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RESUMEN

En estetrabajo se aplico la Reaccion Indirecta de
Anticuerpos Fluorescentes, a una poblaciéon de 225
pacientes del Barrio Bicentenario lll de Valencia con
la finalidad de evaluar la eficacia diagnéstica de
dicho método para el estudio de la esquistosomiasis
mansoni. Dicha poblacion habia sido estudiada por
otros autores mediante la prueba de ELISA ob-
teniéndose una prevalencia de 37,9%, y latécnicade
Precipitacion Circumoval (PPCQO) utilizando este

ultimo como método de referencia cuya prevalencia
fue de 18,4%.

Los antigenos utilizados fueron cortes de vermes
adulto y cortes de higado de hamster infectados con
la cepa brasilena BH de Schistosoma mansoni. La
reaccion se pone en evidencia utilizando un conju-
gado antilgG humana marcado con isotiocianato de
fluoresceina.

cialistas. ano 1992.

La evaluacion serologica de la RIAF se llevo a
cabo a través de los patrones para cada uno de los
antigenos de vermes e higado mediante los siguien-
tes parametros: sensibilidad, especificidad, falsos
positivos, falsos negativos, valor predictivo de la
prueba positiva, valor predictivo de la prueba nega-
tiva, falsos negativos de la prueba negativa, exacti-
tud y prevalencia. Todos los parametros anterior-
mente citados tanto para la RIAF vermes como para
la RIAF higado revelaron resultados semejantes:
destacando la mayor utilidad de los antigenos ver-
mes e higado en su totalidad en relacion auna mayor
eficacia para los parametros sensibilidad, falsos
negativos y valores predictivos de la prueba nega-

“tiva.

Es importante destacar que-la utilizacion de
patron intestino reune la mayoria de las condiciones
necesarias para la obtencion de resultados confia-
bles que aportan un mejor criterio diagnostico.
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INTRODUCCION

La esquistosomiasis es una enfermedad parasi-
taria producida por un vermes trematode pertene-
ciente al género Schistosoma donde hasta ahora se
conocen cinco (5) especies a nivel mundial que
parasitan al hombre, siendo el Gnico agente etio-
l6gico de la esquistosomiasis en Venezuela la pro-
ducida por el S. mansoni,

En Venezuela la esquistosomiasis mansonica
constituye un problema de salud publica, siendo el
area Centro-Norte la mas afectada (Otero y Col
1986). Por lo tanto se hace necesario buscar medi-
das mas eficaces para su control.

En relacion al diagnéstico de individuos infecta-
dos se ha presentado problemas en encontrar un
método que sea lo suficientemente sensible, espe-
cifico, economico, y facil de realizar, todos estos
requisitos han sido dificiles de agrupar en un solo
método.

En vista de estas circunstancias se hace nece-
sario resolver el problema de la eficacia diagnostica,
de alli los estudios realizados a varias técnicas se-
rolégicas, con la finalidad de hacer un diagnéstico
precoz de la infeccion y con ello contribuir al control
de las esquistosomiasis. Esta actividad es crucial
para nuestra situacion epidemiolégica, donde los
métodos coprolégicos convencionales se muestran
ineficaces.

Es necesario aumentar la especificidad y sensi-
bilidad de estas técnicas serologicas y revisar la
necesidad de utilizar combinaciones de técnicas
serologicas, no solo para un diagnésticomas certero,
sino para definir el estado de evolucién o forma
clinica de la enfermedad (R.N. Incani, 1985). Se ha
planteado el problema de la manera siguiente:

Las infecciones por S. mansonirecientes, créni-
cas, de baja intensidad y tratadas, dificultan el diag-
nostico coprolégico.

Cuando las medidas de control estan dirigidas al
tratamiento del individuo enfermo ésta no tiene una
total efectividad, por lo tanto hay que recurrir a
nuevas técnicas diagnosticas que reflejan la pre-
valencia real de la situacion, cosa que en estos
altimos anos ha sido subestimada (Noya y Noya,
1981; Davila y Aguiar, 1983).
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El problema se plantea cuando se estudioé una
poblacién de trasmision activa del Barrio Bicente-
nario lll donde previamente se habia realizado estu-
dios coprologicos (Kato) y serolégicos (ELISA),
mostrando una gran diferencia de prevalencia.

Se pretende con este trabajo comparar los resul-
tados obtenidos por las técnicas ELISA y PPCO esta
ultima como prueba de referencia realizada por
otros autores y ensayar la RIAF como una técnica
mas practica que la anterior y cuya importancia se
realza, si notamos que la experiencia nacional en
relacion al uso de métodos serologicos para el
diagnéstico en estas parasitosis es precaria.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra: La poblacion seleccionada
corresponde al sector lll del Barrio Bicentenario,
ubicado al Sur de Valencia. Edo. Carabobo. La
muestra representada por 225 individuos escogidos
mediante seleccion aleatoria de 8 manzanas sobre
un total de 40 que constituyen el Barrio.

Analisis Estadistico: Solo mediante el calculo de
los parametros de sensibilidad, especificidad, el
porcentaje de falsos positivos y negativos, los va-
lores predictivos, la exactitud y la prevalencia, pode-
mos establecer la utilidad diagndstica de los proce-
dimientos empleados.

Sueros: La sangre fue obtenida mediante pun-
cion venosa con venoject donde después de la
coagulacion se separd el suero por centrifugacion;
las diluciones utilizadas para la técnica fueron 1/20,
1/40, 1/80, 1/160 con PBS; fueron separadas en
alicuotas y conservados en congelacién a —20
grados centigrados, hasta el momento de la ejecucion
de la técnica, previa inactivacion a 56 grados
centigrados por 30 minutos.

Ciclo del parasito en el laboratorio: El ciclo de S.
mansoni se mantiene en el laboratorio mediante
pases sucesivos entre hamsters y caracoles B. Gla-
brata. La cepa brasilena BH del parasito fue la
utilizada en este estudio, caracoles de aproximada-
mente 1 ¢cm de diametro fueron expuestos a cinco
miracidios y treinta dias después se comienza a
obtener al exponer lotes de caracoles a luz artificial
por una o dos horas, a objeto de infectar los hamsters
(Cesari y B. Alarcon de Noya, 1987).
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Obtencion del Ag (Vermes adultos y Granulo-
mas hepaticos): Se sacrificaron hamsters con ocho
semanas de infeccion, para luego por perfusién del
Sistema porto-mesentérico con SSC a través del
ventriculo izquierdo, previa ruptura de la vena porta.
Los vermes adultos quedaban retenidos en una
rejilla metalica, donde posteriormente se lavaban
mediante tres cambios de SSF. El higado era ex-
traido del animal y se procedia a obtener trozos del
mismo de unos diez milimetros cubicos, para luego
congelarlo y obtener los cortes con granulomas.
Posteriormente se procedian a hacer bloques con
resina OCT (cien vermes por cada bloque aproxi-
madamente); que posteriormente eran conservados
a —/0 grados centigrados para su uso posterior y
realizar los cortes en criostato de 6-7 micras de
espesor—. Los cortes son colocados dentro de la
pintura impresa en las laminas del porta-objeto
(cuatro cortes por laminas), fijados y mantenidos
congelados hasta su procesamiento.

Reaccion Indirecta de Anticuerpos Fluorescentes:
Se utilizé la técnica de (Coudert y Col, 1967),
modificada por (Kanamura, 1978). El conjugado
utilizado fue una Anti IgG especifica para cadena
Gamma de IgG, marcado con isotiocianato de fluo-
resceina (marca Sigma y ATAB).

Se cubren los cortes con las diluciones seriadas
del suero del paciente con la finalidad de formar el
complejo Ag-Ac, que posteriormente sera eviden-
clado con el conjugado utilizado, cuya positividad se
hace evidente por la fluorescencia de las estructuras
antigenicas, al ser observados en el microscopio de
luzU.V., la Reaccion negativa se caracteriza por una
tincion parda o rojo ladrillo. También se toma en
cuenta el tipo de patron de fluorescencia (focal o
difuso) y su localizacién intestino, tequmento y/o
parénquima. Cada vez que se realizaba la técnica se
montaba controles positivos y negativos de sueros
provenientes del mismo barrio.

Titulo del Conjugado: Para cada dilucion del
suero se utilizo varias diluciones seriadas del conju-
gado en azul de Evans.

Se escoge como titulo del conjugado aquella
dilucion en la cual se puede detectar positividad con
el suero positivo en su maxima dilucion; y que a su
vez no detecte fluorescencia con el suero negativo.
El patrén de fluorescencia utilizado fue parénquima
ya que es el primero que cae al hacer las diluciones
seriadas del suero.
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RESULTADOS

I. TITULACION DE LOS SUEROS PARA ESTA-
BLECER EL CRITERIO DE POSITIVIDAD

Se determiné que a la dilucién 1:40 fue donde la
fluorescencia mostré su mayor porcentaje de posi-
tividad, correspondiendo para tegumento 15.1%
parénquima 12.9%, intestino 10.7%, granuloma
16.0% y cascara del huevo con 18.7% (Fig. N2 1).
Esta dilucion se tomd como punto de corte para
definir positividad y negatividad en todas las subse-
cuentes observaciones. Estos porcentajes se ob-
tuvieron del total de las diluciones realizadas para
los 225 pacientes que representan el 100% de la
poblacion.

FLUORESCENCIA MENOS INTENSA EN EL PARENQ(IMA DEL
GUSANO (Fluorescencia difusa) y REACCIONES MAS INTEN-
SAS EN TUBO DIGESTIVO ¥ TEGUMENTO. (Fluorescencia focal)
100 x

2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OB-
TENIDOS SEGUN DIFERENTES PATRONES DE
FLUORESCENCIA PARA VERMES ADULTO Y
CORTES DE HIGADO

2.1 Comportamiento de los patrones intestino,
legumenlo y parénquima de vermes adul-

los

En la Fig. 2 se observa que el patrén tegumen-
to fue el que presenté mayor porcentaje de posi-
tividad con 29.5%, seguido del patrén intestino con
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FIGURA N® 1
RELACION % DE POSITIVIDAD
Segun Diluciones
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FIGURA N® 2
PORCENTAJE DE PREVALENCIA
Seguin Métodos Diag. y patrones
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21.4%, y parénquima con 20.1%; estas dos Gltimas
cifras no parecen ser diferentes. Esimportante senalar
que los porcentajes obtenidos por los patrones in-
testino y parénquima reflejan valores de prevalencia
cercanos a aquellos de la PPCO, prueba serolégica
de referencia. Los valores en porcentaje anterior-
mente mencionados resultan del total de casos po-
sitivos para cada uno de los patrones estudiados en
el 100% de la poblacién.
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2.2 Comportamientode los patrones granuloma
ycascaraalutilizar como antigeno secciones
de higado de hamster infectado.

En la Fig. 2 se observa que el mayor porcentaje
de lecturas positivas estuvo representado por el
patrén cascara del huevo con 27.7%, mientras que
la positividad obtenida por el patrén granuloma fue
de 21.9%. El porcentaje reflejado por el patron
granuloma es el que se asemeja al valor obtenido
por la PPCO.

3. DISTRIBUCION DE LOS CASOS ESTUDIADOS
SEGUNLAS TECNICAS DEELISA, PPCO, Y RIAF
(vermes adulto e higado)

En la Fig. 3 se pueden observar los diferentes
valores obtenidos en los casos estudiados al aplicar
las técnicas diagnosticas siendo la mas sensible la
prueba de ELISA conun 45.9% de positividad seguido
de la RIAF conun 33.9% para vermes adultoy 33.5%
para secciones de higado. Estas dos ultimas cifras
no parecen ser diferentes. La PPCO mostré una
prevalencia de 18.5%.

FIGURA N¢ 3
% DE: SEN. ESPEC. EXACT. PREVAL.
Segun Métodos Diag. usados
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4. SENSIBILIDAD DE LOS METODOS DE DIAG-
NOSTICOELISA YRIAF (vermes e higado) Y SUS
CORRESPONDIENTES PATRONES DE FLUO- =
RESCENCIA.

En la Fig. 3 se senala que el método de ELISA
mostrd ser la mas sensible con un 88%, siendo la
menos sensible la RIAF conlos patrones parénquima
de vermes y granuloma del higado con un 56% para
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ambos. Es importante destacar que la mayor sensi-
bilidad en la RIAF se observd con los patrones
intestino y tegumento con 66%, sequido del patrén
cascara con 63%.

Los antigenos de vermes e higado vistos como
untodo, mostraron valores similares de sensibilidad
con 73% y 71% respectivamente.

5. ESPECIFICIDAD DE LOS METODOS DE DIAG-

NOSTICO ELISA Y RIAF CON ANTIGENOS DE
VERMES E HIGADO

Se mostrd una mayor especificidad para el pa-
tron intestino con 89% seguido del patron parénquima
con 88% y granuloma con un 86%; siendo en valor
para cascara de 80% y tegumento 79%. Hay que
senalar que la especificidad para los antigenos ver-
mes e higado en su totalidad fue de 75% para ambos.
El porcentaje mas bajo de especificidad correspon-
di6 a la técnica de ELISA con 64% (Fig. 3).

6. VALORES DE FALSOS POSITIVOS Y FALSOS
NEGATIVOS PARA LA DETERMIMNACION DE LA
EFICACIA DIAGNOSTICA DE LOS DIFERENTES
METODOS UTILIZADOS.

6.1 Falsos positivos obtenidos segtin las dife-

rentes pruebas

Este parametro muestra aquellos casos que son
incluidos en el diagnéstico de esquistosomiasis
mansoni como casos positivos pero que en realidad
no presentan infeccion en relacion a la prueba de
referencia PPCO. En este caso el porcentaje mayor
de falsos positivos esta representado por la técnica
de ELISA con un 36%, lo cual se corresponde con la
baja especificidad de dicha técnica sequido de la
RIAF con 25% tanto para vermes como para higado.
Al analizar los patrones de fluorescencia de la RIAF
en detalle observamos cifras de falsos positivos para
tegumentos 21.1%, para cascara 20%, granuloma
14%, parénquima 12% e intestino 11%. Los tres
ultimos patrones muestran mayor especificidad.

6.2 Falsos negativos obtenidos segtin las dife-
rentes pruebas.

Este parametro muestra aquellos casos que son
excluidos de la infeccion y son clasificados como no
poseedores de la misma, cuando en realidad si la
tienen.
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La prueba que da resultados mas falsamente
negativos corresponde a la RIAF con los patrones
parénquima y granuloma (higado) con un 44% lo
que indica su relacion con la menor sensibilidad que
ellos presentan.

El valor de falsos negativos por ELISA fue menor,
con un 12%, seguido del obtenido por los antigenos
RIAF vermes 27%, RIAF higado 29%, patrén in-
testino y tegumento con un 34% y el patron cascara
con un 37%.

Esto indica que la interpretacion de la totalidad
de los antigenos utilizados para la RIAF (vermes e
higado) reportan menos falsos negativos que la
utilizacion o interpretacion de sus correspondientes
patrones de fluorescencia.

7. IMPORTANCIA DEL VALOR PREDICTIVO DE LA
PRUEBA POSITIVA Y DE LA PRUEBA NEGA-
TIVA PARA ESTABLECER LA EFICACIA DIAG-
MNOSTICA.

7.1 Variaciones observadasen relacion alvalor

predictivo de la prueba positiva.

Este parametro establece la probabilidad de que
la condicién que se busca esté presente cuando la
prueba sea positiva. Los parametros mas fidedignos
en lo que respecta a este valor predictivo son parala
RIAF con antigeno vermes el patron intestino con un
valor de 56%, seguido del patrén parénquima conun
51% y para la RIAF con cortes de higado el patrén
granuloma con 47%.

La prueba de ELISA con un 35% se muestra
menos eficiente en este sentido seguido de RIAF
higado con 39%, RIAF vermes 40%, patron tegu-
mento 41%, patron cascara 42%. Es importante
senalar que la evaluacion de patrones en RIAF por
separado muestra una mayor confiabilidad que la
observada en el conjunto de sus antigenos corres-
pondientes.

7.2 Variaciones observadas en relacion al valor
predictivo de la prueba negativa.

Este parametro muestra la probabilidad de que
elresultado negativo de la prueba ocurre en aquellos
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casos que realmente no existe la condiciéon buscada.
Se observa que en la prueba de ELISA presentd un
valor predictivo de la prueba negativa de un 96%
mas alto que los correspondientes a los demas
meétodos. Esto es importante ya que sélo un 4% de
las determinaciones realizadas por ELISA escapan
de la condicion buscada (no infeccion). La RIAF
vermes se muestra con un 93%, la RIAF higado y el
patron intestino con un valor de 92%, tegumento y
cascara con un 91% y finalmente parénquima y
granuloma con un 90%. Observamos que en este
sentido la utilizacion del antigeno vermes en su
totalidad refleja un mayor porcentaje del valor predic-
tivo negativo, seguido del antigeno higado. En rela-
cion a los patrones estudiados el patron intestino
muestra un valor mas aceptable.

8. IMPORTANCIA DE LOS FALSOS POSITIVOS Y
LOS FALSOS NEGATIVOS DE LAS PRUEBAS
POSITIVAS Y NEGATIVAS RESPECTIVAMENTE
PARA ESTABLECER SU VALOR DIAGNOSTICO.

8.1 Importancia de los falsos positivos de la
prueba posiliva segtin los diferentes méto-

dos de diagndstico

Este parametro refleja la proporcion del total de

pruebas positivas que no poseen la cualidad que es
detectada por la prueba, observamos lo siguiente:
ELISA con un 65% resultd ser la prueba que refleja
el porcentaje mas alto seguido de la RIAF higado con
61%, RIAF vermes 60%, patrén tegumento con 59%,
cascara con 58%, granuloma con 53%, parénquima
con 49% y finalmente intestino con un 44%, quien
presentd una mejor eficacia para la condicion bus-
cada, resaltando asi su mayor valor diagnostico.

8.2 Importancia de los falsos negativos de la
prueba negativa segun los diferentes méto-
dos

Esta condicién muestra la proporcion sobre el
total de pruebas negativas que poseen la propiedad
buscada y no son detectados.

En este sentido por su mayor sensibilidad obser-
vamos que la prueba de ELISA no es capaz de
detectar casos positivos solo en un 4%, seguido de
RIAF vermes con 7%, RIAF higado y patrén intestino
con 8%, tegumento y cascara con 9% y finalmente
parénquima y granuloma con 10%; mostraron no ser
tan sensibles ya que es el valor mas alto donde se
escapan casos verdaderamente positivos.

EFICACIA DIAGNOSTICA PARA ESTUDIO DE ESQUISTOSOMIASIS

PARAMETROS (%)

METODOS S E F+ F- VPP VPN FPPP FNPN Ex P
ELISA 88 64 36 12 35 96 65 4 68 46
RIAF.V 73 75 25 27 40 93 60 7 1D 34
RIAF.H 71 75 25 29 39 92 61 8 74 33
INTESTINO 66 89 11 34 56 92 44 8 84 21
TEGUMENTO 66 79 21 34 41 91 59 9 76 29
PARENQUIMA 56 88 12 44 51 90 49 10 82 20
GRANULOMA 56 86 14 44 47 90 53 10 80 22
CASCARA 63 80 20 37 42 91 58 9 17 28

LEYENDA VPP =Valor Predict. Prueba Positiva

S =Sensibilidad VPN =Valor Predict. Prueba Negativa

FPPP =Falsos Posit. Prueba Positiva
FNPN =Falsos Neg. Prueba Negaliva
Ex =Exactitud. P =Prevalencia

E =Especificidad
F+ =Falsos Positivos
F- =Falsos Megativos
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casos querealmente no existe la condicion buscada.
Se observa que en la prueba de ELISA presenté un
valor predictivo de la prueba negativa de un 96%
mas alto que los correspondientes a los demas
metodos. Esto es importante ya que solo un 4% de
las determinaciones realizadas por ELISA escapan
de la condicion buscada (no infeccion). La RIAF
vermes se muestra con un 93%, la RIAF higado y el
patron intestino con un valor de 92%, tegumento y
cascara con un 91% y finalmente parénquima y
granuloma con un 90%. Observamos que en este
sentido la utilizaciéon del antigeno vermes en su
totalidad refleja un mayor porcentaje del valor predic-
tivo negativo, seguido del antigeno higado. En rela-
cion a los patrones estudiados el patron intestino
muestra un valor mas aceptable.

8. IMPORTANCIA DE LOS FALSOS POSITIVOS Y
LOS FALSOS NEGATIVOS DE LAS PRUEBAS
POSITIVAS Y NEGATIVAS RESPECTIVAMENTE
FARA ESTABLECER SUVALOR DIAGNOSTICO.

8.1 Importancia de los falsos positivos de la

prueba positiva segtin los diferentes méto-
dos de diagnaostico

Este parametro refleja la proporcion del total de

pruebas positivas que no poseen la cualidad que es
detectada por la prueba, observamos lo siguiente:
ELISA con un 65% resultd ser la prueba que refleja
el porcentaje mas alto sequido de la RIAF higado con
61%, RIAF vermes 60%, patrén tegumento con 59%,
cascara con 58%, granuloma con 53%, parénquima
con 49% y finalmente intestino con un 44%, quien
presento una mejor eficacia para la condicion bus-
cada, resaltando asi su mayor valor diagnostico.

8.2 Importancia de los falsos negativos de la
prueba negativa segun los diferentes méto-
dos

Esta condicién muestra la proporcion sobre el
total de pruebas negativas que poseen la propiedad
buscada y no son detectados.

En este sentido por su mayor sensibilidad obser-
vamos que la prueba de ELISA no es capaz de
detectar casos positivos sélo en un 4%, seguido de
RIAF vermes con 7%, RIAF higado y patron intestino
con 8%, tegumento y cascara con 9% y finalmente
parénquima y granuloma con 10%; mostraronnoser
tan sensibles ya que es el valor mas alto donde se
escapan casos verdaderamente positivos.

EFICACIA DIAGNOSTICA PARA ESTUDIO DE ESQUISTOSOMIASIS

PARAMETROS (%)

METODOS S E F+ F- VPP VPN FPPP FNPN Ex P
ELISA 88 64 36 12 35 96 65 A 68 46
RIAF.V 73 75 25 27 40 93 60 7 g 34
RIAF.H 71 75 25 29 39 92 61 8 74 33
INTESTINO 66 89 11 34 56 92 44 8 84 21
TEGUMENTO 66 79 21 34 4] 91 59 9 76 29
PARENQUIMA 56 88 12 44 51 90 49 10 82 20
GRANULOMA 56 86 14 44 47 90 53 10 80 22
CASCARA 63 80 20 37 42 91 58 9 71 28

LEYENDA VPP =Valor Predict. Prueba Positiva

S =Sensibilidad VPN =Valor Predict. Prueba Negativa

E =Especificidad
F+ =Falsos Positivos
F- =Falsos Negativos
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FPPP =Falsos Posit. Prueba Posiliva
FMNPN =Falsos Neg. Prueba Negativa
Ex =Exactilud. P =Prevalencia
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9. VALOR DE LA EXACTITUD PARA LA EFICACIA
DIAGNOSTICA EN RELACION A LOS DIFEREN-
TES METODOS UTILIZADOS

Este es un indice donde se consideran en forma
conjunta las predicciones correctas tanto positivas
como negativas sobre el total de los casos estudia-
dos siendo-el patron mas exacto el intestino con un
84%, seguido de parénquima con un 82%, granu-
loma 80%, cascara 77%, tegqumento 76%, RIAF
vermes y RIAF higado con un 75% y 74%, respecti-
vamente. ELISA fue la prueba con una menor exac-
titud 68% (Fig. 3), esto es debido a su poca especi-
ficidad y su tendencia a valores aumentados de
falsos positivos.

10. PREVALENCIA DE LA ESQUISTOSOMIASIS
MANSONISEGUNLOS DIFERENTES METODOS

Es aqui donde se muestra el nimero de casos
portadores de la condicion buscada (infeccion) sobre
el total de casos estudiados. Se observa una discre-
pancia en lo que respecta a prevalencias obtenidas
segun los métodos realizados y la interpretacion de
sus correspondientes patrones. Siguiendo un valor
de referencia obtenido por PPCO con un 18.4% de
prevalencia, lamayoria de losresultados estan fuera
de este valor como los obtenidos en la prueba de
ELISA con un 46% seguido de RIAF vermes 34%,
RIAF higado 33%, tegumento 29%, cascara 28%.
Las cifras de prevalencia que reflejan un valor mas
cercano al de referencia fueron obtenidos por los
patrones granulomas 22%, intestino 21% vy finalmente
parénquima con un 20% (Fig. 3).

DISCUSION

En el presente trabajo se realizo la evaluacion de
una prueba diagndstica, la Reaccion Indirecta de
Anticuerpos Fluorescentes (RIAF) a los habitantes
de un foco de esquistosomiasis en el Barrio Bicen-
tenario lll de Valencia al cual previamente se le habia
reportado una prevalencia de bilharziasis de 2.02%
atravésdela prueba coprologica de Katoyun37.9%
por la técnica serologica de ELISA (Zona Il de
Malariologia y el Grupo de Investigacion en esquis-
tosomiasis 1987-1989).

Diversas técnicas como éstas la Reaccion
Periovular, la RIAF, la ELISA, la Hemaglutinacion e
Inmunodifusion se han utilizado, tanto anivel experi-

mental, comoen humanos con la finalidad deresolver
el problema de la baja sensibilidad de los métodos
parasitologicos en pacientes con poca carga para-
sitarias en las heces de aquellos que se encuentran
en la fase cronica de la enfermedad.

La aplicacion de la técnica RIAF como alterna-
tiva a la utilizacion de una técnica seroldgica se
debi6é a la gran importancia en relacion a la res-
puesta humoral proporcionada por el antigeno ver-
mes adulto de S. mansoni (Smithers y Terry, 1969)
que fue confirmada experimentalmente por (Pacheco
de Montesinos, 1986).

Asi mismo la cercaria y los huevos de S. man-
soni contienen sustancias antigénicas capaces de
estimular la produccion de anticuerpos detectables
por los métodos serologicos (Chieffi y Kanamura,
1978).

La Reaccién de Anticuerpos Fluorescentes fue
aplicada por primera vez en el diagnéstico de la
esquistosomiasis por (Sadun y Col., 1960) y varios
autores como (Anderson y Col., 1961), (Sadun y
Col., 1961), (Pellegrinos., 1963), (Camargo y Coal.,
1965), (Kagan., 1965) y (Kagan., 1968); han estu-
diado diferentes aspectos de la prueba tales como la
sensibilidad, la especificidad, tipo de antigeno mas
util y modificaciones para hacer la técnica mas
sencilla. De esa experiencia se deduce que la RIAF
presenta una sensibilidad entre 75% y 95%, segun
los autores y que en relacion a la especificidad
requeria mas estudios debido a la aparicion de falsos
resultados positivos (Moore y Col, 1968). También
han sido senaladas reacciones cruzadas, particu-
larmente en titulos bajos, de 1:10 por (Hoshino y
Col, 1978). Es por ello que en el trabajo realizado las
diluciones empleadas fueron a partir de la dilucién
1:20.

Tomando la dilucion 1:40 como limite para
establecer positividad o negatividad; se obtuvo en
nuestros resultados patrones de fluorescencia que
mostraron mayor porcentaje de casos positivos,
descartandose todos los valores por debajo de esta
dilucién, para con ello evitar los posibles falsos
positivos o reacciones cruzadas que puedan alterar
o enmascarar los resultados obtenidos por la RIAF.

Se han introducido modificaciones en la técnica
de la RIAF entre ellas la propuesta por (Pothier y
Xavier, 1969) ampliamente estudiadas por (Cou-
derty Col, 1974) la cual consiste en utilizar cortes de
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adulto de Schistosoma obtenido bajo congelacién.
Segun los autores, este antigeno es mas estable y
mantiene durante mas tiempo la elevada sensibili-
dad y especificidad de la RIAF, siendo esto un
aspecto importante en la realizacion de la técnica,
uno de los antigenos para analizar la eficacia diag-
nostica de la RIAF, fueron cortes de vermes adultos
congelados con Tissue-Tek OCT,

La prueba de Precipitacion Circumoval (PPCO)
se utilizd como referencia debido a su alta sensibili-
dad y especificidad (Alarcon de Noya, 1987).

Debido a las multiples desventajas que presenta
la PPCO como son la dificultad en la obtencién del
antigeno (huevos viables del parasito) el manteni-
miento del ciclo de S. mansoni en el laboratorio, la
dificultad parala preservacion del antigeno, eltiempo
requerido para leer la reaccién e interpretacion de
los resultados (2 dias), han desalentado su uso
como rutina de trabajo.

Se ha intentado utilizar la RIAF con corte de
vermes adultos y cortes de higado de hamster
infectados como antigenos sustitutos de PPCO, ya
que la RIAF carece de las desventajas mencionadas,
en este sentido cabe destacar que se ha reportado la
presencia de antigenos comunes entre parasito
adultos y huevo (Hanna y Hillyer, 1984) anterior-
mente, ademas presenta una gran sensibilidad y
especificidad (Wilson y col, 1974; Ruiz-Tiben y Col,
1979). También permiten identificar reacciones
inespecificas por la simple observacién de la locali-
zacion topografica de la coloracion fluorescente
(Kanamura, 1985).

En nuestro trabajo adoptamos los criterios de
patrones focal y difuso, para describir las diferentes
respuestas obtenidas por la Reaccién de Anticuer-
pos Fluorescentes (Van Helden y Col, 1975; Kana-
mura y Col, 1979). Estos ultimos autores rela-
cionando también la presencia de diferentes clases
de inmunoglobulinas para los patrones de reaccién,
detectaron la presencia de anticuerpos especificos
de las clases de IgA, IgM, 1gG e IgE, correspondien-
tes al tipo focal en pacientes con esquistosomiasis
aguda, asi como anticuerpos IgG para este mismo
patrén en casos cronicos.

La fluorescencia de tipo difuso fue observada
solo en pacientes cronicos y correspondia a unares-
puesta de anticuerpos especificos 1gG. Por otra
parte, (Nkya, 1983), coincide con (Van Helden y
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Col, 1975), al conseguir el patrén focal en el grupo
mas joven de pacientes por €l estudiado. Debido a
esto podemos observar que el anticuerpo que esta
siempre presente en mayor 0 menor proporcion es
el IgG, es por ello que se decidié en el presente
trabajo la utilizacion del conjugado antilgG humana,
marcada con isotiocianato de fluoresceina.

(Kanamura y Col,, 1979), también observaron
que en algunos sueros de pacientes con infeccion
cronica, la tinciéon fluorescente del vermes se modi-
ficaba a medida que aumentaba la dilucién del suero
y que la primera en desaparecer era la coloracion del
parénquima, luego el tegumento y finalmente el
intestino.

Es por ello que para la determinacion del titulo
del conjugado se tomo como patrén de fluorescen-
cia el parénquima. En nuestro estudio al comparar
los resultados de los patrones de fluorescencia co-
rrespondientes al vermes adulto se observé lo si-
guiente: que el patrén tegumento con un 29.5% fue
el valor mas alto de positividad, sequido del intestino
21.4% y parénquima 20.1%; cabe senalar que éstas
proporcicnes probablemente se deban al efecto de
la dilucién sobre los patrones, en especial a la
desaparicion del parénquima (Kanamura y Col.,
1979).

(Hawazoe y Col, 1981); establece que la utili-
zacion del granuloma desarrollado en higado como
antigeno constituye un buen indice para la evalua-
cion clinica y seroepidemiolégica con resultados
satisfactorios al ser aplicados en la RIAF.

CONCLUSIONES

1. La prevalencia obtenida con la Reaccion
Indirecta de Anticuerpos Fluorescentes (RIAF) enla
poblacién estudiada varié de acuerdo a la fuente de
antigeno utilizada, asi como de acuerdo a los pa-
trones de fluorescencia detectado en cada antigeno.
Se obtuvieron valores de 34% con secciones de
vermes adulto y 33% con secciones de higado de
hamsters infectados, cifras intermedias en relacion
a la prueba de ELISA, con 46% y PPCO con 18.4%,
esta ultima utilizada como prueba de referencia
(ELISA y PPCO realizada por otros autores), La
prevalencia obtenida de acuerdo a los patrones de
fluorescencia fue de 29% para tegumento, 20% para
parénquima, 21% para intestino, 28% para céascara
de huevo y 22% para granuloma.
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2. La sensibilidad de la RIAF fue similar utili-
zando antigenos de vermes (73%) o de Higado de
hamsters infectado (71%), siendo estos valores in-
feriores a la ELISA (88%). La especificidad fue
similar para ambos antigenos (75%) mostrandose
superior a la ELISA (64%).

3. Los antigenos de intestino se muestran como
los mejores candidatos para un diagnéstico mas
fidedigno.

4. Se puede establecer que es notable la simili-
tud de los resultados obtenidos para cada uno delos
antigenos vermes adulto e higado, desde el punto de
vista de su capacidad diagnostica.

5. Finalmente consideramos que es importante
establecer criterios de lectura; para sensibilidad la
utilizacion del antigeno vermes adulto en su totali-
dad muestra ser de mayor utilidad y para condi-
ciones de especificidad, falsos positivos, exactitud y
prevalencia se demostrd que la utilizacion del patréon
intestino refleja con mayor veracidad los parame-
tros antes senalados.
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