Rev. Fac. Cs. Vets.
UCV. 49(2):81-89. 2008

INMUNOLOGIA

INMUNOENSAYO DE CAPA FINA (ICF) EN EL SERODIAGNOSTICO DE LA
TRIPANOSOMIASIS BOVINA CAUSADA POR EL Trypanosoma vivax

Thin Layer Immunoassay (TIA) for the Serodiagnosis of Cattle
Trypanosomiasis Caused by Trypanosoma vivax

Marcello S. Rossi S.™!, Leonardo Sigales™ y Danny Zapata™

*Seccién de Microscopia Electrénica e Inmunohistoquimica, Instituto Anatomopatolégico José A. O’Daly,
Universidad Central de Venezuela. **Departamento de Biologia Celular, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Central de Venezuela. *“Facultad de Ingenieria, Universidad Central de Venezuela.

Correo-E:didinium2001 @yahoo.com

Recibido: 03/03/08 - Aprobado: 01/10/08

RESUMEN

El Trypanosoma vivax es el agente causal de
la tripanosomiasis bovina. LLas bajas parasitemias
y sus oscilaciones tipicas en la enfermedad, limitan
el uso de métodos de diagnéstico directo. La
prueba de ELISA es una técnica serolégica con
buena sensibilidad, especificidad y valor predictivo,
pero con ciertos inconvenientes debido a su alto
costo y dificil transferencia al campo. Dada la
optimizacién previa de la técnica de ELISA para
la deteccién de anticuerpos de bovino anti-T. vivax
utilizando antigenos del Trypanosoma evansi,
el objetivo de este trabajo fue el de optimizar la
prueba de Inmunoensayo de Capa Fina (ICF)
y aplicarla junto con la prueba de ELISA en un
estudio seroepidemiolégico comparativo. A manera
general, los antigenos del 7. evansi se sensibilizaron
en las placas a distintas concentraciones en tampén
carbonato 0,05 M pH 9,6, para posteriormente
incubarlas en presencia de los sueros problema y
de referencia, positivos y negativos, al 1. vivax.
El excedente de antigenos y sueros se eliminé
por lavados con agua destilada y las reacciones
antigeno-anticuerpo, se revelaron con los vapores
de un bafio de Maria en el caso del ICF y por
incubacién con anticuerpos secundarios conjugados

ABSTRACT

Trypanosoma vivax is the aethiological agent of
bovine trypanosomiasis. The low parasitic burden
and typical fluctuations, limit the direct diagnosis
of the disease. The ELISA 1s a serological
technique that has been used for the detection
of trypanosomiasis. However, despite its good
sensibility, specificity and predictive value, the high
cost of this test has restricted its applicability under
field conditions. Given the previous standardization
of the ELISA assay for the detection of bovine
antibodies against T vivax using 1. evansi antigens,
the aim of this work was to standardize the Thin
Layer Immunoassay (TIA) and apply it in
conjunction with the ELISA test in a serological
and epidemiological comparative study. Briefly,
T. evansi antigens were sensitized in Petr1 dishes
at different protein concentrations in 0.05 M
carbonate buffer (pH 9.6). Subsequently, the Petri
dishes were incubated in the presence of problem
and reference sera, which were either positive or
negative to 1. vivax. The excess antigen and sera
was eliminated by washes in distilled water and the
antigen-antibody reactions were developed with a
water steam in the TIA, followed by incubation
with secondary antibodies (anti-bovine IgG)
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a peroxidasa y un sustrato cromogénico para el

ELISA. La seroprevalencia obtenida por ICF y
ELISA fue del 38,66% y 36% respectivamente, a
la vez que la distribucién de la seroprevalencia por
localidad, es similar en ambas pruebas. La fiabilidad

del ICF en relacién al ELISA quedé demostrada
con una sensibilidad del 89,36% y especificidad
del 75%. Los resultados demuestran que la prueba
de ICF tiene una alta correlacién con la prueba de
ELISA, por ello la postulamos como una técnica
alternativa en los estudios seroepidemiolégicos de la
tripanosomiasis bovina.

(Palabras clave: Ganado bovino, Trypanosoma
vivax; Técnicas inmunolégicas, anticuerpos)

INTRODUCCION

En Venezuela, la tripanosomiasis animal es una
enfermedad severa que tiene un impacto negativo
sobre el desarrollo pecuario nacional, al incidir de
forma negativa en la produccién de carnes, leche,
cueros, fibra animal y poder de traccién animal.

En nuestro pais esta enfermedad es causada
por el Trypanosoma evansi y el Trypanosoma
vivax, siendo el primero el agente etiolégico de la
tripanosomiasis equina (derrengadera), mientras
que el segundo es responsable de la tripanosomiasis
bovina (secadera y/o peste bobita) y mas raramente
de la caprina (Soulsby, 1988). La infeccién por
estas especies de tripanosomas se caracteriza por ser
transmitida mecanicamente por insectos hematéfagos
fundamentalmente del género Tabanus (Raymond,
1990; Otte y Abuabara, 1991) y al igual que otras
tripanosomiasis de origen africano pueden evolucionar
de modo agudo o crénico, ocasionando en la mayoria
de los casos la muerte de los hospedadores debido
a las profundas alteraciones que se producen en los
tejyidos y en la quimica sanguinea (Anosa, 1988).

En la actualidad existen muchas orientaciones
en el control de la tripanosomiasis animal, que van
desde el estudio de la biologia de los parasitos,
pasando por el control quimico de las poblaciones de
insectos transmisores, la caracterizacién bioquimica
y antigénica de las macromoléculas parasitarias, el
desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos
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conjugated to Horseradish Peroxidase (HRP) and
a chromogenic substrate in the ELISA. Results
show that the values of seroprevalence obtained by
both techniques were similar (38.66% and 36% for
ICF and ELISA, respectively). Also, seroprevalence
distribution in each locality was similar for both tests.
The relative trustability of TIA was demonstrated
with a sensibility of 89.36% and a specificity of
75%, respectively. These results suggest that TIA
has a high correlation with ELISA and is suitable
to be used 1n serological and epidemiological studies
of bovine trypanosomiasis.

(Key words: Cattle, Trypanosoma vivax,
Immunological techniques, antibodies)

y la optimizacién y adopcién de nuevos métodos
serolégicos y moleculares para el diagnéstico sensible
y especifico.

Desde el conocimiento de la enfermedad, el
diagnéstico de la misma ha sido un problema, debido
a que los métodos mas practicos susceptibles de
transferirse al campo no permiten conocer la infeccién
de los hospedadores hasta que su estado de salud
comienza a deteriorarse. En este sentido, el diagnéstico
clinico no determina signos patognoménicos a la vez
que los métodos parasitolégicos (frotis de sangre
frescos y tenidos con Giemsa, concentracién en
capilares de hematocrito y microcentrifugacién
acoplada a cromatografia de intercambio aniénico
entre otros) solo son efectivos en los estados agudos
de la enfermedad cuando los tripanosomas son
facilmente observables por cualquier método directo
(Reyna, 1991). Adicionalmente, estas técnicas
arrojan resultados con errores que oscilan en el orden
del 20 al 25% y pueden ser poco sensibles debido
a las oscilaciones caracteristicas de las parasitemias
relacionadas con la variacién antigénica de estos
tripanosomas africanos (Luckins et al.,1978;
ILRAD, 1988). Debido a la baja sensibilidad de
los métodos directos, se ha tratado de diagnosticar la
enfermedad mediante técnicas serolégicas de mayor
sensibilidad, basadas bien en la identificacién de
los anticuerpos especificos que los hospedadores
producen contra los tripanosomas o en la deteccién
de los antigenos tripanosémicos.
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De todas las pruebas serolégicas (lisis dependiente
de complemento, inmunofluorescencia indirecta,
hemaglutinacién mediada por anticuerpos), la
técnica de ELLISA se ha venido utilizando en casi
todos los paises que confrontan problemas con la
tripanosomiasis, ya que es considerada una técnica
excelente en el diagnéstico de la enfermedad por
su alta sensibilidad, especificidad, valor predictivo
y susceptibilidad de automatizacién. Sin embargo,
debido a que el ELISA y la mayoria de las pruebas
serolégicas son dificiles de transferir al campo y
requieren de reactivos y equipos generalmente
costosos, se hace necesaria la bisqueda de nuevas
alternativas diagnésticas.

En este sentido, como resultado del uso de la
técnica de Inmunoensayo en Capa Fina (ICF) para
el diagnéstico de enfermedades como la Fasciolosis
(Gémez et al.,1979), Schistosomiasis (Nilsson et
al.,1980a) y Enfermedad de Chagas (Nilsson y
Voller, 1982), el objetivo de este trabajo fue el de
optimizar, aplicar y validar una prueba de ICF para
el estudio seroepidemiolégico de la tripanosomiasis
bovina causada por el T. vivax.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Spragiie-Dawley hembras
de 250 g de peso corporal vivo para expandir las
poblaciones tripanosémicas a ser utilizadas en
la preparacién de los extractos antigénicos. Los
animales se mantuvieron en un bioterio experimental
y se alimentaron ad libitum con Ratarina® y agua.

Parasitos

Para la preparacién de los extractos antigénicos
se utilizé6 un aislado venezolano del T. evansi
procedente del Hato El Frio en el Municipio
Mantecal del Distrito Munoz (estado Apure). El
mismo se aislé a partir de un caballo infectado y se
mantuvo criopreservado a - 196°C (nitrégeno liquido)
en tampén fosfato salino glucosado pH 8 (PSG)
conteniendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO)

como crioprotector (Rossi, 1994).

Sueros

Para la optimizacién de la prueba, se utilizaron
2 grupos de sueros de referencia: uno positivo al
T. vivax (n = 55) y otro negativo (n = 20) a ese

parasito, de acuerdo a los criterios que se describen
a continuacién.

Sueros de Referencia Positivos: Provenian de
vacas Holstein infectadas experimentalmente con el
T. vivax, parasitolégicamente positivos al 7. vivax por
la técnica de microcentrifugacién de Woo (1969),
con signos clinicos caracteristicos de la infeccién y
serolégicamente positivos al 1. vivax por la técnica

de ELISA (Rossi, 1994; Rossi et al., 1993; 1995;
1997).

Sueros de Referencia Negativos: Provenian de
animales Holstein sanos, mantenidos en condiciones
de aislamiento de los insectos transmisores del T.
vivax, parasitolégicamente negativos al T. vivax por
la técnica de microcentrifugacién de Woo (1969),
sin los signos clinicos caracteristicos de la infeccién
y serolégicamente negativos al T. vivax por la técnica

de ELISA (Rossi, 1994; Rossi et al., 1993; 995;
1997).

Adicionalmente, con el fin verificar la aplicabilidad
y bondades de la prueba de ICF en estudios
seroepidemiolégicos, una muestra de 120 sueros
colectados en bovinos de 8 localidades del estado
Zulia (El Valle, San Francisco, Los Lechosos,
Monterrey, El Descanso, Santa Rita, San Salvador
y el Paraiso), durante el afio 1993 fue estudiada por
las pruebas de ELISA (Rossi, 1994; Rossi et al.,
1993; 1995; 1997) e ICF optimizada en el trabajo
para determinar la seroprevalencia del T. vivax en
los bovinos de estas localidades.

Purificacion de los parasitos

Los tripomastigotes hematozéicos de las
poblaciones heterogéneas, desarrolladas en la sangre
de las ratas de experimentacién, se purificaron por
cromatografia de intercambio aniénico utilizando
Dietil-amino-etil-celulosa (DEAE-celulosa) como
fase estacionaria y tampén fosfato salino glucosado
(PSG, por sus siglas en inglés) pH 8 como fase mévil

(Lanham y Godfrey, 1970).

Preparacion de los extractos antigénicos
Los extractos antigénicos se prepararon a partir
de los tripomastigotes hematozéicos purificados en
DEAE-celulosa, homogeneizando por disrupcién
ultrasénica las suspensiones con un contenido de
108 tripanosomas/mL. Las suspensiones de los
parasitos en tampén fosfato salino pH 8 (PS;
Lanham y Godfrey, 1970) se lisaron brevemente a
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4°C mediante 4 pulsos de | min de duracién y con
una intensidad del 50%, con intervalos de descanso
de 1 min a 4°C entre cada pulso. El extracto asi
preparado se estabiliz6 con inhibidores proteoliticos
(1 mM Benzamidina, 5 mM Acido Aminocapréico
y 1 mM Fenil-metil-sulfonil-fluoruro) y se dividié en
alicuotas de 200 uL. que se almacenaron a -196°C
hasta el momento de su uso.

Determinacién de Proteinas

La determinacién de la concentracién de proteinas
de los extractos antigénicos se realizé de acuerdo a lo
descrito por Lowry et al. (1951).

Inmunoensayo en Capa Fina (ICF)

La prueba de inmunoensayo en capa fina (ICF)
se realiz6 segiin las modificaciones realizadas por
Sigales et al. (2002) a la prueba descrita por Gémez
et al. (1979). Se sensibilizaron placas de Petri de
plastico con 10 mL de distintas concentraciones de
protefnas (50, 100, 150 y 200 wg/mL.) del extracto
antigénico del T. evansi en tampén carbonato 0,05
M pH 9,6, durante toda la noche a 4°C en camara
himeda o durante 1 hora a 37°C en camara himeda.
El exceso de material antigénico se eliminé con 3
lavados de 5 min con agua destilada a temperatura
ambiente y la placa se seca en una estufa a 40°C.
Una vez secadas las placas, se dispensaron 100 uL.

de los sueros diluidos (1:4, 1:20, 1:100, 1:500) en

tampén fosfato salino pH 7,2 en 4reas previamente

delimitadas de 1 cm? de la superficie interna de
la placa. Las placas se incubaron con los sueros
a 37°C durante 1 h, para finalmente eliminar el
exceso mediante 3 lavados con agua destilada a
temperatura ambiente. Es importante destacar,
que de las condiciones de lavado ensayadas (agua
destilada, PBS y PBS-Tween 20) la que mejor
resultado arrojé6 fue la de agua destilada, puesto que
el secado después del lavado con PBS determiné
la formacién de cristales de sales y en el caso de los
lavados con PBS-Tween 20, el detergente produce
una disminucién de la tensién superficial que impide
la formacién de la gota de suero.

El revelado de las reacciones antigeno-anticuerpo
se realizé después de secar muy bien las placas en una
estufa a 40°C y exponer la superficie en la que ocurrié
la reaccién antigeno-anticuerpo a una corriente de
vapor de agua a 60°C durante 1 a 2 min. En la
Figura | se esquematiza el principio fisico-quimico
de la deteccién de las reacciones antigeno-anticuerpo
por la prueba de ICF. En la misma, se puede observar
que la técnica se basa en la mayor hidrofilicidad
de los complejos antigeno-anticuerpo con respecto
a la monocapa de antigenos adsorbidos a la placa
que no reaccionan con los anticuerpos en los sueros
negativos. Con base en ésto, cuando se producen las
reacciones antigeno-anticuerpo, como en el caso de
los animales infectados experimentalmente con el 7.
vivax, el patrén de condensacién de agua en la zona
en la que se colocé el suero es de mayor tamafo en
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Figura 1. Principio fisicoquimico del revelado de las reacciones antigeno-anticuerpo en la prueba de Inmunoensayo en

Capa Fina (ICF)
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comparacién al que generan los sueros negativos.

LLa optimizacién de esta técnica supone la
evaluacién de las condiciones del ensayo tales como:
concentracién del extracto antigénico del 7. evansi,
temperatura y tiempo de sensibilizacién de las placas,
dilucién de los sueros, tiempo y temperatura de
incubacién con los mismos, soluciones de lavado y
condiciones de revelado de las reacciones antigeno-
anticuerpo. Los resultados obtenidos en estos €ensayos
para el establecimiento de las condiciones éptimas de
la prueba de ICF se resumen en la Tabla 1.

Prueba de ELISA

La prueba de ELISA se realizé6 de acuerdo
a las especificaciones descritas por Rossi (1994).
A manera general, las microplacas de 96 pozos se
sensibilizaron con 100 wL. de una dilucién 1:480 del
antigeno de T. evansi diluido en tampén carbonato
0,05 M pH 9,6 durante 12 h a 4°C en camara
himeda. El exceso de antigenos, sueros y anticuerpos
secundarios no adsorbidos a la placa en cada etapa de
la técnica se eliminé por lavados con tampén fosfato
salino pH 7,2 con 0,1% Tween-20 (PBS-Tween).
Los sitios de la placa no ocupados por los antigenos
se bloquearon incubando las placas a 37 °C con 200
uL. de PBS-Tween con 2% de gelatina como agente
bloqueante durante 2 h. Las placas asi tratadas se
incubaron en camara himeda y a 37 °C con una
dilucién 1:100 de los sueros de referencia y problema,
en solucién bloqueante durante 1 h. Posteriormente,
las microplacas con los anticuerpos séricos adsorbidos
a los antigenos se incubaron con una dilucién
1:2000 del anticuerpo secundario (IgG de conejo
anti-IgG bovina) acoplado a peroxidasa de rabano

blanco (EC 1.11.1.7) de acuerdo al método de

Wilson y Nakane (1978). Las reacciones antigeno-
anticuerpo se revelaron por | h de incubacién de las
microplacas a temperatura ambiente y en oscuridad
con 100 uL. de acido 2,2-azino-bis(3-etil-bencil-
tiazolin-6-sulfénico) en tampén Citrato pH 4,6 como
substrato cromogénico de la enzima. Los resultados
se evaluaron cuantitativamente por determinacién de
las densidades 6pticas (absorbancias) a 405 nm en
un lector de ELISA.

Para la evaluacién de los sueros problema, en cada
prueba de ELISA se incluyeron 1 blanco de reactivo
(por triplicado) contra el cual se hacen las lecturas de
densidad 6ptica; un control positivo (por triplicado)
conteniendo 20 ng de IgG bovina/pozo (para verificar
la actividad del anticuerpo secundario) y; 4 sueros
bovinos de referencia positivos y negativos a 1. vivax
desde el punto de vista parasitolégico (técnica de
microcentrifugacién de Woo) y serolégico (técnica
de inmunofluorescencia indirecta), procedentes de
bovinos infectados experimentalmente y controles,
respectivamente.

Validacién de las Prueba

La validacién de la prueba de ELISA se realizé
utilizando los resultados obtenidos por la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y la prueba
de ELISA-T. vivax aplicada a un grupo de sueros
de referencia positivos (n = 55) y negativos (n =
20) al T: vivax. En el caso de la prueba de ICF, la
validacién del ensayo se realizé con los resultados
obtenidos por la prueba de ICF-T. vivax y la prueba
de ELISA-T. vivax, previamente optimizado (Rossi,
1994). En ambos casos, se determind la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos positivos y negativos
de la prueba mediante tablas de contingencia de doble

Tabla 1. Resultados de la optimizacién de la prueba de Inmnunoensayo en Capa Fina para el serodiagnéstico de

la tripanosomiasis bovina causada por el T. vivax

Variables a considerar

Condiciones éptimas (Resultado)

Concentracién del extracto antigénico del T. evansi
Sensibilizacién de las placas con el extracto antigénico
(temperatura y tiempo)

Dilucién de los sueros
Tiempo de incubacién con los sueros
Temperatura de incubacién con los sueros

Lavados

Revelado

150 ug/mL.
12ha4°C
61ha37°C
1:20
I'h
37°C

3 veces con agua bidestilada a temperatura ambiente

Vapor de agua a 60 °C, durante 1-2 min
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entrada (Tizard, 1982; Monfort y Miller, 1990).
RESULTADOS

En la Tabla 1, se resumen los resultados de la
optimizacién de la prueba de ICF-T. vivax. En la
misma, se puede observar que la concentracién del
extracto antigénico del T. evansi se fij6 en 150 ug/
mL, a la vez que la dilucién é6ptima de los sueros fue
de 1:20, no existiendo diferencias entre los tiempos
y temperatura de sensibilizacién de las placas. Los
resultados de la aplicacién de las pruebas de ELISA
e ICF a la muestra de 75 sueros de bovinos se
vaciaron en la tabla de contingencia de doble entrada
que se muestra en la Tabla 2. A partir de la misma,
se pudieron calcular los valores de la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo positivo y el valor
predictivo negativo, relativo a la prueba de ELISA-T.
vivax, asumida como prueba de Oro (Gold Standard)
para establecer los criterios de fiabilidad del ICF-T.
vivax. En la Tabla 3 se puede observar que los valores
de sensibilidad, especificidad y valor predictivo de
la ICF son altos, resultados que se ajustan a los
requerimientos de una prueba de serodiagnéstico.
Adicionalmente, se puede observar que estos valores
son comparables a los de la prueba de ELISA-T.
vivax, mostrando un alto coeficiente de regresién
(r=0,95), el cual indica una alta correlacién entre
ambas técnicas.

En las Figuras 2 y 3 se muestran los resultados
de la determinacién de la seroprevalencia del T.
vivax en bovinos de 8 localidades del estado Zulia,
determinados por las pruebas de ELISA-T. vivax
e ICF optimizada. Los valores de seroprevalencia
obtenidos por ambas pruebas (38,66% por ICF y

36% por ELISA), coinciden en la proporcién de
animales seropositivos a 1. vivax en el estudio, si

bien la distribucién geografica de la seroprevalencia
result6 ser diferente en algunas localidades.

Discusion

El principio fisicoquimico de la deteccién de las
reacciones antigeno-anticuerpo por la prueba de ICF
se esquematiza en la Figura 1. En la misma se puede
observar que la técnica se fundamenta en la mayor
hidrofilicidad de los complejos antigeno-anticuerpo
con respecto a la monocapa de antigenos adsorbidos
a la placa que no reaccionan con los anticuerpos en
los sueros negativos. Con base en ésto, cuando se
producen las reacciones antigeno-anticuerpo, como en
el caso de los animales infectados experimentalmente
con el T. vivax, el patrén de condensacién de agua
en la zona en la que se colocé el suero es de mayor
tamafio en comparacién al que generan los sueros
negativos.

Esta técnica serolégica se desarrollé en la
década de los 80 e inmediatamente fue aplicada en
el diagnéstico de la Schistosomiasis. Ein un estudio
realizado con la misma, se logra el serodiagnéstico
positivo en 64 de 69 sueros de pacientes infectados
con S. mansoni cuando se utilizan antigenos de
vermes adultos (Nilsson et al.,1980a). Los antigenos
utilizados muestran reactividad cruzada con filarias
y Echinococcus, pero no con Fasciola, lo cual la
postula como una técnica alternativa de diagnéstico
debido a su bajo costo y simplicidad. En otro estudio
en el que se compara la técnica de ICF con la de
ELISA, se pudo demostrar que para una muestra
de sueros positivos a S. haematobium y S. mansoni,

la sensibilidad de la ICF fue del 95,6% frente a
96,4% obtenido por la técnica de ELISA. La
tinica desventaja de esta técnica es el bajo nimero
de falsos positivos con sueros de humanos y animales

Tabla 2. Tabla de contingencia de doble entrada para la validacién de la prueba de
ICFE-T. vivax con la prueba de ELISA-T. vivax para la misma muestra de sueros

ELISA
Resultados Total
Positivo Negativo
Positivo 42 (56,0 %) 7 (9,3 %) 49 (65,3%)
ICF
Negativo 5 (6,7 %) 21 (28,0 %) 26 (34,7%)
Total 47 (62,7 %) 28 (37,3 %) 75 (100,0%)
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Tabla 3. Resultados de la validacién de la prueba de ICF-T. vivax para el establecimiento
de los criterios de fiabilidad en relacién a la prueba de ELISA-T. vivax

Criterio de fiabilidad ICF-T. vivax ELISA-T. vivax
Sensibilidad [S] 89,36 % 100 %
Especificidad [E] 75,00 % 89,09 %
Valor predictivo positivo [VP (+)] 85,71 % 96,10 %
Valor predictivo negativo [VP (1] 80,76 % 98,05 %

infectados con helmintos y el requerimiento de
mayores concentraciones de antigeno (Ismail et al.,
1979).

En el campo de la tripanosomiasis la prueba ha
sido aplicada en el serodiagnéstico de la infeccién
causada por el T. cruzi. En este estudio 156 sueros
de pacientes infectados con el T. cruzi y 100 sueros
de donantes fueron evaluados por la prueba de
ICF y ELISA, encontrandose un alto grado de
sensibilidad, especificidad y concordancia que postula
al ICF como una técnica alternativa de diagnéstico

de la Enfermedad de Chagas (Nilsson y Voller,
1982).

La técnica también ha sido aplicada con cierto
éxito en el diagnéstico de las infecciones causadas
por Entamoeba histolytica, arrojando resultados
comparables a los obtenidos con las pruebas de
hemaglutinacién indirecta e inmunodifusién (Nilsson
et al., 1980b).

Dada su simplicidad y bajo costo, la prueba
de ICF es potencialmente transferible al campo,
puesto que la misma no sélo puede ser ejecutada por

personas con pocos conocimientos en serodiagnéstico,
sino porque unicamente requiere de una estufa
con control de temperatura, de las placas de Petri
sensibilizadas con los extractos antigénicos y de
los sueros y agua bidestilada para los lavados. En
ausencia de una estufa, el problema del secado de las
placas podria resolverse con un horno controlando
la temperatura por conveccién con un ventilador. En
cuanto a las placas sensibilizadas con los antigenos,
las mismas podrian ser preparadas en grandes
cantidades y almacenadas por largos periodos sin
perder su antigenicidad (resultados no mostrados),
siempre y cuando sean conservadas en un ambiente
libre de humedad para prevenir el crecimiento de
hongos. Estas ventajas, sumadas a la sencillez del
revelado y la factibilidad de disponer de placas
preincubadas con sueros de referencia negativos y
positivos con distintos niveles de anticuerpos anti-1.
vivax, permitiria el disefio de kits de diagnéstico de
bajo costo y facil uso.

Adicionalmente, el caracter cualitativo de la
prueba podria eliminarse al convertirla en una prueba
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Figura 2. Distribucién de bovinos seropositivos al 1. vivax por
la prueba de ELISA segin localidades del estado Zulia. Los
valores representados constituyen la distribucién por localidades
del total de la seroprevalencia estimada en el estado Zulia (36%)
por esta técnica iInmunoenzimética

Figura 3. Distribucién de bovinos seropositivos al T. vivax por
la prueba de ICF segtin localidades del estado Zulia. Los valores
representados constituyen la distribucién por localidades del total
de la seroprevalencia estimada en el estado Zulia (38,66%) por
esta técnica
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semicuantitativa. Para ello y midiendo el didmetro
de las 4reas de condensacién, se podrian establecer
puntos de corte que permitirian discriminar entre

sueros positivos y negativos.

La magnitud de la diferencia (14,29%) entre las
sensibilidades de las pruebas de ICF y ELISA-T.
vivax (Rossi, 1994) podria disminuirse haciendo
algunas modificaciones a la prueba de ICF, entre las
que vale destacar: (i)el recubrimiento de las placas
previamente sensibilizadas con una capa de agar
en la que se pueden excavar pozos que permitirian
aumentar el volumen de suero a evaluar; (i1)la
inclusién de un paso adicional de incubacién con un
anticuerpo secundario de conejo anti-IgG bovina;
(i)la inclusién de un paso adicional de incubacién
con un anticuerpo secundario de conejo anti-IgG
bovina, conjugado a peroxidasa o fosfatasa alcalina,
seguido por incubacién de las placas con un substrato
cromogénico de las enzimas. En este sentido, el
aumento del volumen de suero a evaluar se traduciria
en la unién de més anticuerpos a los antigenos en la
placa, esto aunado a la inclusién de un anticuerpo
secundario anti-IgG bovina determinaria un aumento
en el niimero de complejos protéicos hidrofilicos y por
ende, de la sensibilidad de la prueba. La utilizacién de
un anticuerpo secundario de conejo anti-IgG bovina
conjugado a una enzima facilitaria la visualizacién de
los resultados, permitiendo evidenciar las reacciones,
por el desarrollo de una coloracién en el sitio de
ocurrencia de las reacciones antigeno-anticuerpo.

Si bien existen muchas alternativas para mejorar
la sensibilidad de la prueba de ICF, las mismas
no solo le restarian sencillez a la prueba, sino que
también afectarian su transferencia tecnolégica a las
condiciones de campo.
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