzi, representando un 2,8% de seropositividad.
De estos individuos, 2 fueron del sexo femenino y 1 del
sexo masculino. La media de la edad de los pacientes
seropositivos fue 59+12 afios.

Las viviendas de esta region constituyen espacios
reducidos e insuficientes, con techos de 1dminas de zinc. Las
condiciones socio-sanitarias son inadecuadas, pues carecen
de acueductos y cloacas. Las situacion socio econdomica
de los individuos participantes en este estudio es critica,
pues el 39,4% tiene ingresos econdomicos mensuales que se
ubican entre 0-250 BsF, 42,3% entre 250-500 BsF, 11,5%
entre 500-1000 y sélo el 3,9% por encima de 1000 BsF
(1US$=4,60 BsF). Con respecto al grado de instruccion,
el 6,9% de la poblacion es analfabeta, el 44,1% completd
la educacion primaria, el 36,3% completdé la educacion
secundaria, el 10,8% posee titulo universitario y el 2% ha
realizado estudios de cuarto nivel.

El 64,4% de los individuos tenian poco conocimiento
sobre la enfermedad de Chagas y sus consecuencias,
pero el 94,2% de la poblacion evaluada refirié conocer
al vector de T. cruzi y el 42,3% (n=44) manifestd haber
sido picado por el insecto en algin momento de su vida.
En cuanto a la presencia del vector, la mayoria de los
individuos manifestaron haberlo visto dentro (85,6%) y
alrededor (83,7%) de sus viviendas; éstos ultimos atraidos
por la luz, principalmente durante la noche. Los triatominos
recolectados fueron clasificados como Panstrongylus
geniculatus. En el examen microscopico no se encontraron
formas flageladas en las heces de estos triatominos.

Estabilidad de los epimastigotes fijados (mezcla de cepas
Tulahuen-Brasil): Los epimastigotes fijados de la mezcla de
cepas Tulahuen-Brasil, utilizados en los afios 2003 y 2008,
mostraron poca variacion en la reactividad del antigeno. Se
pudo evidenciar que este antigeno mantuvo su reactividad
y estabilidad almacenandose a -80°C por un periodo de 5
afios. Al comparar la media de las DO obtenidas con este
antigeno, para los controles positivos y negativos de ambos
periodos (2003 y 2008) mediante la prueba de t de Student
(n=75), se demostrod que no hubo diferencias significativas
de la densidad optica en la determinacion de anticuerpos
anti-7. cruzi (p>0,05) (Tabla 1).

Reactividad antigénica: La prueba t de Student (n=106)
mostré diferencias significativas en la media de la DO
obtenida en la prueba de ELISA correspondiente a la mezcla
de cepas Tulahuen-Brasil, en comparacion con el aislado
RGI. El complejo de antigeno formado por la mezcla de
cepas Tulahuen-Brasil presentdé mayor reactividad con
los sueros analizados, evidenciada por una mayor DO en
la prueba de ELISA, en comparacion con el aislado RG1

(Tabla 2). Igualmente, la prueba de Pearson demostr6é una
correlacion positiva significativa entre la DO obtenida en la
prueba de ELISA con el complejo Tulahuen-Brasil y RG1 y
la edad de los pacientes (Tabla 3).

Tabla 1. Estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar y rango) de
la densidad optica de los sueros de controles positivos y negativos obteni-
dos en la prueba de ELISA utilizando antigenos fijados de 7. cruzi (com-
plejo cepas Tulahuen-Brasil). Afios 2003 y 2008.

Media de los controles Media Desviacion Rango *(DO)
(afo) *DO) estandar Min - Max

Control positivo (2003) 2,344 0,115 2,224 — 2,487

Control positivo (2008) 2,123 0,378 1,826 - 2,377

Control negativo (2003) 0,089 0,007 0,085 — 0,099

Control negativo (2008) 0,074 0,029 0,038 — 0,099

t de Student controles positivos: 1,40 p > 0,05
t de Student controles negativos: 1,00 p > 0,05
*DO: densidad optica.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar y rango)
de las densidades Opticas obtenidas en la determinacion de anticuerpos
tipo Ig-G anti-7. cruzi por un método de ELISA para la mezcla de cepas
Tulahuen-Brasil (afio 2003) y RG1 (afio 2008).

Cepas Media Desviacion Rango *(DO)
P *DO) estandar Minimo — Méaximo
Tulahuen-Brasil 0,122 0,342 0,015 2,498
RG1 0,064 0,103 0,010 0,700

Valor de t de Student: 2,43
Significativo (p < 0,05)
*DO: densidad optica.

Tabla 3. Correlacion de la densidad oOptica en la prueba de ELISA y la
edad de los individuos analizados utilizando diferentes cepas de 7. cruzi
en la poblacion rural de Miraflores, estado Monagas, afio 2008.

Variables R Significancia
DO Cepa Tulahuen-Brasil vs. Edad 0,248 ok
DO Cepa RG1 vs. Edad 0,327 *

* indica correlacion significativa (p< 0,05)
** indica correlacién muy significativa (p< 0,05)
ADO: densidad optica.

Discusion

La seroprevalencia de la infeccion por 7. cruzi en la
poblacion rural de Miraflores, detectada en este estudio
mediante la técnica de ELISA con epimastigotes de 7. cruzi
fijados, fue baja (2,8%). Considerando la edad adulta de los
pacientes seropositivos, podria suponerse que no ha ocurrido
transmision vectorial activa en los ultimos afios. No hemos
encontrado estudios previos acerca de la prevalencia de la
enfermedad de Chagas en esta poblaciéon que nos permitan
comparar la situaciéon actual con tiempos anteriores; sin
embargo, seroprevalencias similares han sido reportadas en
otras regiones de Latinoamérica. Asi por ejemplo, en una
poblacion endémica de Panama (La Chorrera), se informo
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sobre un 2,9% de seropositividad (n=206) [17]. También, en
el estado de Veracruz de México, la seroprevalencia estuvo
entre 0y 2,8% y en el estado de Colima alcanz6 el 2,4% con
transmision activa [18,19].

Los estudios de seroprevalencia para la enfermedad
de Chagas en el oriente venezolano han demostrado una
amplia variacion en el nivel de las cifras registradas, desde
valores bajos, similares a los obtenidos en este estudio,
hasta valores considerablemente mayores, Por ejemplo, en
el trabajo de Aguilera [20], realizado en comunidades de
Cocollar, municipio Montes del estado Sucre, se reporta una
seroprevalencia de 5,8% (n=378), y en el estado Anzoategui,
en la poblacion de San Francisco, la seroprevalencia en el
afio 2006 fue de 6% (n=84) [21]. Por otra parte, resulta
interesante denotar que si bien en otras regiones rurales
del estado Anzoategui han sido registrados altos indices
de infeccion por 7. cruzi tanto en reservorios (Didelphis
marsupialis) como en vectores (R. prolixus y P. geniculatus),
este no ha sido el caso de las infecciones humanas, cuyos
datos reflejan valores de prevalencia bajos (4,5%) [22].
Cifras de prevalencia similares a éstas también han sido
reportadas en otras regiones de Venezuela; tal es el caso
del estudio realizado por Rojas et al. [23] en la parroquia
Xaguas del municipio Urdaneta, estado Lara, donde se
detecto6 una seroprevalencia total de 1,6% (n=509).

Los ejemplos de seroprevalencias elevadas en otras
poblaciones rurales del oriente venezolano proceden tanto
de diferentes localidades del municipio Montes (12,5%)
en Cogollar, Boquete, Mediania y 19 de Abril), como de
regiones colindantes al estado Anzoategui, como es el caso
de Los Altos de Sucre, municipio Sucre (15,3%) [24,25].
La magnitud de estos datos es similar a la de regiones
occidentales del estado Trujillo, en donde la evaluacion
de ocho comunidades no endémicas, no colonizadas
por el vector conocido (R. prolixus), registraron valores
de 19,2% de seroprevalencia en los individuos adultos,
mientras que en nifios menores de 10 afios el valor fue de
2,8% [26]. Adicionalmente, en la localidad de Caballito,
municipio Simén Planas (estado Lara), la seropositividad
de anticuerpos anti-7. cruzi fue de 24,2%, donde el mayor
nimero de casos positivos correspondi6 al grupo de 6 a 10
afos de edad [27].

Estas diferencias entre las seroprevalencias en las
diferentes regiones geograficas donde la presencia del
vector ha sido confirmada, podrian relacionarse con el tipo
de vector presente en cada comunidad, ya que se conoce
que de acuerdo con las caracteristicas de cada género, éstos
tendran mayor o menor poder infectante [28].

En el presente estudio se utilizaron antigenos fijados de
las formas epimastigotes de 7. cruzi, los cuales demostraron
ser altamente estables, ya que su reactividad no sufrid
cambios significativos seglin la prueba de ELISA a pesar
que las preparaciones se mantuvieron refrigeradas por
un periodo de 5 afios. Las formas epimastigotes son las
fuentes de antigeno mas utilizadas en las técnicas de
diagnostico, debido a la facilidad para su obtencion masiva
en el laboratorio. Entre estos antigenos estan las fracciones

proteicas y glicoproteicas totales o en fracciones purificadas
por cromatografia [29-31]. Para mantener la estabilidad de
estos antigenos, deben conservarse a bajas temperaturas
e incluir en la preparacion inhibidores enzimaticos, para
evitar la degradacion derivada de la accion de proteasas
presentes en el parasito; sin embargo, estas preparaciones
resultan de costo elevado [32]. La principal actividad
proteolitica en estas preparaciones antigénicas se debe a la
accion de la cruzipaina, una endopeptidasa con estructura
glicoproteica que posee un extremo carboxiterminal
altamente inmunogénico. Esta enzima es activada por el
-mercaptoetanol e inhibida por el inhibidor de proteasa
E64 [33]. En el presente estudio, se utilizd un antigeno
completo y fijado con formaldehido al 2% (epimastigotes
fijados), que tiene la ventaja de ser resistente a la accion
de las proteasas; de aqui la alta estabilidad demostrada
mediante los resultados obtenidos en el presente trabajo.

En esta investigacion se demostraron diferencias
significativas entre lareactividad antigénica de las cepas de 7.
cruzi utilizadas en la prueba de ELISA, pues el ensayo con la
cepa autoctona demostrd DO menores a aquellas presentadas
por el estudio con las cepas de referencia (Tulahuen-Brasil).
Aunque aun se afirma que el parasito 7. cruzi no presenta
la variabilidad antigénica caracteristica de los tripanosomas
africanos [34], diversos trabajos han arrojado evidencias
contrarias, demostrando variabilidad antigénica entre cepas
de T cruzi e inclusive, entre formas evolutivas del parasito,
lo cual podria ser una causa que explicaria las diferencias en
la reactividad de las preparaciones de antigenos utilizadas
para el diagnostico [35]. En este sentido, Bucio et al. [36]
identificaron antigenos inmunodominantes por ‘“Western
blot” en diferentes cepas de 7. cruzi empleadas para el
serodiagnostico de la enfermedad de Chagas; los antigenos
de la cepa Tequesquitengo mostraron la mejor reactividad en
los ensayos inmunoenzimaticos. Por otra parte, Berrizbeitia
et al. [12] encontraron diferentes reactividades de las
formas evolutivas del parasito en la prueba de ELISA.
El modelo estadistico lineal empleado (ANOVA) en el
trabajo referido, mostrd diferencias significativas para las
reactividades de las formas evolutivas del parasito, siendo
las formas amastigotes y epimastigotes las que arrojaron
DO mas elevadas [12].

También se ha informado que distintas cepas de parasitos
obtenidas en Sudamérica son igualmente utiles como fuente
de antigeno, presentando un patron antigénico similar [37].
En estudios previos se ha corroborado que no existe una
variacion apreciable entre las fuentes de antigeno, cuando
éste se prepara a partir de 7. cruzi [38]. Sin embargo, algunos
autores afirman que el uso de cepas autdctonas aumenta la
sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA [36].
En la presente investigacion, el aislado autoctono (RG1)
empleado como antigeno demostré una menor reactividad.
En otro estudio realizado en Colombia, comparando
resultados entre una prueba de ELISA con cepas colombianas
y la prueba comercial Chagatek® (con cepa Argentina), se
concluyo que es probable que existan diferencias importantes
en la composicion antigénica de las cepas provenientes de
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diferentes paises; una opinion sustentada en la notoriedad
de falsos positivos y negativos obtenidos con la prueba
comercial Chagatek® [39]. La respuesta humoral contra 7.
cruzi es compleja, pues responde a la presencia de una mezcla
de antigenos, no pudiéndose determinar las variaciones en
las especificidades de los anticuerpos relacionadas con
los diferentes estadios de la enfermedad: aguda, crénica e
infeccion congénita. La produccion de anticuerpos contra
los diferentes determinantes antigénicos depende del estado
de la infeccion en que se encuentre el hospedero [40]. En el
presente estudio se encontrd una correlacion positiva entre
la DO de la prueba de ELISA para el complejo de cepas
Tulahuen-Brasil y RG1 y la edad de los pacientes. Una
respuesta inmune especifica mantenida por afios, se explica
mediante la persistencia del estimulo antigénico; es decir,
por la persistencia del parasito, sugiriendo la existencia
de una poblacion de hospedadores que han albergado al
parasito por periodos de tiempo prolongados [41].

La observacion anterior puede ser asociada con la
informacion arrojada por las encuestas epidemiologicas que
indicaron que el 94,2% de la poblacion evaluada conocia al
vector y que el 42,3% manifestd haber sido picado por el
insecto. E164,4% de los individuos tenian poco conocimiento
sobre la enfermedad de Chagas y sus consecuencias.

El niimero de individuos seropositivos en este estudio fue
bajo; sin embargo, ello no significa que en esta region exista
bajo riesgo de adquirir la infeccion por 7. cruzi, ya que de
acuerdo con la informacion suministrada por las encuestas
se trata de una poblacion con escaso conocimiento acerca
de la enfermedad de Chagas, cohabitando con los vectores,
lo que evidencia, tal como ha sido indicado por algunos
autores, que en esta region existen las condiciones para
la activacion de la transmision vectorial de 7. cruzi [42].
En Venezuela, en los ultimos 10 afios, se ha sugerido la
condicion de re-emergencia de la infeccion por 7. cruzi [4-
6,26,27,43]; en esta situacion, proponemos la utilizacion
de los epimastigotes obtenidos de cultivos, y fijados como
alternativa para el diagnostico seroldgico de la infeccion
por T cruzi, dada su demostrada estabilidad y facilidad
de produccion, mantenimiento y bajo costo. La prueba de
ELISA utilizando este tipo de antigeno resulta una técnica
confiable por su alta sensibilidad, especificidad y estabilidad,
pudiendo constituir un ensayo de caracteristicas autoctonas
para el diagnostico serologico de la infeccion por 7. cruzi.
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