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Resumen: En el presente trabajo se estandarizé una prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando epimastigotes fijados de 7.
cruzi (aislado MHOM/VE/08/AU), se valido y posteriormente se aplicd para conocer la seroepidemiologia de la infeccion por 7. cruzi en
Rio Brito (estado Sucre). Los parasitos se cultivaron en infusion higado triptosa y se fijaron con formaldehido (2%). Para la validacion se
usaron 49 sueros confirmados como positivos y 50 negativos para esta infeccion y para evaluar reacciones cruzadas se analizaron 48 sueros
de pacientes confirmados con leishmaniasis cutanea, toxoplasmosis y helmintiasis. La prueba de IFI se aplicéd para evaluar 50 muestras de
sangre recogidas sobre papel de filtro, provenientes de Rio Brito, estado Sucre. Los factores de riesgo epidemiologicos se determinaron a
través de la prueba de Fisher y la razon de probabilidades. La IFI fue 100% sensible y 93,9% especifica. La seroprevalencia de la infeccion
en la comunidad de Rio Brito fue de 16%. Las variables asociadas a la infeccion fueron el reconocimiento del vector y su presencia
alrededor de las viviendas. La seroprevalencia de esta parasitosis es elevada en Rio Brito, en donde existen las variables epidemiologicas
para mantener el ciclo del parasito.

Palabras clave: inmunofluorescencia indirecta, seroprevalencia, Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, poblacion rural, Venezuela.

Standardization, validation and application of indirect immunofluorescence assay in an
epidemiological study of Trypanosoma cruzi infection

Abstract: An indirect immunofluorescence assay (IIF) was standardized using fixed epimastigotes of 7. cruzi (isolate MHOM/VE/08/AU)
and after validation was applied to determine the seroepidemiology of T cruzi infection in Rio Brito (Sucre State). The parasites were grown
in liver infusion tryptose and fixed with formaldehyde (2%). To validate, the test 49 confirmed as positive and 50 as negative for infection
sera were used. To assess cross-reactions 48 sera from patients with confirmed cutaneous leishmaniasis, toxoplasmosis and helminthiasis
were analyzed. The IIF test was used to evaluate 50 blood samples collected on filter paper, from Rio Brito, Sucre state population. The
epidemiological risk factors were determined by Fisher’s exact test and the odds ratio. The IIF was 100% sensitive and 93.87% specific.
The seroprevalence of infection in the community of Rio Brito was 16%. The variables associated with infection were the recognition of
the vector and its presence around the houses. The seroprevalence of this infection is high in Rio Brito, where there are epidemiological
variables to maintain the cycle of the parasite.

Keywords: indirect immunofluorescence, seroprevalence, Trypanosoma cruzi, Chagas disease, rural population, Venezuela.
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Introduccién oral [1-3]. Afecta aproximadamente entre 7 a 8 millones de
individuos, los cuales habitan en 21 paises considerados

La infeccion por Trypanosoma cruzi es transmitida por el endémicos: México, Belice, Guatemala, El Salvador,
contacto con las deyecciones de los vectores (triatominos) Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Surinam,
infectados con el parasito, por transfusion sanguinea, de Venezuela, Guyana, Guayana Francesa, Colombia, Brasil,

forma congeénita, por trasplante de 6rganos y por transmision Ecuador, Pert, Bolivia, Chile, Paraguay, Argentina y
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Uruguay [4].

En la infeccion temprana, 7. cruzi puede ser detectado en
la sangre a través de métodos parasitologicos, como el exa-
men de sangre al fresco, el extendido de sangre coloreado o
con el hemocultivo. Una vez que se establece la respuesta
inmune a 7. cruzi y los niveles de parasitemia descienden
durante la fase cronica, el diagndstico de la infeccion se
realiza a través de pruebas inmunoldgicas como el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), la inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) y la hemaglutinacion indirecta (HAI), entre otras
[5].

Debido a su alto grado de sensibilidad, la prueba IFI es
frecuentemente utilizada conjuntamente con otra prueba
serologica para el diagnostico de la infeccion por 7. cruzi
[6,7].

Aunque 7. cruzi no presenta la variabilidad de los
tripanosomas africanos, algunos estudios han demostrado
variabilidad antigénica entre sus cepas y entre formas
evolutivas del parasito, lo cual es determinante en relacion
a las diferencias de reactividad encontradas en las pruebas
diagnodsticas que utilizan antigenos de 7. cruzi [8.,9].
En tal sentido, algunos autores afirman que el uso de
cepas autoctonas del parasito aumentan la sensibilidad y
especificidad de las pruebas diagnosticas [10].

La seroepidemiologia de la infeccion por T. cruzi en la
region oriental de Venezuela ha sido menos estudiada, si se
compara con los diversos trabajos realizados en los estados
centro occidentales, los cuales son reconocidos como los
mas endémicos del pais (Portuguesa, Barinas, Yaracuy,
Trujillo) [11,12].

Si bien la prueba de IFI es un método diagnodstico
ampliamente utilizado para determinar la infeccion por 7.
cruzi, en el estado Sucre los laboratorios clinicos realizan
el despistaje de esta infeccion basado principalmente en
pruebas de ELISA de tipo comercial. Por tal motivo, el
objetivo del presente estudio fue la estandarizacion de
una prueba de IFI utilizando antigenos autdctonos de T.
cruzi de la region oriental de Venezuela, su validacion a
través de la determinacion de sus indices diagnosticos y su
aplicacion en la comunidad rural de Rio Brito, municipio
Sucre, estado Sucre, Venezuela, lo cual permitié determinar
la seroprevalencia y los factores de riesgo epidemioldgicos
asociados a la infeccion por 7. cruzi en esa comunidad rural,
asi como también ofrecer una herramienta de diagnostico
que estaria disponible en el estado Sucre para el diagnostico
de la Enfermedad de Chagas.

Materiales y métodos

Aislado de T. cruzi: Se utilizaron formas epimastigotes de
T. cruzi del aislado MHOM/VE/08/AU. Este fue obtenido
de un paciente con Chagas agudo, en el estado Anzoategui,
y la confirmacion taxonémica de la cepa como 7. cruzi del
linaje Tcl se realizé por PCR [13].

Muestras de suero: Para la estandarizacion y validacion
de la prueba de IFI, se utilizaron sueros de referencia

suministrados por el Laboratorio de Referencia Nacional
de Inmunodiagnodstico de Chagas (Maracay, Venezuela)
y confirmados como positivos (n=49) y negativos (n=50)
para la infeccion por 7. cruzi. Para evaluar la especificidad
de la prueba comprobando la ausencia de las reacciones
cruzadas con otras parasitosis se analizaron 10 sueros
de individuos confirmados con leishmaniasis cutanea,
34 con toxoplasmosis y con 4 con helmintiasis (4scaris
lumbricoides 1, Strongyloides stercoralis 1, Trichuris
trichiura 1, e infeccién mixta por A. lumbricoides y T.
trichiura 1).

Preparacion del antigeno para la prueba de IFI: Los
epimastigotes de 7. cruzi se cultivaron en infusion higado
y triptosa y se recolectaron durante la fase logaritmica de
crecimiento exponencial [14]. Para la obtencion de los
epimastigotes fijados (2%) se siguid el procedimiento de
Guhl y Nicholls [15]. La suspension antigénica se almacend
a 4-8 °C hasta su uso. Se realizaron diluciones del antigeno
de 1/4 a 1/64 en PBS pH 7,6, con la finalidad de conocer la
dilucién que permitiera observar entre 30-40 parasitos por
campo al microscopio optico [15,16]. La lamina portaobjeto
se dividié en ocho cuadriculas con marcador indeleble, y
sobre cada una de éstas se repartio el antigeno de 7. cruzi
en forma alterna (15 pL). Las laminas se dejaron secar a
temperatura ambiente por 12 horas, y se procedio a fijar el
antigeno con acetona fria por 10 minutos; posteriormente
las laminas se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Estandarizacion y validacion de la prueba de IFI: Se sigui6
el procedimiento descrito por Camargo [16] con algunas
modificaciones. Se realizaron diluciones seriadas de trabajo
para la mezcla de controles (positivo y negativo) y el suero
de los individuos, desde 1/16 hasta 1/512. Se ensayaron
diferentes nimeros de lavados (2 6 3). Igualmente se
realizaron diluciones seriadas del conjugado (anti-IgG
conjugada con fluoresceina, Sigma) desde 1/32 hasta
1/128. Las laminas fueron analizadas bajo el microscopio
de fluorescencia (Zeiss) utilizando un filtro banda azul de
470-490 nm. La clasificacion de la muestra como positiva
o negativa obedecid a la presencia o no de parasitos con
emision de fluorescencia (verde manzana). El punto de
corte se establecio en la dilucion del suero y conjugado que
permitio la mejor discriminacion entre los sueros positivos
y negativos.

Evaluacion de la seroprevalencia de la infeccion por T.
cruzi en Rio Brito: El centro poblado de Rio Brito es una
comunidad rural localizada a 12°21°0” de latitud norte y
64°10°60” de longitud este y a una altitud de 71 msnm.
La agricultura es la principal actividad economica de
esta localidad, siendo su principal producto la semilla de
merey. Se solicito el consentimiento informado de todos los
individuos, el cual fue aprobado por el Comité de Bioética
del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias
Aplicadas de la Universidad de Oriente, asi como también
de los representantes de los menores de edad quienes
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voluntariamente participaron en el estudio. Asimismo,
para establecer la correspondencia entre variables de
riesgo para la infeccion por 7. cruzi, se aplico una encuesta
epidemioldgica que permitiéo conocer los datos de edad y
sexo de los participantes, asi como el grado de conocimiento
de la enfermedad, los vectores y las caracteristicas generales
de las viviendas.

De un total de 50 habitantes de la localidad de Rio Brito,
municipio Sucre, estado Sucre, se recolectaron sobre papel
de filtro (Whatman N° 2) muestras de sangre mediante
puncion capilar, previa antisepsia. La recoleccion de las
muestras se hizo en forma activa en un recorrido a pie de
aproximadamente 10 Km, desde la carretera nacional hasta
la ultima vivienda que conforma el poblado. Los confetis de
sangre, fueron depositados en tubos para microcentrifuga
con 0,1 mL de PBS pH 7,2 durante 60 min. Los tubos
fueron centrifugados por 5 min a 1.200 g y el sobrenadante
se utilizd para la deteccion de anticuerpos anti-7. cruzi por
la prueba de IFI estandarizada y por una prueba de ELISA
casera [14].

Andalisis estadistico: Los datos fueron analizados utilizando
los programas Microsoft Excel® 2010 y SPSS version
15. Se determind los indices diagnosticos (sensibilidad,
especificidad, wvalores predictivos positivos: VPP 'y
negativos: VPN) de la técnica de inmunofluorescencia
indirecta [17]. La asociacion entre la infeccion por T.
cruzi y las diferentes variables epidemioldgicas evaluadas
fue determinada mediante la prueba de Fisher a un nivel
de confiabilidad de 95%. La razon de probabilidades (del
inglés: Odds ratio: OR) se determind para la evaluacion de
la probabilidad de la ocurrencia de un evento en presencia o
ausencia de un factor de riesgo.

Resultados

Estandarizacion y validacion de la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI): Las condiciones
que permitieron obtener una mejor discriminacion entre
el control positivo y negativo, durante el proceso de
estandarizacion, para cada uno de los pasos de la prueba
fueron: dilucion del antigeno 1/16 (esta dilucién permitio
observar aproximadamente 40 parasitos por campo),
anticuerpo primario 1/32, anticuerpo secundario 1/32 y
numero de lavados: dos. El punto de corte para determinar
seropositividad quedo establecido a partir de la dilucion del
suero 1/32. Diluciones menores o mayores a las establecidas
para cada uno de los parametros observados, daban como
resultado reactividad o fondo sucio en la mezcla de sueros
utilizados como control negativo o pérdida en la intensidad
de la reaccion en la mezcla de sueros utilizados como
control positivo, respectivamente.

Los 49 sueros provenientes de individuos confirmados
como positivos para la infeccion por 7. cruzi fueron
reactivos en la prueba de IFI (sensibilidad: 100%), mientras
que 3/50 de los sueros confirmados como negativos, 2/10 de
los sueros procedentes de los individuos con leishmaniasis

cutanea y 1/34 de los sueros de individuos con infeccion por
Toxoplasma gondii reaccionaron en la prueba (especificidad:
93,9%). No se observéd reaccion cruzada con los sueros
provenientes de individuos con helmintiasis. Asimismo
los valores predictivos positivos y negativos de la prueba
fueron 89,1% y 100%, respectivamente.

Seroepidemiologia de la infeccion por T. cruzi en la
comunidad rural de Rio Brito: En el presente estudio se
evaluaron 50 individuos, de los cuales 31 fueron del sexo
femenino y 19 del sexo masculino. La edad promedio fue
de 31,90 £ 16,98 afios (rango 13-73). Los seropositivos
presentaron edades mayores a los 22 afios, lo cual indica
que en la poblacion estudiada no ha ocurrido transmision
vectorial en nifios y adolescentes recientemente.

De los 50 individuos evaluados en la poblacion rural de
Rio Brito 12 resultaron positivos por ELISA y 8 por IFL
La seroprevalencia de la infeccion, utilizando el acuerdo
entre dos pruebas seroldgicas con principios distintos fue
de 16% (Tabla 1). La prueba de ELISA detect6 4 individuos
serorreactivos que resultaron negativos por IFI, y como
consecuencia de esta discordancia fueron clasificados con
diagnéstico inconcluso.

Las muestras eluidas de papel de filtro que resultaron
seropositivas en la comunidad evaluada mostraron una
excelente reactividad, lo cual se evidencid por la fuerte
emision de fluorescencia y la elevada densidad dptica de los
seropositivos (1,59+0,41, rango: 0,49-2,02) (Tabla 1).

Variables epidemiologicas: De las variables epidemiologicas
evaluadas en la comunidad de Rio Brito, s6lo se encontraron
asociadas a la infeccién por 7. cruzi haber reconocido el

Tabla 1. Deteccion de individuos seropositivos a la infeccion por 7. cruzi
en Rio Brito, estado Sucre, utilizando epimastigotes fijados en la prueba
de IFI y ELISA.

Prueba de IFI

Individuos  Individuos

- . Seroprevalencia por IFI %
positivos negativos

8 42 16%

Prueba de ELISA

Individuos Media (DO) Desviacion  Rango DO Seroprevalencia

estandar  (min-max)  por ELISA
Positzlvos 1,59 0,41 0,49-2,02
. 24%
Neg;gvos 0,16 0,06 0,06-0,31

Concordancia IFI y ELISA

IFI/ELISA  IFI/ELISA

o . IFI/ELISA muestras inconclusas
positivos negativos

8/12 42/38 4

DO: densidad optica; IFI: inmunofluorescencia indirecta; min: minimo;
max: maximo; ELISA: ensayo inmunoenzimatico.
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vector y la presencia de éste alrededor de las viviendas.
El reconocimiento del vector por los individuos de la
comunidad aumenta 9 veces la probabilidad de infectarse
por T. cruzi, constituyendo éste un importante factor de
riesgo (p< 0,05). De las 25 personas que reconocieron al
vector, 7 (28%) resultaron seropositivos para la infeccion
por T. cruzi, mientras que de los que no lo reconocieron 1
(4%) resultd positivo (OR: 9,30) (Tabla 2).

los pacientes seropositivos a la infeccion por 7. cruzi y el
conocimiento de la Enfermedad de Chagas, la picadura del
vector, la presencia de vectores dentro de las viviendas y el
tipo de piso (Tabla 2).

El 90% de la poblacion estudiada manifesté no conocer
acerca de la Enfermedad de Chagas. El 11,1% resultd
positivo a la infeccion por 7. cruzi'y del 10% que mencion6
conocer la enfermedad, 60% resulto seropositivo, lo cual

Tabla. 2. Factores de riesgo asociados a la infeccion por 7. cruzi en la poblacion de Rio Brito, municipio Sucre,

estado Sucre.

% Positivos para el

Factor de riesgo Ne factor de riesgo (n) OR IC 95% P
Sexo
Femenino 31 22,6 (7) 5,25 0,59-46,57 0,10
Masculino 19 5,3 (1)
Reconocimiento del
vector
Si 25 28 (7) 9,30 1,05-82,78 0,02*
No 25 4(1)
Conocimiento de la
enfermedad de Chagas
Si 5 60 (3) 5,55 0,95- 32,4 0,07
No 45 11,1 (5)
Picadura del vector
Si 5 40 (2) 4,33 0,59-31,54 0,17
No 45 13,3 (6)
Vectores dentro de las
casas
Si 9 33,3(3) 3,60 0,67-9,16 0,14
No 41 12,2 (5)
Vectores alrededor de
las casas
Si 10 40 (4) 6,00 1,17 0,04*
No 40 10 (4)
Tipo de piso
Cemento 34 8,8 (3) 4,70 0,96-22,99 0,06
Tierra 16 31,2 (5)

OR=razén de proporciones (del inglés: odds ratio), IC=intervalo de confianza, Valor de probabilidad prueba de
Fisher p=probabilidad, * significativo p<0,05.

Otro factor que resultd asociado a la infeccion fue la
presencia de triatominos alrededor de las viviendas. La
prueba de Fisher demostré que haber visto los vectores
alrededor de las casas representa un factor de riesgo para
adquirir la infeccion por 7. cruzi. Por otra parte, no se
encontré asociacion estadisticamente significativa entre

indica que no necesariamente tener conocimiento de esta
enfermedad es un factor protector para evitar la infeccion.

Igualmente, a pesar de que el 22,6% de las mujeres y
el 5,3% de los hombres resultaron positivos para el factor
de riesgo (Tabla 2), no hubo asociacion entre el sexo y la
infeccion por el parasito.
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Discusion

La prueba de IFI estandarizada mostr6 una elevada
sensibilidad (100%) y VPN (100%) y aceptable
especificidad (93,9%) y VPP (89,1%); se observaron
algunas reacciones falsas positivas en el caso de los sueros
de referencia negativos y reacciones cruzadas con los
sueros provenientes de los individuos con leishmaniasis
cutanea y toxoplasmosis. La excelente sensibilidad de la
prueba de IFI, ha sido demostrada en diferentes trabajos
de investigacion; sin embargo, la prueba muestra valores
y rangos variables de especificidad (77-98) [6,18]. Entre
las limitaciones de la prueba de IFI se encuentra la
experiencia del operador, asi como también las reacciones
cruzadas, en algunos casos, con infeccion por Leishmania
spp., evidenciado en 2/10 muestras de suero provenientes
de individuos con leishmaniasis cutdnea. Este resultado
estd probablemente relacionado con el hecho de que
ambos parasitos, Leishmania y Trypanosoma, comparten
multiples epitopos de superficie, como es el caso de los
residuos de galactosil (alfa 1-3) manosa de las moléculas de
glicosilfosfatidil inositol (GPI) de la membrana plasmatica
[19].

Una vez establecidos los indices diagnodsticos de la
prueba de IFI, se realizd un estudio seroepidemiologico
en la poblacion rural de Rio Brito, estado Sucre. La
seroprevalencia obtenida en esa comunidad utilizando dos
pruebas seroldgicas como lo recomiendala OMS, fue elevada
(16%). Previamente, se ha descrito en esa poblacion una
seroprevalencia menor (9%), usando pruebas serologicas
diferentes (ELISA y MABA) [20]. Esta diferencia puede
deberse a que en el presente estudio la poblacion evaluada
estuvo representada por adultos con un promedio de edad
mayor al reportado por Berrizbeitia et al. [20]. Se ha
demostrado que la seroprevalencia de la infeccion por 7.
cruzi, se encuentra estrechamente asociada con la edad de
las personas [21]. Cabe destacar que en ambos trabajos la
técnica de ELISA resultd mas sensible que las otras técnicas
serologicas usadas (IFI- MABA). Seroprevalencias elevadas
de la infeccion por T. cruzi en comunidades rurales, como la
encontrada en la presente investigacion, han sido reportadas
en la localidad de Caballito, estado Lara (24,2%) y en el
estado Trujillo (19,2%) [22,23].

En muchas ocasiones la recoleccion y transporte de
muestras de sangre constituye una limitacion para la
realizacion de estudios poblacionales. Considerando que
se ha demostrado que no existen diferencias significativas
al comparar los resultados obtenidos con suero total y
eluidos de papel filtro [24,25], en esta investigacion dada la
condicion de lejania y el dificil acceso a la zona estudiada,
la recoleccion de sangre se realizd en papel de filtro, lo cual
resulté un método simple y practico.

Con respecto a las variables epidemiologicas evaluadas,
solo se encontraron asociadas a la infeccion por 7. cruzi el
haber reconocido el vector y la presencia de éste alrededor de
las viviendas, caso contrario a lo encontrado por Bonfante y
col [21], en un trabajo realizado en la parroquia San Miguel

del estado Lara, en donde el reconocimiento del vector no
estuvo asociado a la seropositividad.

El resto de las variables epidemiologicas evaluadas
no estuvieron asociadas a la infeccion por 7. cruzi. Se
pude evidenciar, en trabajos previos, que no existe un
consenso de la asociacion de estas variables y la infeccion,
encontrando diferentes factores, predictores o no, de
acuerdo a las variables estudiadas, el tipo de poblacion y la
zona geografica evaluada; en tal sentido, Feliciangeli ef al.
[26] describieron que la estructura de la vivienda no parece
ser el principal factor asociado a la infeccion por 7. cruzi en
el estado Barinas; sin embargo, en ese trabajo vivir en un
domicilio con piso de tierra fue un predictor positivo para la
infeccion por el parasito, lo cual no coincide a lo encontrado
en la presente investigacion ni con el trabajo realizado
por Serrano y col [27]. Cannova y col establecieron una
alta prevalencia de la infeccion por 7. cruzi (14,8%) en
Las Cuevas (estado Carabobo) y aunque no demostraron
asociacion entre los factores de riesgo evaluados y la
infeccion, describieron que todos los seropositivos
habitaban en ranchos con paredes de bahareque [28].

En la presente investigacion tener conocimiento acerca
de la Enfermedad de Chagas no fue un factor protector
para evitar la infeccion. Estos resultados concuerdan con
otro estudio en el cual el 60% de la comunidad encuestada,
a pesar de conocer y haber visto al vector, no conocia la
enfermedad transmitida por éste ni sus repercusiones
en la salud [27]. De igual manera, en la colonia Laurel,
departamento San Roque en Argentina, se encontré un
grado de desconocimiento insuficiente o nulo sobre esta
enfermedad y el principal vector doméstico que la transmite
[29].

El tipo de piso de tierra y las paredes irregulares de
las viviendas constituye un importante albergue para los
triatominos, favoreciendo su presencia dentro de éstas;
aun cuando en la presente investigacion estos factores no
estuvieron asociados a la infeccion por 7. cruzi, lo cual
posiblemente se deba a la especie de triatomino involucrado
en la transmision en Rio Brito (Panstrongylus geniculatus),
el cual es capaz de visitar las viviendas para alimentarse
sin necesidad de domiciliacion [20]. Sin embargo, en
Venezuela se ha reportado un mayor nimero de triatominos
infectados en casas cuyos techos son de palmas y los pisos
son de tierra [30]. Igualmente, a pesar de que el 22,6% de
las mujeres y el 5,3% de los hombres resultaron positivos
para el factor de riesgo, no hubo asociacion entre el sexo y
la infeccion por el parasito; este resultado pudo deberse al
tamafio de la muestra evaluada. Adicionalmente, hubo una
mayor proporcion de mujeres con respecto a los hombres.

Conclusiones

La prueba de IFI estandarizada, utilizando los antigenos
de epimastigotes fijados, mostr6é una excelente sensibilidad
y aceptable especificidad, por lo tanto demostré su utilidad
como método diagnostico en estudios epidemioldgicos
y como prucba complementaria junto a otra técnica
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serologica convencional. El almacenaje y transporte de
muestras en papel de filtro resultdé muy practico. Por otra
parte, la seropositividad de la infeccion por 7. cruzi en la
comunidad de Rio Brito fue elevada y estuvo asociada al
reconocimiento del vector y su presencia alrededor de las
viviendas. Finalmente, los datos obtenidos en la presente
investigacion parecieran indicar que, al presente, no existe
transmision activa de la infeccion por 7. cruzi, en esta
poblacion del estado Sucre.
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