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Valor de 1a prueba del “Dye Test” (Reaccion Anti-Crithidia)
en el Diagndstice de la Enfermedad de Chagas Cranica+

Dr Gustavo José Perruolo Laneti!

La importancia de la enfermedad de Chagas, debido a su
gran morbilidad en el continenie americano, hace que dia a dia
sean mayores los e fuerzos para perfecc onar y crear nuevas téc-
nicas pasa el diagr dstico de esta enfermedad.

El interés pract co gue tiene el diagidstico de la enfermedad
de Chagas obedece o varias causas: po” una parte sus manifes-
taciones clinicas sor muy diversas fanto an su forma aguda como
eri la crénica; por Htra parte, en cada una de ellas la sintoma-
tologia puede ser muy variable. Esto hacs, que en numerosas oca-
siones el diagnéstic: diferencial tropiece con muchas dificultades;
algunas veces es un hallazgo de autopsia u ocasionalmente son
los exdmenes de Icboratorio los que permiten aclarar el oroble-
ma,

Ademds, debe ser considerada la larga duracién de esta in-
feccidon que puede persistir en el homare por muchos afos, en

* Tesis presentida ante la Ilustre Universidad de Los Andes, para
optar al Titulo de lioctor en Bioandlisis.

1 Profesor asis ente de la Cdtedra ce Parasitologia de la Fac.
de Medicina de La !'niversidad del Zulia. Tesis doctoral.
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una forma denor-inada latente o indeterminada, la cual a medida
que el tiempo p 1sa o que se perfeccionan los métodos de inves-
tigacidn clinica an siendo evidenciados sintomas gue antes no
habian sido recc nocidos.

Se ha destacado la gran utilidad que tienen para el diag-
néstico de la en‘ermedad de Chagas, los exdmenes complemen-
tarios. tales com o: Electrocardiograma, examen radioiégico y de
menor importancia el Hematolégico. Por otro lado tienen gran
valor los datos zpidemiolégicos, particularmente: la procedencia
de una zona reconocida como endémica de la enfermedad, tipo
de habitacién, iifestacién de la residencia por los transmisores
y el reconocimiei:to por el paciente d2 los Hemipteros vectores.

El diagnésti:o de fa enfermedad de Chagas puede hacerse
por métodos paiusitolégicos y seroldéyicos. Los métodos parasito-
légicos persiguer la demostracion o aislamiento del pardsito; los
métocos serolég zos, demostrar las modificaciones producidas en
el organismo deido a la presencia clel Trypanosoma cruzi.

El valor y cpiicacién de los métodos parasitolégicos, depen-
den del periodo de evoluciébn en que se encuentre la infeccién,
Durante el perioio prepatente no pueden evidenciarse los péro-
sitos; en el peric:do patente es donde tienen mayor valor los mé-
todos parasitolddicos; en el periodo subpatente el valor de los
métodos parasitclégicos es de relativa importancia.

De los diverios métodos parasitoldgicos preconizados para el
diagnéstico de | enfermedad de Chagas en su fase crénica, los
mds empleados son: 1) Examen de sangre periférica (Examen al
fresco y coloreacios), Il] Examen de sangre por concentracidn, I}
Hemocultivo, IV) noculacién en animales sensibles y V) Xenodiag-
ndstico.

I} Examen d: Sangre Periférica.— Pifano', en examen de san-
gre periférica pr:cticado en 157 pacientes obtuvo solo 5 casos
positivos (3.18%); Mazza?, considera despreciable esta técnica
para el diagndst co de la fase crénica, debido a la extrema esca-
sez de los pardsitos. Dias’, en examen de sangre periférica srac-
ticado a 113 pcientes sospechosos de infeccién chagdsica no
obtiene positividiid,

~— 344 —



La poca canticad de hemopardsitos en la etapa crénica de
la enfermedad, ex:lica la baja positividad de la prueba, lo que
segUn Pifano', se lebe a tres posibilidades: a) "que la densidad
hemoparasitaria di tripanosomas, seda lan escasa que resulta im-
posible evidenciar los parésitos en gora gruesa y extendido; b)
gue solamente exista la forma resistente del pardsito en los fibras
musculares (Leishnania} sin trypanosornas circulantes; ¢ que la
infeccién se haya :liminado espontdneamente’,

Algunos autorss han preconizado los siguientes métodos de
examen de sangre por concentracién {ll): Técnica de Martin-Le-
boeuf-Roubaud, ccn la cual Ramaocciotti y cols.*, en 112 casos
cbtuvieron 129% d: positividad en cascs agudos. La “prueba del
chipo'" empleada »or Diaz-Ungria®, en animales de experimenta-
cién con la cual cbtuvo resultados ma; satisfactorios que con el
examen directo de sangre al fresco, pero, empleando la misma
prueba en pacienes chagdsicos c¢rénizos (8 casos), no obtuvo
ningin resultado ¢ ositivo,

[lI) Hemocultivo.— Pifano', empleando los medios de Davis
y Razgha-Reichencw en 80 chagdsicos crénicos obtuvo solo 5
cultivos positivos  5.25%). Pedreira d: Freitas®, empleando los
medios de Bonaci y N.N.N. en 37 pa:ientes con Machado-Gue-
rreiro positivo no obtuvo casos positivos, Chiari y Brener’, em-
pleando el medio L.I.T. (Liver infusion-"ryptose) descrito por Yae-
ger, obtuvieron ui- 27.7% de positividad en 35 pacientes con
Machaco-Guerreirc  positivo. Manso Soto y cols.?, cultivan en
embrién de pollo cepas de Tryptnesoma cruzi, pero no citan
cdatos estadisticos. Pifano!, considera que el diagndstico por he-
mocultivo aporta sorcentajes muy bajss ya que la posibilidad
de aislar el T. eruri en casos crénicos rmediante este método estd
condicionado o fa:tores muy diversos y en parte complejos, re-
presentados princioalmente por densidad hemoparasitaria, po-
tencial macrofdgic> de los leucocitos fransportados, condiciones
de los medios pa a satisfacer la activdad metabdlica iricial de
los parasitos semb ados y otros.

IV} Inoculacién.— Pifano!, inoculando perros y acures con
sangre de 40 chcgdsicos crénicos sélc consiguié 5 perros posi-
tivos (12.5%). Pe lreira de Freitas®, irioculando ratones blancos
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con sangre fotal sbtuvo un 0.6% de positividad, mientras cue,
inoculando con |+ “crema feucocitaria’ obtuvo 3.19%. Mazzad?,
refiere buenos re ultados con la inoculacién de sangre de cha-
gdsicos crénicos €n animales sensibles, pero no cita porcentajes.
Estos resultados nis indican que la inasculacién no es un método
recomendable en ¢l diagndstico de la enfermedad ce Chagas
crénica.

V) Xenodiag16stico.— Este método ideado por Brumpt en
1914° para el d agnédstico de la enfermedad de Chagas en su
fase crénica, toda sia constituye uno de los mejores métodos para
demostrar la exis encia del Trypanosoina en la sangre periférica
como lo demuesta los resultados oktenidos por los siguientes
autores: Benain y Drayer'®, en 42 pacientes usando 6 a 10 ninfas
obtuvieron 50% :e positividad. Dias, en 42 pacientes usando
2 a 6 ninfas obtuvo 7.14% de positividad. Guerrero y cols.", en
9.149 casos encotraron un 30% de positividad. Jiménez'?, en
993 casos 6.70% de positividad Maeckelt?, de 155 casos obtu-
vo 16.8% de pos tividad. Mazza'', de 181 casos 3.50% de posi-
tividad. Pifano', ¢n 80 casos 33.80% de positividad. Pons'®, de
4 casos obtuve u- 75% de positivided. Soto, R, y T. de Soto'®,
de 30 cosos un 23% de positividad. Torrealba'”, de 38 pacientes
obtuve 43.109% <& positividad.

Ulrimamente :n el laboratorio de Parasitologia de la Facul-
fad de Medicina de La Universidad del Zulia, Soto, R.'®, obtuvo
10 positivos (13.6 %) a Trypanosoma cruzi en 73 pacientes usan-
do un solo xenoc agndstico.

Con respecto a los métodos seroldgicos se han empleado
diversas técnicas liagnésticas como son: Reaccién de Fjacion del
Complemento emleada por primera vez por Guerreiro v Ma-
chado', en 1913. Reaccién de Precipitina, Muniz en 1947%° He-
mnaglutinazién, M:ntano ¥ Ucros?'. Aglutinacién, Packchanian?.
Hemdlisis condicic nada, Muniz?. la Ticnica de Coombs para la
nvestigacion de antiglobulinas, Nussenzweig y Faria’. Investi-
gazidén de Anticue rpos heteréiiios, Muniz y Santos®®. Irrrunofivo-
rescencia, Sadun, Anderson, Williams?®, Camargo?’, Araujo y Ba-
fista’®, Loureiro di¢ Souza y Comorge’. Dye Tesi o Reaczién An-

1

i-Crithidia, Scorze y Cols.*.
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Vistos los btenos resultados obtenidos por Scorza y cols.,
con el Dye Test o Reaccién Anti-Crithicia y considerando las ven-
tajas gue pueda ‘ener esta prueba en el futuro, hemos hecho un
sstudic comparativo entre esta reaccién y la de Fijacién del
Complemento, lo cual constituye el motivo del presente trabajo.

MATERIAL ¥ METODO
Se usé la técnica del “'Dye test' de Sabin y Feldmean® para

la Toxoplasmosis, aplicada a la investigacién de la enfermedad
de Chagas crénic i usando los siguientes elementos:

Antigeno.— e usd una cepa de Tryponosoma cruzi (Cepd
Y) de origen bras lero, aislada de un caso humano la cual inocu-
lada en ratén slanco presenta las siguientes caracteristicas:

Corta duracién d:l periodo prepatente (3 dias segin Barreto?),
alta  parasitemia  (mds de 100.00) por mm* de sangre
segun Barreto)?, u- indice de letalidad del 100% -e intanso. para-
sitismo de los te| dos.

Esta cepa s mantiene en nuestro laboratorio en ratones
blancos de 18 clias, repicdndolos cada 14 dias, utilizande la
“Prueba del Chip»" preconizada por Diaz-Ungria®, ya que el uso
de esta prueba paia extraer sangre de animales positivos e
inocular la sangr: ingerida por el insecto, en nuevos canimales,
constituye un méi-do excelente y libre de riesgos para los pases
por arimales de las cepos de T. eruzi, con la ventaja de dejar
vivos a los animales donantes, que pueden seguir en estudio.

Lo prueba cc nsiste en hacer alimentar 2 a 3 Chipos (Rhod-
nius prolixus) en n ratén infectado con T. eruzi, inmediatamente
después. de la reslecién se rompe el abdomen ¥ la sangre que
contenga se diluy= en solucidn fisiolé¢ica; con una jeringa se re-
coge la sangre d luida y se inocula medio centimetro clbico por
via intraperitonec a un ratdén sono; se marca y se cbserva a los
5 a 10 dias su ir dice de parasitemia.

Cultivo.— H: mos usado el medio 1'L.I.T, (Liver infusion tryp-
tose ideado por Yaeger, debido a que en las publicaciones de
varios autores, e 1pleando medios de cultivo diferénfes: Pifano’,
Davis y Razgha-R:ichenow, Pedreira d= Freitas®, Bonaci y N. N. N.
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y Chiari y Brener’, L.I.T. se observa que este Ultimo medio es el
que produce el mayor indice de positividad en hemocultivo de
pacientes chagdsiccs y por io tanto ofrice las mejores condicio-

nes parc la obtenc én del antigenc como son: ser un medio mo-
nofasico lo cual fa:lita toda su utilizacidn, la gran cantidad de
crecimiento del T. cruzi y su facil preparacién, la cual es la

siguiente:
MEDIO DE L.LT,
{Liver-infusion-tryptose)
TRIPTOSA .. . .. .. .. .. . . .. .. .. 5.C gr.
CLORURO DE $ODIO .. .. .. .. .. .. .. .. 4.C gr.
CLORURO DE POTASIO .. .. .. .. .. .. 0.4 gr.
FOSFATO ACIDO DISODICO (Na,HFO,) .. .. 8.0 gr.
DEXTROSA .. .. .. .. . .. .. .. .. .. 2.0 gr.
AGUA DESTWADA .. .. .. .. .. .. .. .. 1.000 ml.
LIVER INFUSICN BROTH (Difco} .. .. .. .. 35.0 gr.

1)
2)
3)

4
5)
6)

7)
8)

9

Disolver lay sales.
Anadir el iver infusion broth.

Anadir herioglobina en lo proporcién de 2%, esto es 20
ml. para ¢ ide litro de medio.

Ajustar a pH 7.2 con HCl o NcOH.
Filtrar por papel de fiitro,

Distribuir en tubos de ensayo ce preferencia con fapa de
baquelita, 4 a 5 ml. por tubc. Autoclavar a 121°C du-
rante 15 ninutos.

Guardar e1 nevera a 5°C.

En el monento de usar adiciorar suero estéril de ternera
en propor:ién de 10%, esto es 100 ml. para cada litro
de medio

Inactivar ¢l medio en bune maria a 68°C durente una
hora.
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HEMOGLOBINA .— Preparacidén: 9 partes de agua destilada
estéril a 1 parte de papilla de glébulos rojos humano o de cone-
jo después que esién lisados centrifugar a alta velocidad y se-
parar el sobrenadaite que es el que se va a utilizar,

Consideracione: sobre la preparacion del medio: a] Puede
ser usado también suero de conejo con resultados semejantes al
de ternera, también ya fue usado suerc de buey conservado en
congelacién durante 5 afos con buencs resultados. b} Con =l
“Bacto beef extract ' (difco) se consiguen resultados similares a
los obtenidos con €; uso de la triptosa. ¢} Aumentando la canti-
duad de dextrosa cimenta el “growth rate”, pero los cultivos se
deterioran mas rapidamente. d] El “liver infusion broth” de ia
Difco puede ser sistituido por el “Oxaid liver infusior” en la
proporcion de 1 gr. por litro de medio,

Yaeger’® consicera que es indispensable distribuir el medio
de cultivo en frascos erlenmeyer de 123 6 250 mi. para conse-
guir un crecimiento éptimo de la cepa de Trypanosome cruzi o
estudiar, por perm fir este envase una mayor superficie que la
que se consigue en los 1ubos de ensayo.

La siembra la realizamos a partir Jde sangre de ratén obte-
nida por corte de lys vasos axilares usando heparina como anii-
coagulante, se sierr bra medio centimetro cubico en cada tubo de
medio y se incuba a 25°C por 10 a 14 dias, al cabo de este
tiempo se observa ;i la cantidad de trypanosomas es abundante
para utilizarlo com«. antigeno en la prueba. Se centrifuga el tubo
a 3.000 r.p.m. por 15 minutos y en el fondo del tubo se toma
con pipeta la cantilad necesaria de Trysanosomas en suspension
para el montaje de la prueba.

Suveros.— Herr as usado esta redccidn en cuatro grupos dife-
rentes de personas

Grupo I.— Sueros de 7 pacientes con Machado-Guerreiro posi-
tive y Xenodic:gnéstico pesitive a T. cruzi.

Grupo li.— Sueros de 57 pacientes con Machado-Guerreiro posi-
tive vy Xenodic gnédstico negativo.
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Grupo lli.— Sueros de 60 personas aparentementfe sancds con
Machado-Guerr :siro negativo, de oriyen desconocido, donan-
tes en el Bancc de Sangre del Hospital Universitario.

Grupo IV.— Sueros de 6 pacientes con Leishmaniasis cutdneo-
mucosa diagncsticados parasitolégicamente por examen di-
recto de frotis de la lesidn,

Un suero de pirsona sana sin antecedentes epidemioidgicos
y con Machado-Guerreiro negativo y suero fresco de cobayo, que
se usaron como coriroles negativos en la prueba.

Colerante.— S: utilizé el Azul de Metileno al 1:2.500 en
una solucién tampcrada o pH 11 con Glicocola e Hidréxiclo de so-

dio.
Selucién tamponad i,
Solucién de gl cocola al 0.1 N
Solucién de hic roxido de sodio al O1T N .. .. .. .. 55 cc
Solucion de glicocola al 0.1 N.

7.5 gr. de glicocola para 1.000 cc. de agua destilada. Esta
solucién debe mnantenerse en refrig:racién a 5°C parc evitar
sy contaminac 4n y deterioro,

Solucion de Azul d: Metileno,
Se prepara un 1 solucidn al 0.25% en etanol de 98¢,
Solucién de ozul d . metileno al 1:2.50C.

Solucién tampinada .. .. .. .. . .. .. .. .. . 10 cc
Solucién de czul de metileno .. . .. .. .. .. . 2 cc.

Debe prepara se esta solucidn caca vez que sea necesario
vrilizarla, esto se < ebe a que esta solicidn de azul de metileno
se inestabiliza al cibo de 48 horas.

Procedimiento de la reaccion,

En la reacciér puede utilizarse, ldminas excavadas o tukos
de hemélisis; nosol os utilizamos tubos de hemélisis, por ser més
cdmodo su manejc

350 —



Mezclar en un 1.bo de hembdlisis:

0.05 cc. de sue o problema inactivaco a 56°C por 30 minutos
0.10 cc. de suivo fresco de cobaye conservado en rafrige-
racion o suero de persona sana.

0.05 cc. de foi 1as de cultivo de T cruzi en forma de sus-

pensic .

FOTO I~ (rithidia donde se observan las granulaciones cito-
plasmaticas colorcadas con el Azul de Mctileno, después de ser incu-
bada a 37°C por 1na hora, en presenciz, de un Suero NEGATIVO
control.

Incubar la me:cla en bano maria ¢ 37°C durante 60 minutos.
“omar con ayuda de un asa de plotiro o con pipeta fina, una
gota de la mezcle incubada y adicionarle, sobre un portaokje-
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tos un volumen icual de la solucién de azul de metileno al
1:2.500. Cubrir la preparacién con uno laminilla vaselinada en
sus bordes o simlemente colocar sobre ella un cubreobijetos
y con la ayuda de un papel de filtro piesionarla suavemente pa-
ra eliminar el exce .o de liguido.

Observar con objetivo de inmersion a 1.000 6 1.200 au-
mentos; debe obseivarse 100 pardsitos por lo menos, defermi-
nando en cada unc de ellos la presenca o ausencia de las gra-
nulaciones citoplas: -éticas (Foto |y 1l).

FOTO IL— {r (hidia con las granulaciones citoplasmaticas sin
colorear, después de ser expuesta en presencia de un suero POSITIVO.
(La prueba del Dye test, es positiva si m:is del 609, de los pardsitos
observados, presentan estas caracteristicas).

Se considera :omo positivo a tod> suero que afecte a ‘os
pardsitos de tal modo que mas de ur 60% de los mismos no
nuestren la tincidr  granular norrnal.
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RESULTADOS

Como puede ap:reciarse en el cuadrd |, la Reaccién del *“Dye
test” o Reaccién Anti-Crithidia, empleada por nosotros en siete
pucientes con Mact ado-Guerreiro positiva y Xenodiagndstico po-
sitivo, aporté un 100% de positividad; consideramos la reaccion
positiva cuando mcs del 60% de los parGsitos observados son
alterados por el co orante después de ser incubados por 60 mi-
nutos a 37°C en p:esencia del suero sospechoso. En este grupo
hay un caso (P.C.) jue lo consideramos positivo, aunque esté en
el limite de la negatividad, por observar nosotros en el cuadro il
que los negativos contreles no pasan de 36% de los pardsitos al-
terados por el colo:ante.

CUADRO |

SIETE PACIENTES (ON REACCION DE MACHADO-GUERREIRO
POSITIV(> Y XENODIAGNOSTICO POSITIVO

Pacientes Reaccion de Dye test %
E.A. 94
C.G. 88
J.C. 80
J.CR. 84
J.T.V. 87
JV. 94
P.C. 62

En el cuadro | apreciamos que en 57 pacientes con Macha-
do-Guerreiro positi ‘5, sin comprobacién de un xenodiagnéstico
positivo, también | gramos un 100% ce positividad.

En los 60 pacientes con Machado Guerreiro negativo a los
cuales se les practi & la prueba, obtuvimos un 0% de positividad
como puede verse :n el cuadro Il

En 2l cuadro I'” mastramos el resultado obtenido en % pacien-
tes con Lleishmanic;is cutdneo-mucosa, diagnosticadas por obser-
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vacién de las Leis imanias en frotis de la lesién coloreado con
Giemsa, a los cual :s se les practicd la reaccién del Dye test, pa-
ra valorar la espe ificidad de la prueba, obteniendo un 0% de
positividad.

CUADRO H

CINCUENTA Y Si:TE PACIENTES CON MACHADO-GUERREIRO
POSITIV() Y XENODIAGNOSTICO NEGATIVO

Pacientes Reaccién de Dye test %
R.M. 70
AM, 99
M.M, 100
M.L.G. 100
J.L 99
J.M. 100
J.RA. 98
N.C. 96
k. 100
3.B. 97
R.C. 90
JM, 80
G 84
P.AB. 99
M. 98
J.MN. 87
M.S. 84
C.R 95
JL 96
EB. 94
M. de. M. 97
ER. 78
J.R.N. 94
J.U. 97
F.R. 87
AG. 9t
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Pacientes

G.L.
N.B.
F.MV
AAH.
A.MH.
1.D.
R.J.P.
R.M.
G.A.P.
.M.
C.de L.
F.C.
I.R.
V.A.
C.M,
A. .
A.G.

L. de G.
C.C
Q.C.
M C.
P.L.
S.P.
R.V.
J.D.
J.C.

N M.
V.P.
J.C
AR.
L.H.

98
90
96
88
74
92
94
90
89
100
99
96
89
90
96
94
98
100
99
99
78
94
80
89
90
96
98
92
100
100
90
98

Reaccion de Dye test %



CUADRO 1ll

SESENTA PACIENTES CON REACCION [ MACHADO-GUERREIRO
NEGATIVO DONAMTES DEL BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL

UMIVERSITARIO
Pacientes Reaccion de Dye test %
1 8
2 4
3 10
4 0
5 1
6 2
7 0
8 6
Q 12
0 18
11 14
12 20
13 5
14 7
15 16
14 10
17 9
18 1
19 0
20 0
21 0
22 10
23 4
24 8
25 3
26 16
z7 20
28 4
29 12
30 5
31 24
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Pacie

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
5

52
53
54
55
56
57
58
59
60

ntes

32
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CUADRO |V

SEIS PACIEN'ES CON LEISHMANIASIS CUTANEO-MUCOSA

Parientes Reaccion de Dye test %
G.AA. 14
P.B. 18
E.B. 24
R.R. 8
G.A. 1C
J.C. 6

LOMENTARIOS Y COMNCLUSIONES

En vista d - los resultados obtznidos por nosotros con la
prueba del Dye test para el diagnédstico seroldgico de la enfer-
medad de Chagas en su fase crénica, y conocidos los resulrados
obtenidos por liversos autores con diferentes pruebas serolé-
gicas, consideramos necesario hacer algunos comentarios sobre
el valor y oportinidad de cada una de ellas y una comparacién
con nuestros resultados.

Entre las p-uebas seroégicas empleadas podemos citar: 1)
Reoccién de fijacién del complemento.— Guerreiro y Machado'”,
en 1913 fueron os primeros en demostrar la existencia de anti-
cuerpos especifi 25 en sueros de portadores de tripanosomiasis
omer:icana utiliziron la Reacciéon de Fijacién del complemento,
emplacndo ccmr o antigeno un  extracto acuoso glicerinado  de
brganos de anniales, de preferencia perros, inoculados cor Try-
panosema cruzi. Posteriormente otros tipos de antigeros har sido
empleados, hast el presente, ce todos los antigenos oaropuestos
el mejor es el constituido por formas de cultivo obtenidas en
condiciones 6ptimas de crecimiento, liofilizados y mantenidos en
ampollas a -3C C. Este tipo de ant geno posee la gran ventaja
de mostrarse ir olterado y poder ser empleado dentro de una
concentracidn e: acta.
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Tratando de iegar o un antigeno ideal para la Reaccién de
Fijacion del comp’:mento, diferertes autores han experimentado
fraccionar el antijeno, llegdndose a obtener resultadcs poco
halagadores, lo ¢ e comprueba la verdad de una regla general
en inmunologia, cue nos ensefa '‘que siempre se disminuye la
sensibilidad de ur antigeno por su friccionamiento’. Maekelt?*
1962, entre las frccciones proteicas de Trypanosoma cruzi siem-
pre encontré menc - fijacién especifica jue en los antigenos pre-
parados del pardsto entero. Fife y Kent¥®, 1960, hacer un frac-
cionamiento modi icado, cloroformo-ge’ aplicado a extracto de
t'ypanosoma por c:urificacion con éter, obteniendo un antigeno,
con una aparente, ibre octividad no especifica y anticomplemen-
taria. Estos autore hacen una excepcién de la regla, lo que ex-
plica la complejidc d antigénica del Trypanosema cruzi.

Los trabajos le diversos au-ores, no don una idea exacta
sobre la especificidad de la Reaccién de Fijacién del Comple-
mento. Maekelt y Diaz®, 1963, comprobaron la alta sensibilidad
y especificidad de antigeno de T. eruzi, utilizando la reaccién
ce fijacién del coi-plemento para el ciagnéstico de la infeccidn
chagdsica que no :da reacciones cruzadas en personas :nfectadas
con Trypanosema -angeli, reportando un 92 y 93.59% de positi-
vidad en sueros ce pacientes chagdsicos comprobados parasito-
ldgicamente. Freitcs®’, obtiene un 97.3% de positividad en pa-
cientes chagdsicos comprobados parasitolégicamente y siempre
regativo en contrcles efectuacos con personas sanas o portado-
ras de otras enfe: nedades. Cliveira dz Almeida®®, 1964, por lo
contrario, en 2.433 casos de Lepra leprcmatosa dieron un 10.89 %
positivos a la reac:ion de fijacién del complemento para Chagas.

En cuanto ¢ o sensibilidad de erta reaccion, consideramos
los datos de los siyuientes auiores: Alvzes de Lima y cols.’?, 19467,
en 1.230 donante: de sangre encontraion 13.8% de pos:tividad.
Jacomo™, 1950, e 1.949 sueros obturo 52.6% de positividad.
Mora y cols.*', 19¢0, de 1.659 sueros obtuvieron un 8.2% de po-
sitividad. Freitas y cols.*?, 1952, en 1.622 reacciones obtuvieron
2.2% de positiviiad. Maekelt¥, 1959 en 441 suercs obtuvo
12.29% de oositivdad. Durva®’, 1959, en 3.267 sueros obtuvo
17.27 % de positividad. Mora *°, 1964, en 17.061 sueros obtuvo
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un 7.0% de pos tividad. Cornejo y cdls.®, 1962, en 199 sueros
obtuvieron 8 caso; positives y des casos con xenodiagnésticos po-
sitivo. Pinto', 1947, en 579 sueros fueron positivos ur 7.25%.
Corredor y cols.*, 1965, en 1.182 sueros encontraron 2.2°% de po-
sitividad. Knieri®, 1959, en 29 individuos con xenodiagndstico po-
sitivo obtuvo un 0% de positividad, 7 % dudosos y un 3% ne-
gativo con la reaccion de fijacidn del complemento. NUOfiez ¥
cols.®?, en 28.816 donantes del banco de sangre del Estado Zulia,
comprobaron un 2.26% de positivided.

De los resul ados obtenidos por los diferentes autores, refe-
rente 1 la especi-icidad y la sensibilidad, se ha llegado a la con-
clusién que hast: el presente la Reoccién de Fijacién del Com-
plemento (Reaccion de Machado-Guerreiro) se puede considerar
como una prueb: sensible y especifica para el diagnéstico de la
enfermedad de (hagas en su fase crnica, a pesar de la discre-
panciat en los v ores obtenidos por los diversos autores,

2) Precipitacidn.— Esta prueba consiste en demostrar la pre-
sencia de anticterpos (Precipitinas), que forman complejos con
las moléculas de antigeno en solucién, estratificando el antigeno
en un tubo sobr.: un pequefic volumen de antisuero; en la nfer-
fase de los dos reactivos ocurre la precipitacién en forma de
anillo. Esta pruesa demuestra la presencia de una reaccién anti-
geno-anticuerpo, pero no indica si estdn presentes uno o varios
sistemas antiger o-anticuerpos. Esta reaccidn requiere la presen-
cia d2 sales y un pH cercano a la neutralidad.

Muniz?®, 1947, usando esta prieba en 32 cosos de enfer-
medad de Chag:s en su fase aguda obtuvo un 1009% de positi-
vidad y en 20C casos de pacientes chagésicos crénicos obtiene
un 18% de pesitividad, llegando o la conclusidn de que hay
un elevado tencr de inmunosuero [Aglutininas y Precipitinas) en
el periodo inicicl (Fase aguda) de la enfermedad de Chagas, se-
guido de una ciida progresiva de este titulo, con el paso de la
infeccidn a la fise crénica,

El autor ccrsidera que esta prueba es de gran valor en el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas en su fase aguda, y
demuestra las ventajas de esta técniza como método de diagnds-
tico, sefiolando =n el mismo trabajo los siguientes puntos:
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a) Técnica de "o reaccion extremacomente simple.

b) Precipitinég no estable y de laiga duracidn después de
ser guardado libre e contaminacién.

c) Cantidades =inimas de suvero para la reaccién (0.2 ml}.

d} Resultados nmediatos, pues la mnayoria de los suveros en
cesos agudos, reactionan en los primeros minutos.

e) Absoluta esoecificidud, porque en casos de Leishmaniasis
cutdneo-mucosa y .eishmaniasis viscercl Americana, no reaccio-
nan debido a la baja concentracién de anticuerpos que ellos

poseen.

f} Gran utilidcd en encuestas epicemioldgicas para eviden-
ciar casos nuevos (Agudos y Subagudos) de la enfermedad.

Pellegrino®, 1953, describe una ‘écnica simplificada para
la prueba de Pre pitina con fraccién polisacérida extraida de
cultivos de Trypanosoma eruzi, v la aplica en 12 perros infesta-
dos experimentalir ente, constotando la presencia de anticuerpos
precipitantes en s seros de 11 de elles, coincidiendo tal hecho
con la aparicién c: Trypanosomas en .angre circulante, 15 a 25
cias después de 11 inoculacion.

Estos resultacos traen a consideracién que los anticuerpos
el tipo Precipitine., abunduntes en las primeras fases de la en-
fermedad de Chaijus, tienden a desaparecer, llegando a titulos
tan bajos en su concentracién que la prueba se hace negativa,
siendo los anticuerpos revelados Unicamente por las reacciones
del tipo Fijacién el Complemento y otras reacciones con sensi-
bilidad y especfi:idad mds acentuada que permiten poner de
manifiesto la poca cantidod de anticuerpos presentes en esta
lase de la enferriedad de Chagaos.

3) Aglutinaciin.— Muniz y Freitas®, demostraron que sueros
de portadores de trypanosorniasis Americana, en fase aguda,
aglutinan formas de cultivo de Leishmania brasiliensis, mientras
nque sueros de pcitadores de Le shmaniasis cuténeo-mucosa, do-
fados de bajo poder aglutinante para las especies homélogas,
estdn practicamer te desprovistos de poder aglutinante para las
formas de cultive de Trypanosoma c¢ruzi; basdndose en este es-
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tudio, comprueban Jue en 6 casos agucos estudiados, los titulos
aglutinantes variaban entre 1:2.560 a 1:10.240 y en 24 casos
cronicos de enfermcedad de Chagas, los triulos observades fueron
entre 1:160 y 1:2.550,

Posteriormente” | estudian 211 casos crénicos diagnosticados
por la Rezoccién de Fijacién del Complemento, constatando que ti-
telos més bajos de 1:160 podian ser observados, tales como 1:80
y 1:40 que fue el 15% del total observado, torndndose dificil
en estos casos dec dir la positividad de la reaccidn, en vista de
que suercs de indi. duos no portadores de Tripanosomiasis Ame-
ricana, pueden agl tinar formas de cultvo de Trypanosema cruzi

a estas diluciones.

Hauschka®, er un paciente cuya irfeccién tenia 30 afios de
evolucidén, el titulc aglutinante fue de 1:640, comprobando lo
que Muniz y Freitis habian senalado en trabajo anterior, esto
es, que sueros de :asos crénicos de en ermedad de Chagas pue-
dan ejercer activiclid aglutinante sobra las formas de cuitivo de
Trypanosoma cruzi.

Goble®, constc ¢ gue el poder aglutinante de sveros de pe-
rros normales sobr: cultivos de Trypanosoma cruzi daban un ti-
tulo de 1:200, obt miendo titulos un pcco mayores en el periodo
patente, algunos cios después de ser noculados con Trypanoso-
ma cruzi. Segin cstos resultados la prueba de Aglutinacién es
de poco valor en =xperimentacién de a enfermedad de Chagas
en animales.

Una de las dficultades de esta prueba es que no todas las
cepas ce T. eruzi pueden ser utilizadas, por presentar cglutina-
ridn espontdnea -uando estén suspendidas en soluciones que
contengan electrdl os (NaCl), siendo los cultives en mecic liquido
las que han mostiado mayor tendencia a presentar este fend-
rneno.

En vista de estas dificultades, Nussenzweig y Faria®, cor el
fin de mejorar la récnica de la prueba de Aglutinacién, procuran
introducir la prueb: i de Antiglobulinas (Prueba de Coombs indirecta).
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Controlando c¢Hn la Reaccién de Fijacién del Complemento,
varificaron que en A1 sueros positivos pdra la Reaccidér de Fija-
cién del Compleme -to, 60 presentaren 1 Prueba de Coombs posi-
tiva. Esto tiene el i-conveniente de hacer pruebas de Coombs ruti-
narias y la necesicad de usar pardsitos vivos como antigeno.

4] Prueba de Hemélisis Condicionada. La absorcién de ne-
maties del polidsico de Trypenosema c¢ruzi con el fin de estudiar
el comportamiento de los hematies sensibilizados en presencia de
suveros de individuos portaclores de Tripanosomiasis Americana en
la prueoa de la Femaglutinacién lleve a Muniz®, a observar la
ccurrencia de hemlisis cuando usaba hermaties del propio enfer-
mo en presencia ¢ el mismo suero perc no inactivado. Diferertes
pruebas permitierc s a Muriz caracterizar el fenémeno observado,
como una reaccidér antigeno-anticuerpo representada por la frac:
cidén aksorbida v :l anticuerpo especifico en presencia cel com-
plemento. Como lc especificidad de los hematies no interviene en
el fenémeno, Mun = le dio el nombre de Hemélisis Condicionada.
Este fendmeno es «le caracter general.

Almeida vy Azevedo®, estudiando comparativamente la He-
mélisis Condicion:da y la hemdlisis especifica demostraron su
wemejanza, en vi fa de seguir ‘eyes y presentar idéntica rela-
cién entre los elementos de la reacc én.

Como habia sido demostracdo po- la reaccién de la Hemé-
lisis Cendicionada que la fracciédn polidsida del Trypanosoma cru-
i reaccionaba co 1 ontigenos heteréfilos del tipo Forssmann y de
la Mononucleosis se hizo necesaria la absorcidén previa con ri-
Abén de cobayo, | ematies de carnero y hematies de buey de los
sueros o investigir, con el fn de retirar los anticuerpos no es-
pecificos.

Aun cuando la técnica de la hemélisis condicionada sea ex-
tremadamente siriple, pues puede ser hecha utilizando hematies
del propio pacierie o del tipo “O", asi como hematies de car-
nero ¢ de cobay:, la operacién de ubsorcién, torna a los sue-
ros muchas vece:. altamente indepencientes, interfiriendo de eso

manera los resul ados.
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E! cislamiento v el empleo de una fraccién no reactiva con
anticuerpos heterdf ios podrd transformnr la Hemélisis Condicio-
nada, en un valios s método en las investigaciones de portadores
de infeccion chagdsica.

Henderson-Beg:;*®, demostraron la existencia de aglutininas
da tipo heterdfilo :n titulos bastante elevados en casos de Tri-
panosomiasis Africcina y comprobaron jue eran absorbidos par-
cialmente por glébulos rojos de buey y con pulpa de rindn de coba-

yo.

Goes®, Goes v Bruno®®, practicaron la reaccién de Paul Bun-
nell-Davidsohn en weros de 5 pacientes con enfermedad de Cha-
gas, encontrando 1 -ulos aglutinantes variables de 1:112 a 1:222
y concluyen que sca aglutininas del tipo Forssmann, por ser ab-
sorbidas en un 86 : 100% por la suspensidn de rindn dz cobayo.

Muniz y Santos®, investigan la presencia de hemolisinas vy
aglutininas para lcs glébulos rojos de zarnero en sueros de indi-
viduos portadores de Trypanosomiasic Americana tanfo en su
fase aguda como =n la crénica; cbservando que en 15 sueros de
casos agudos los titulos de aglutiniras fueron entre 1:640 a

1:2560 y los de h:molisincs, titulos de 1:640 a 1:5120

En 50 casos (ronicos obtuvo titulo. de aglutininas entre 1:20
a 1:640 y titulos e hemolisinas entre 1:20 a 1:1280.

Basdndose er resultados de una nerie de ensayos estos au-
tores concluyen:

a) Que las a3zlutininas y hemolisinas de tipo heterdfilas se
encuentran en sueros de individuos partadores de Tripanosomia-
«is Americana,

b) Que los ti-ulos hemoliticos encontrados se mostrocron mu-
chas veces super or o los titulos oaglutinantes.

c) Que en la fase aguda de la enfermedad de Chagas los
ritulos encontrado;, de hemolisiras ccmo de aglutininas heteré-
filas, son mds elivados que en la fase crénica.

d) Que la caida del poder aglutinante especifico es sequi-
da de una baja 1 los titulos de los anticuerpos heterdfilos.
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ej Que las he olisinas y aglutininas heterdfilas, oiesentes
en el suero de ind viduos portadores de la entermedad de Cha-
guas son absorbidos intensamente con pulpa de riAdn de cobayo
y con menor inten idac por glébulos rajos de buey.

f) La absorciér: con un antigeno especifico {formas de cul-
fivo ae TrypanOsoria crum), aunque retire las aglutininas espe-
ciricas para el parisito, causa solumente una pequeia disminu-
cién en cantidad e anticverpos de -ipo heterdfilo, y que la
absorcién con pulja de rihdn de cobayo, aunque elimina los
anticverpos de tip heteréfilo, determina solamente una peque-
ha variacibn en |>s titulos aglutinantes especificos (formas de
cultivo de T. crvzi'.

gl Que para la Reoccién de la Hembdlisis Condicionada se
ha demostrado que los anticuerpos heterdfilos del tipo Forssmann
{100% absorbides con pulpa de rifdn de cobayo) y del tipo de
la Mononucleosis  absorbidos parcialmente con rifién de cobayo
y 100% con hem:ties de carnero), existentes en sueros de indi-
viduos no portado =s de Tripanosomiasis Americana, eran capa-
ces de reaccionar con la fraccidon polidsida extraida de formas
de cultivo de Trypanesoma cruzi; este dato demuestra la existen-
cia en la estructuia antigénica del T. cruzi, de compornentes ca-
paces de reaccioncr con este tipo de articuerpo.

h) Que tomado en consideracién que los anticuerpos de
tipo heteréfilo sor capaces de reaccionar en la Reaccién de Fi-
jacion del Comple nento con antigenos de ese grupo, invalida el
empleo de este too de reaccién, de antigenos preparados con
organos de animiles pertenecientes ol “‘grupo cobayo’ con la
finalidad de diacnosticar enfermedades parasitarias 'as cuales
centienen muchas veces anticuerpos heterdfilos en elevadas con-
centraciones.

5) Reoaccién cde Hemaglutinacién. Hematies tratados con ex-
sratos  de célulac  bacterianas, rickestsias, hongos patdégenos,
protozoarios, o ccn extractos purificados de polisacdriclos o pro-
reinas, constituye un reactivo muy sensible para detectar y fitu-
lar los corresponc ientes anticueroos. Si estos hematies son ore-
‘ratados con 4cidc tanico absorben proteinas rdpidamente y pue-
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den ser uhlizados ; aro titulor anticuerpns presentes en muy pe-
quenas concentracio "es en el diagnostico de sueros.

Las células trat:das con dcido tdnico también absorben pori-
sacdridos, pero no tan rdpidamenie como a las proteinas. To-
mando en cuenta e fos conocimienios se ha aplicado en el diag-
nostico serologico ce diversas entermedades, dandole o este fe-
noemeno el nombre de Reaccidon de Hemaglufinacion.

En el campo de u Parasitologia fuercn Jacobs y Lundet', 1957
quienes aplican la eaccidén de hemagluiinacién para la Toxoples-
mosis; Kagan®?, 1947 la aplica en el dicgnéstico de la Ascariasis;
Kagan y Oliver-Ge zélez* 1958 la experimentan con Schisioso-
miasis; Knierim y Iliedmann® 1961 la aplican en el diagndstico
de la Hidatidosis; €5 en 1962 cuando Cerisola, Chaben y Lazzarn®®,
la aplican al diagn istico serologico de I enfermedad de Chagas.

Montano y Uc os?' 1965, en un estudic comparative entre la
Reaccién de Fijacicn del Complemento y la Reaccién de Hema-
g utinacién consigu:sn una positividad en el 2.1% de los pacien-
tes con Machado-Guerreiro negativo y diagnéstico parasitolégi-
co positivo; el 1.1 % de los casos con Machado Guerreiro posi-
tivo dieron hemag utinacién negativa, ¢demds le atribuyen como
ventaja el hecho «e permitir estudiar los sueros anticomplemen-
tarios, impidiendo jue se dejen de diagnosticar algunas infeccio-
nes, ya que consi¢uieron que de 72 sueros anticomplementarios,
16 (22.2%) dieron Reaccién de Hemagiutinacién positiva y 5 de
ellos la dieron duiosa.

No estd clara nente establecida su especificidad para la en-
fermeded de Chagas, la mayoria de las autores consideran que
es similar a la Reaccidn de Fijacidon del Complemento.

Cerisola y cols.®® 1969, estudiando 24 enfermos chugdsicos
en periodo agudo, que no recibieron tratamiento especifico, prac-
ticdndoles un estu lio seroldgico seriado a través del tiempo has-
ta los 15 meses, -on las técricas de Machado-Guerreiro, Hema-
glutinacién e Inmunofluorescencia, para valorar la sensibilidad de
las tres técnicas s roldgicas y la duracién de la etapa preserolé-
gica de la enferm:dad de Chagas valorada por cada uno de los
métodos., Se pued: observar en los dutos obtenidos en este es-
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tudio quz la reaccié 1 de Fijacién del Complemento practiccdo en el
primer mes despué: del diognéstico parasitolégico, da un 40% de
positivos; en la reacidon de Hemagluting:ién un 38.9% de positivi-
dad y en la reaccisn de Inmunofluorescencia un 100%; esto ros
indica que la reacc 4n de Inmunofluores:encia presenta el periodo
preserolégico mas breve.

En el segundo tercero y cuarto mes de evolucién la reaccion
ce Fijacién del Cc nplemento dio 66.7 %, 60% y 90% iespech-
vamente; la reacci>n de Hemaglutinacisn dio un 42,19, 81.3%
y 80% de positivdad, lo que indica que durante los primeros
meses de la enfer iedad de Chagas la reaccién de Fijacién del
Complementc es igeramente mds sersible que la reaccién de
Hemaglutinacién.

Al guintfo me: de evolucion de la enfermedad las reacciones
cle Fijacion del Ccplemento, la de Hemaglutinacién y la de In-
rmunofluorescencia se mostraron positivas en el 100% de los
€as0s.

Del noveno nes en adelante la reaccién de Hemaglutinacidn
y la de Inmunofl jorescencia tienen una sensibilidad cdel 10C %;
la reaccién de Fiacidn del Complemento es ligeramente menos
sensible con la té nica empleada por :llos.

Del comportciniento diferente de las tres técnicas seroldgi-
cas practicadas e pacientes en periodo agudo, surge la necesi-
dad de recomencar su utilizacién conjunta cuando se pretenda
avaluar le efectiv dad de terapéuticas especificas para la erfer-
medad de Chaga.

6) Reaccién ce Inmunofluorescencia. Coombs®’ 1941, describié
el método de corjugacién del anticuerpo con colorantes fluores-
centes que permii= observar al microscopio la unién antigeno-an-
ticuerpo, denunciada por la fluorescencia que adquiere el elemen-
to antigénico al 1 jarse en él el anticuerpo fluorescente. El princi-
pio de este métoc o de Coombs consists en la afinidad de las pro-
teinas por ciertos colorantes fluorescentes sin perder sus prepie-
dades inmunolég cas, pudiendo por I> tanto, actuar rormalmen-
te y unirse al ar-igeno especifico.
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Fife y Muschel* utilizando Tripanosomas de cultivo como an-
tigeno, describen ui test de inmunofluorescencia en tube para
la enfermedad de (nagaos. Estudiando 40 sueros de chagésicos,
la Redccion de Inmunofluorescencia dio resultados levemente su-
peiores a la Reacciin de Fijucién del Complemento, en sueros de
Sitiliticos (20 casos) y de presuntos sanss {70 casos), sclamente
5 casos de reactivicad dudosa. Sin embargo, la técnica que des-
crivgen no es practica, y demanda muchko trabajo y gastos,

Volier®, consigi.e buenos resultados con un antigenc de for-
mas de cultivo de Trypanosoma cruzi fijadas en portaobjeios.

Biagi, Tay y M ray™, utilizan como antigeno formas leishma-
nioides ce miocardiy de ratén infectado por T. cruzi. Los resulta-
dos de esta técnicc son notablemente concordantes con la reac-
cion de Fijacidn de Complemento en un total de 236 sueros es-
tudiados.

Camargo?, desziibe la técnica con formas de cultive forma-
lizadas en portaok etos, con la que encuentra una correlacion
absoluta entre la Rzaccién de Inmuynofluorescencia y la Reaccion
de Fijacidn del Con plemento en 494 susros no reactivos y en 48
reactivos  Sin embcgo, en un grupo de sueros con reaccidén de
Fijacién del Comple nento practicada cor ofra técnica, de 394 con
R.7.C. negativa resi Itaron 392 reocciones de Inmunofluorescencia
negativos y sélo 2 »ositivos; en 130 sue-os con R.F.C. positiva en-
cuentra la reaccién de Inmunofluorescencia positiva en todos, y
ern un grupo de 10 sueros anticomplementarios la reaccion de In-
munofluorescencia lio positiva en 8 y negativa en 2. Por otia
parte, estudiando un grupo de pacientes con Leishmaniasis cutd-
neo-mucosa la pos tividad llegd al 100%. Aunque en estos po-
cos casos no se hc descartado la coexistencia de la enfermedad
de Chagas, los rest ltados positivos de la reaccién de Inmunofluo-
rescencic hacen presumir la inespecificicad de la técnica frente a
estas dos enfermec ades.

Souza y Camcrgo?®, usan en vez de suero, sangre tomada
por venipuncién y puncién en el dedo, recogida en papel de fil-
tro, diluida en solicién salina tamponada; la sangre recogida en
el papel de filtro no mostré pérdida de actividad cuando fue
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mantenida seca hasia 30 dias o temperatura ambiente. Este he-
cho le da una gran ventaja a esta prueba, y que puede permitir
estudios serolégicos en encuestas epiderniolégicas en el campo,
sin encontrarse con los inconvenientes de conservacién de sue-
ros que fienen las iras pruebas que se usan en el diagndstico
serolégico de la en‘ermedad de Chagas.

Corredor y Col."', en 186 sueros, practicaron la R.F.C. y la
reaccién de Inmuno ivorescencia llegandc a la conclusidn gue las
dos no son estadistizamente equivalentes y por lo tanto la Inmu-
ncfluorescencia no :s recomendoble por estar demostrado gque la
R.F.C. del 50% de hemdliisis tiene una sensibilidad del 97.29%
y una especificidad de casi el 99%.

Toussaint y cos.”, usandc antigero (glucoproteinas) somd-
tico del T. cruzi [SA *A) comprobaron que era més sensible que la
R.F.C. y tan especilica como lo reacciérn de Inmunofluorescencia
indirecta usando comno antigenc cultivos de T. cruzi.

Sadun y cols.** usando gotas de -angre con Tripanosomas
como antigeno, con.iguieron reacciones rruzadas con otras Tripa-
nosomiasis [sueros :le pacientes con tres especies de Tripanoso-
ma); cor. otras enf:rmedades zncontraron relativa menor canfi-
dud de reacciones ¢ uzadas, lo que indica un alto grado de espe-
cificidad.

Aradjo y Batis a’®, empleando la técnica indirecta comparan
la  Inmunofluoresceiicia con la Reaccién de Machado-Guerreiro
y consideran la prinera mds sensible y especifica para el diag-
nostico cle la enferr~edad de Chagas, yu que fue capaz de reve-
lar todos los posil vos en una sola reaccidn, mientras gue la
R.F.C. necesitd ser epetida en muchos :asos; la mayor sensibili-
dad queda demostada al ser capaz de evidenciar positivos en
diluciones mucho r .4s alias que los okservados con la reaccién
de Machado-Guerreiro.  Consiceran  que la Inmunofluorescencia
presenta menos ca isds de errcr, tanto en la lectura coro en la
interpretacién, por : hecho de que la emplearon en 22 muestras
con R.F.C. dudosa > no reactiva, logrardo con la Inmunofluores-
cencia 21 positivos
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Alvares, Ceris::la y Rohwedder”, en 851 sueros de pacientes
en periodo crénico de la enfermedad e Chagas, practicaron las
reacciones de Inr,unofluorescencio, Hemaglutinacién y - Fijacién
del Complemento, en 241 sueros con R.F.C. y RH.A. positivas y
en las cuales la r:accidn de Inmunoficorescencia fue positiva en
240 sueros y negcliva en 1; v 610 suaros con ambas reacciones
concomitantemente negativas en donde la reaccién de Inmunofluo-
rescencia resulté n:gativa en todos los casos; puede afirmarse que
la Reaccion de Inmunofluorescencia brinda resultados similares a
los conseguidos ccn las reacciones de Hemaglutinacién y Fijacién
del Comnplemento :uando se practica en pacientes chagdsicos cré-
nicos.

Apesar de la discordancia sobre el valor de esta prueba, se
puede considerar jue el principio mocdernc de las técnicas diag-
nésticas por Anticuerpos fluorescentes es perfectamente aplicable
al diagndstico de la enfermedad de Chagas. Considerande que
su sensibilidad es similar o la reaccién de Hemaglutinacién y li-
geramente supericr a la reaccién de Fijacién del Complementc en
el periodo crénic: en el agudo, es la prueba diagnéstica més
precoz en hacerse positiva, aventajando de esta manera en sen-
sibilidad a las ot s,

7] Redccion cel Dye test o Redccién Anti-Crithidia-—— En 1959
Scorza y cols.?®, iplicaron dicha prueba en el diagnéstico de la
enfermedad de (agas, basdndose en los resultados obtenidos
por Muniz y Bori:lio™ 1945, Silva™ 1955 y Rubio™ 1956, quienes
estudiaron la accidn litica de sueros normales e inmunes de di-
ferentes animale: sobre las formas de cultivo de Trypanosoma
cruzi, observandc que:

a) Al incubcr durante 2 hceras a 37°C una mezcla de suero
humano fresco ccin formas de cultivo de Trypanosoma cruzi, estas
se hacen globos s, leishmanioides, perdiendo su refringencia ci-
toplasmética, culninado el praceso <on la lisis de ellas,

b) La acciér litica de los sueros se atenla cuando se inacti-
van previamente por calentamiento moderado.

c) La adiciér de suero sano fresco a los sueros inmunes inac-
tivados, restituye la accién litica de éstos. Esto significa que la
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propiedad anti-crithi dia de los sueros inmunes se pierde por inac-
tivacién y se restit iye con la adicién de suero fresco, lo cual
permite deducir que el factor anti-crithiclia es termoestable y re-
guiere para su actividad una fraccidon lermolédbil presente tanto
en los sueros normcles como en los inmunes.

d) La accién it ca desaparecié al destruir C'1, no importando
er cambio, lo falta de C'2 y C'4, lo que explicaria la identidad
de la freccion termelabil del factor Anti-Crithidio.

Scorza y cols. °, comparando los resultados obtenidos. con
este test y la reaccién de Fijacién del Complemento encontraron
un 1009% de positividad en 28 casos de Enfermedad de Chagas
crénica, diagnosticcdos con xenodiagnéstico positivo a Trypano-
soma cruzi; en cucto a4 su sensibilidac, la encontraron superior
a la de la reacciér de Fijacién del Complemento, ya que de los
28 suercs con "'Dye test’” positivo, a reaccidn de Fijacién de| Com-
piemento dio 21 reucciones positivas y 7 negativas (25%] En un
caso, con xenodia: ndstico positivo a T. rangeli dio la Reaccién
Anti-crithidia nega iva y reaccidn de Fijacién del Complemento
nagative, este datc da una idea sobre lo especificidod de esta
prueba,

Amato’, refiere haber practicado esta reaccidn en casos de
Enfermedad de Cliagas, Lleishmaniasis visceral y Leishmaniasis
cutdneo-mucosa sir obtener resultados satisfactorios.

Nosctros practizamos la reaccién Anti-crithidia en 7 cosos con
raaccién de Fijacio del Complemento wositiva y xenodiagnéstico
positive, y obtuvirios un 100% de positividad, estos sueros nos
sirvieron como pa rdn positivo en la reaccidén ya gue estabamos
seguros de su pos tividad con el xenodiagnéstico positive a Try-
ponosoma cruzi.

Después de fimiliarizarnos con la técnica, siguiendo los re-
sultados del 1009 de positividad obtenidos de los 7 casos diag-
nosticados con xenodiagnéstico positivo en los cuales més del
60% de los porduitos observados pres:antaban alteraciones en la
coloracién de las granulaciones en el citoplasma, la practicamos
en 57 pacientes clagdsicos crénicos dingnosticados por medio de
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la Reaccién de Fij:cién del Complemento, con resultados 100%
posifivos.

Para comprok ar su especificidad, practicamos la prueba o
60 pacentes con Machado-Guerreiro  negativo, donantes del
Banco de Sangre del Hospitol Universitario, y 6 pacientes con
Leishmeniasis cutdieo-mucosa, en todos los casos la reaccién fue
regativa, lo que -lemuestra la especificidad de la reaccién,

Basdndonos «n los resuliados obrenidos podemos llegar a
las siguientes conciuciones:

a) La prueba es de fécil realizacidén, y exige muy poco tiem-
po para diagnosii ar un caso crénico e Enfermedad de Chagas,
mientras que la r2accién de Machado Guerreiro, es una prueba
complicada y su realizacién dura un fiempo considerable.

b) El costo d: la reaccién es considerablemente bajo, mien-
tras que la reaccicn de Machado-Guerreiro necesita de un perso-
nal especializado y un equipo costoso, lo mismo octrre en la
reaccién de Inmur ofluorescencia.

¢) La prueba utiliza fundamentalirente tres elementos quimi-
camenie desconociJos (T. eruzi). Suero problema y el Complemen-
io), lo que le da rentajas sobre la reaccién de Fijacidén del Com-
plemenio que tien: cinco elementos y por tanto mdés posibilidades
de error.

d] Presenta unu sensibilided del 1009% mientras que la
reaccién de Fijacicn del Complemento la posee entre 97 a 989%.

e] Permite hccer el diagndstico en sueros parcialmante he-
molisadoes.

f) Los sueros anticomplementarios, que resultarian de la reac-
cién de Machado Guerreiro, no tendricn ningUn inconveriente en
ser diagnosticado . por la reaccién Anti-Crithidia.

g) Hemos en onfrado que el cultivo ideal para la realizacion
de esta prueba, s el LI.T. {liver-infusion-tryptose], por la capa-
cidad de reproducién del Trypanosorma cruzi en este medio, y
oor la facilidad <2 utilizar el contenido total, por ser un medio
monofdsico.
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SegUn los datos obtenidos y viendo las ventajas que ofrece
esta prueoa, sobre |1 Reaccion ce Fijacién del Complemento (Me-
chado-Cuzrieiro). Coisideramos que esta prueba es de gran valor
para el diagnéstico ¢ e la enfermedad de Chagas en su face crénicar.

RESUMEN

El autor presen o sus experiencias er: el empleo de lo Prueba
del Dye test o Reac:ién Anti-Crithidia pcra el diagnéstice serolé-
gico de la enfermec ad de Chagas en su fase crénica. Hace la va-
loracién de la pruea compardndola con la Reaccién de Fijacién
del Complemento o Redecién de Machado-Guerreiro y realiza con-
sicleraciones sobre el vaior y oportunidad de las diferentes prue-
bas serolégicas pretonizadas para el diagndstico de la erferme-
dod de Chagas en .u fase crénica.

Practica la Reczcidn en 130 sueros los cuales los divide en
4 grupos:

Grupo |.— Siere sueros de pacienies con R.F.C. positivo y
xencdiagnédstico potitivo a T. eruzi con un 100% de pesitividad
para la Reaccién de| Dye test.

Grupo il.— 57 sueros de pacientes con R.F.C. positivo con
ur 100% de posiii idad para la reaccién en estudio.

Grupo I.— 6C sueros de personas con R.F.C. negativo con un
0% de positividad para la Reaccidn del Dye test,

Grupo IV.— 6 sueros de pacientes con Leishmaniasis cutaneo-
mucosa con un 07 de positividad para la misma reaccién.

Concluye cons derando que la Reaccién del Dye test es de
gran vaior para el diagndstico de lg enfermedad de Chagas en
su fase zrénica, ba wdo en los resultades chtenidos en el presen-
te trabaro

Trabajo realizad.. ¢n el Laboratorio de la Catedra de Parasitologia
del Departatnento de Medicina Tropical y Microbiologia de la ¥acultad
de Medicina de La :'niversidad del Zulia.
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