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con anti-IgM para Enfermedad de Chagas,
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Diagnostic value of the IgM Immunofluorescence test for chagas' disease in infants and
adults.

The IFAT-IgM with Trypanosoma cruzi antigen was applied in a double blind study of 242 serum samples
previously examined by the IFAT-IgG for Chagas' disease. The sensitivity of the test was enhanced by prolonged
incubation at 4°C. The specificity of the IgM reaction in normal sera, was checked repeting the test in alliquots,
absorbed with IgG. The results were tabulated according to the origin of the samples and the presence, or
absence, of IgG antibodies for Chagas' disease. 84 of die samples belonged to infants and 158 to adults,131 had
IgG antibodies against T. cruzi and the remaining 111 served as negative controls in both groups.

In was demonstrated that a high proportion of positive IgM-results obtained in normal sera, of infants (15,5%)
and adults (28,5%), were due to otfier factors: Elimination of nonspecific IgM antibodies, by absorbtion, reduced
the reactions of IgM, at liters of 1/10 and 1/20, to three samples in the infant's group. However, in the sera of adults,
positive IgM results remained after absorbtion, at titers up to 1/20, in the infected individuals as well as in
controls. Only one serum gaveatiterof 1/40, suggesting specificity.

The three samples of the infant's group, in which IgM antibodies to T. cruzi were demonstrated, belonged to a
child with Chagas' disease demonstrated by xeno-diagnosis. The specimen oi the adult in which a positive
IFAT-IgM-Chagas was obtained at a titer of 1/40, corresponded to a women with recently acquired infection, as
jugdedbyaseroconversion(from(-)to( + ) 1/40) in the IFAT-IgG for Chagas' disease.

The results indicate that the test yields specific results, if it is applied in sera previously absorbed with IgG and
confirm that low titers are of diagnostic value in sera of infants. However, in sera of adults, only titers from 1/40
onward are considered to be specific for Chagas's disease.

El empleo de la reacci6n de inmunofluores-
cencia Indirecta (RIFI), ha permitido ampliar el
estudio serologico en diferentes enfermedades
inlecciosas. Dicha tecnica, de ejecuci6n relativa-
mente simple y rapida, ofrece la doble ventaja de
ser aplicable tanto en la pesquisa de diferentes
agentes infecciosos, lo que depende del microor-
ganismo que se emplee como antigeno, conio en
la demostraci6n de diferentes tipos de anticuer-
pos, de acuerdo con la antigammaglobulina que se
utilice como reactivo.1'2

La RIFI practicada con antigammaglobulina de
tipo IgG y antigeno de Trypanosoma cruzi {RIFI-
IgG- Chagas), ha tenido gran aceptacion en el
estudio de la enfermedad de Chagas, recomen-
dandose su empleo para el diagnostico del caso
individual y para los estudios epidemiol6gicos.3

La demostraci6n de anticuerpos IgG, de apari-
ci6n relativamente tardia y de persistencia pro-
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longada, incluso indefinida, diagnostica la infec-
ci6n y permite establecer su prevalencia. Sin em-
bargo, esta informaci6n puede ampliarse, si en los
sueros positives se practica ademas, una RIFI-
IgM. Los anticuerpos de este tipo, debido a su
aparicion precoz y duracion limitada, caracterizan
la fase aguda de la infecci6n; de modo que la
demostracion de IgM especifica indica que la in-
feccion detectada se encuentra en una etapa re-
ciente o activa y, con respecto a la epidemiologia,
se agrega al estudio de prevalencia, el de inci-
dencia.

Si bien la RIFI-IgM es uril para el diagndstico
de las infecciones agudas adquiridas, se le atri-
buye aiin mayor importancia en la pesquisa pre-
coz de las infecciosas congenitas del nacido.4 El
hecho que los anticuerpos IgM constituyen ma-
croglobulinas que, a diferencia de las de tipo IgG,
no atraviesan la placenta intacta y que ademas, el
feto es capaz de formar anticuerpos IgM frente a
un agente infeccioso, permite concluirque la IgM
demostrada en sangre del recien nacido corres-
ponde a una infecci6n transplacentaria. De alii
que la RIFI-IgM, aplicada en sangre de cord6n,
sirve para hacer distincidn entre infecci6n con-
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genita y presencia de anticuerpos maternos (IgG),
siempre que se descarte la posibilidad de un pa-
saje accidental de IgM materna, debido a lesiones
de la placenta.

La utilidad diagnostics de la RIFI-IgM ha que-
dado demostrada en iniecciones chagasticas agu-
das del adulto,5 como asimismo en algunas infec-
ciones congenitas clinicamente manifiestas; sin
embargo, este metodo no cuenta aun con una
aceptacion universal, ya que existen ciertas difi-
cultades tecnicas, que suelen impedir la obten-
ci6n de resultados correctos y reproducibles, co-
mo se observara en otras parasitosis.7 La mayoria
de los errores detectados durante la aplicacion de
la RIFI-IgM, en diferentes enfermedades infec-
ciosas, son atribuidas a la calidad de los conjuga-
dos de IgM, que se utilizan en la reaccion. Sin
embargo, ademas de los resultados positivos fal-
sos por impurezas y sobreconcentracion del con-
jugado, se describe la aparici6n de IgM inespeci-
fica debido a factores reumatoideos,8 recomen-
dandose su eliminaci6n mediante Iaabsorci6n de
los sueros con IgG polirnerizada.9 Con respecto a
los resultados negatives f'alsos, que pueden de-
berse a concentraciones insuficientes del conju-
gado, habria que considerar ademas, que los an-
ticuerpos IgM, debido a su escasa capacidad para
fijarse a los antigenos, requeririan de una incuba-
cion prolongada para que se produzca la reaccion
antigeno/anticuerpo, que se pretende pesquisar
enlaRIFI.10

Dada la indiscutible importancia de lapesquisa
oportuna de la IgM anti-F. cruzi para el diagnostico
de la enfermedad de Chagas, iniciamos un estu-
dio, destinado a analizar la importancia del factor
reumatoide que afectaria la especificidad de la
reacci6n, aplicando, a su vez, incubacion prolon-
gada para aumentar su sensibilidad. Los resulta-
dos obtenidos en esta pequena serie experimental
son motive de la presente comunicaci6n.

MATERIAL Y METODO

El material consta de 242 muestras de sangre
previamente examinadas mediante RIFI-IgG-
Chagas. En 131 de los sueros se habian demos-
trado anticuerpos IgG anti-7. cruzi y las 111 mues-
tras restantes corresponden a sueros negatives pa-
ra enfermedad de Chagas. Todas las muestras po-
sitivas y la mayoria de las negativas fueron reco-
gidas en diferentes maternidades del pais, con el
fin de estudiar la importancia de la transmisi6n

congenita de T. cruzi en nuestro medio. Se dis-
ponia de 158 sueros de embarazadas y de 84
muestras de sangre de recien nacidos, en su ma-
yoria hijos de madres chagasicas.

Para la demostraci6n de los anticuerpos IgM,
especificos para enfermedad de Chagas, se aplictf,
en principio, la tecnica de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI-IgM) en placas,11 modificandose,
sin embargo, el tiempo de la primera incubaci6n
(antigeno + suero), segun indicaciones de Ro-
bertson y Kertesz.10 Es decir: en vez de la incu-
bacion usual (45 minutos a 37°C) se aplico la in-
cubacion prolongada (16 a 18 horas) a temperatura
baja (4°C), que aumentaria la capacidad fijadora
de los anticuerpos IgM.10 Como antigeno se em-
pleo epimastigotes de T. cruzi, obtenidos de cul-
tivo en medio difasico. El conjugado de anti-IgM
+ isothiocianato de fluoresceina, de procedencia
comercial,* se utiliz6 en dilucion 1/20, de acuerdo
con la titulacion previa, practicada con sueros eta-
lones positivos y negatives, obtenidos del Insti-
hito de Enfermedades Tropicales de Sao Paulo.

Las reacciones de IFI-IgM-Chagas fiieron prac-
ticadas en series sucesivas, compuestas de mues-
tras IgG positivas y negativas para enfermedad de
Chagas, agrupadas al azar. Los sueros, previamen-
te inactivados a 56°C., fueron diluidos en buffer
fosfato pH 7.2, en diluciones dobles de 1/5 al 1/40.
La validez de los resultados se control6 a traves de
los etalones positivos y negatives, antes mencio-
nados.

Los sueros que resultaron positivos para RIFI-
IgM-Chagas, en el primer examen, fueron some-
tidos a un proceso de absorcion con IgG polirne-
rizada, segiin Tecnica de Camargo11 y reexamina-
dos mediante RIFI-IgM, con el fin de eliminar los
resultados positivos inespecificos, debidos al
efecto de los factores reumatoides.

Una vez obtenidos los resultados de la RIFI-
IgM-Chagas, se tabul6 el material, separando los
sueros correspondientes a las embarazadas de los
provenientes de los recien nacidos y dividiendo
ademas, cada serie en sueros positivos y negatives
para enfermedad de Chagas, segiin estudio previo
con RIFI-IgG, Se dispone por ende de dos series
de muestras, que se componen de la siguiente
man era:

La Serie 1 reune 84 muestras de sangre de re-
cien nacidos, correspondiendo48deellasamucs-

*Fluorescein conjugated lyophilized. Antibody globulin to
Human IgM (u-chain specific) Calbiochem-Behring corp.
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tras con resultado positive para RIFI-IgG-Chagas
y las 36 restantes a controles negativos. Las 48
muestras con anticuerpos IgG para enfermedad
de Chagas, provienen de 28 recien nacidos cuyas
madres presentaban infeccion chag&sica. Se trata
de 23 muestras de sangre de cordon y de 25 sue-
ros, obtenidos de 16 lactantes, que tiieron contro-
lados durante los primeros meses de la vida.

La Serie 2 se compone de 158 sueros de emba-
razadas7 correspondiendo 83 de ellos a muestras
positivas para RIFI-IgG-Chagas y 75 a controles
negativos.

FinaJmente se procedi6 a analizar el valor diag-
n6stico de la pesquisa de los anticuerpos IgM
anti-7". cruzi, en sangre de embarazadas y recien
nacidos, sobre la base de los antecedentes de los
respectivos casos IgM positives.

RESULTADOS

En las muestras de los recien nacidos (Tabla 1)

la RIFI-IgM-Chagas, practicada en sueros sin ab-
sorber (1-a), resulto positiva en 9 de los 48 sueros
provistos de anticuerpos IgG para enfermedad de
Chagas (18,8%) y en 7 de las 36 muestras del
grupo control (19,4%). Los titulos observados en
ambos grupos oscilaron entre 1/5 y 1/40.

Al someter las 16 muestras IgM positivas a una
absorcion con IgG polimerizada (Tabla 1-b), de-
saparecieron Los anticuerpos IgM en 13 de las 16
muestras en estudio (81%). El resultado definitive
indica presenciade anticuerpos IgM anti-7. cruzi,
a titulos de 1/10 y 1/20, en tres de los 9 sueros
absorbidos correspondientes a los hijos de madres
chagasicas. El grupo control, compuesto de 7
muestras absorbidas, no presento resultado posi-
tive para RIFI-IgM-Chagas.

La tabulacion posterior de los resultados sero-
logicos revelo que las tres muestras con demos-
tracion de IgM anti-7". cruzi, correspondian a un
nino con infeccidn chagasica, demostrada me-
diante xenodiagnostico (Tabla 2).

Tabla 1

Efecto de la absorcion con IgG polimerizada sobre los resultados de la RIFI-IgM para enfermedad de Chagas en
sueros positives y negativos para RIFI-IgG, provenientes de ninos.

Resultados RIFI-IgM-Chagas
a) Sueros sin absorber

Positives
RIFI-IgG Chagas Total (-) 1/5 1/10 1/20 1/40

Positivos 48 39 1

Negativos
Totales

36
84

29
68

5
8

1
4

/
2

1
2

Resultados RIFI-IgM-Chagas
b) Sueros absorbidos

Positivos
Total (-) 1/5 1/10 1/20 1/40

9 1

7
16

7 /
13 / 1 2 /

Tabla 2

Resultados de los examenes en un nino con xenodiagn6srico positive

Fechas de obstenci6n de las muestras

Tipo de examenes 1I/10/79 6/XI/79 6/12/79 30/V/80 17/6/80 18/6/80

T. cruzi en sangre

Xenodiagnostico Positive Positive Positive Positive

RIFI-IgG + 1/160 + 1/80 1/80 1/40 + 1/40
Plasma

RIFI-IgM 1/20 + 1/20 + 1/40
Plasma
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En la serie de los sueros correspondientes a las
embarazadas (Tabla 3). La RIFI-IgM-Chagas,
practicada en muestras sin absorber (Tabla 3-a),
resulto positiva en 43 de los 83 sueros prove-
nientes de mujeres con inteccion chagasica
(51,8%) y en 52 de los 75 controles (68,6%).

En 75 de los 95 sueros IgM positives, segun
el primer examen, se disponia de una cantidad
apropiada para repetir la prueba en muestras pre-
viamente absorbidas con IgG polimerizada.

La repeticion de la RIFI-IgM-Chagas en las 75
muestras absorbidas, (Tabla 3-b) resultd negativa
en 45 casos (60%). En el grupo chagasico se ne-
gativizaron 28 de las 40 muestras (70%) y en las 12
restantes se observ6 titulos de 1/5 al 1/40 (30%).

En el grupo control desaparecieron los resulta-
dos IgM positives en 17 de los 35 casos (48,5%) y
persistieron, a titulos de 1/5 al 1/20, en 18 mues-
tras (51,5%).

La aparici6n de IgM, a titulos de 1/5 al 1/20, en
el 51,5% de los sueros del grupo control, negati-
vos para RIFI-IgG-Chagas, obviamente resta va-
lor a toda dernostracion de dichos antieuerpos a
este nivel en el grupo chagasico. De acuerdo con
este criterio, la demostracion de IgM especifica
en nuestra serie, se reduciria a una muestra, con
titulo 1/40, correspondiente al grupo chagasico.
El analisis posterior de los resultados permitio
observar que dicho suero IgM positive corres-
pondia a una mujer de 19 anos, procedente del
Valle del Elqui, cuyos examenes serologicos para
enfermedad de Chagas, practicados en 1° y 2°
trimestre del embarazo, habian resultado negati-
ves para RIFI-IgG. Un tercer control, practicado
en fecha cercana al parto, resulto positive para
RIFI-IgG-Chagas y en esta muestra se obtuvo el
resultado positive para RIFI-IgM-Chagas con ti-
tulo 1/40.

Tabla 3

Etecto de la absorci6n con IgG polimfrizada sobre la RIFI-IgM para Chagas en sueros de adultos positivos y
negatives para RIFI-IgG

Resultados RIFI-IgM-Chagas
a) Sueros sin abosorber

RIFI-IgG Chagas

Positivos

Negatives

Totales

Total (-)

1/5

83 40 10

75 23 14

158 63 24

Positivos

1/10

22

19

41

1/20

5

12

17

1/40

6

7

13

Resultados RIFI-IgM-Chagas
b) Sueros absorbidos

Total

40

35

75

(— ) Positivos

1/5

28 5

17 15

45 20

1/10

5

2

7

1/20

1

1

2

1/40

1

/

1

DISCUSION

Nuestros resultados confirman que la RIFI-
IgM-Chagas constituye una prueba compleja que
puede conducir a errores de diagnostic^; sin em-
bargo, dicho metodo puede convertirse en un va-
lioso elemento para la pesquisa de las infecciones
chagasicas agudas en lactantes y adultos, si se
toman debidas precauciones tecnicas.

EL requisito fundamental para aplicar dicha
tecnica es la disponibilidad de sueros patrones de
optima calidad, que permitan seleccionar reac-
tivos comerciales, de adecuada pureza. y concen-
tracion, y precisar su dilucidn de trabajo. Dichos

sueros etalones sirven, adernas, para controlar
los resultados que se obtienen en cada serie de
reacciones.

Aconsejamos, ademas, someter la reaccion an-
tigeno/anticuerpo a una incubacion prolongada
a temperatura baja. Hemos observado que dicho
proceso contribuye a mejorar la nitidez de las lec-
turas micro scopicas, sin afectar la especificidad
de los resultados, en muestras previamente ab-
sorbidas.

Nuestros resultados demuestran la indiscutible
necesidad de eliminar las reacciones secundarias,
no especificas para T. cruzi, mediante absorcidn
con IgG polimerizada.12 Dichos falsos positivos,
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debidos a factores reumotoideos, aparecieron en
el 15,5% de las muestras correspondientes a re-
cien nacidos y lactantes (tabla 1) y en el 28,5% de
los sueros de las embarazadas (tabla 3).

Para la interpreted6n de los resultados obteni-
dos mediante RIFI-IgM-Chagas, debe tenerse
presente que la importancia diagn6stica del titulo
positivo, varia de acuerdo con el origen de la
muestra.

Segun los estudios practicados por Stagno y
Hurtado,12 en recien nacidos y lactantes con in-
fecciones chagdsicas congenitas, clinicamente
manifiestas, la demostraci6n de IgM anti-T. cruzi
indicaria infecci6n en estos casos, incluso cuando
los titulos no alcanzan niveles altos. En cambio,
Camargo5 en sueros de adultos, encuentra un ele-
vado porcentaje de falsos positives a titulos bajos,
por lo que otorga valor especifico a la RIFI-IgM-
Chagas a partir de un titulo de 1/40, en sueros de
adultos.

De acuerdo con lo expuesto, el presente estudio
demostro IgM especifica para enfermedad de
Chagas en tres muestras de un total de 48 sueros
(6,3%), correspondientes a 28 hijos de madres
chag£sicas (tabla 1), y en una muestra de un total
de 83 sueros (1,2%), correspondientes a 71 emba-
razadas con serologia (IgG) positiva para enfer-
medad de Chagas. Los antecedentes de ambos
casos positives confirman la especificidad de di-
chos resultados. Las tres muestras positivas de la
serie de los ninos corresponden a un lactante con
infeccidn chagasica demostrada mediante xeno-
diagn6stico. El analisis de los examenes practica-
dos en dicho caso (tabla 2), indicaria que el contac-
to con el pardsito habria ocurrido cerca del trige-
simo dia de vida (Xenodiagn6stico positivo); di-
cho contacto habria estimulado la producci6n de
los anticuerpos IgM, que se pesquisaron en las
muestras extrafdas 6V2 y 7 meses mis tarde. La
IgM demostrada en un suero de una de las emba-
razadas debe corresponder a una infeccion chaga-
sica reciente, como se deduce del viraje de la
RIFI-IgG-Chagas de negativa a positiva al 1/40.

Si bien lo observado en nuestra casuistica con-
firma que. la demostracidn de IgM anti-7". cruzi
indica infeccion chagasica aguda, no disponemos
de argumentos vaJidos para concluir que los resul-
tados negatives permitan descartar dicha posibi-
lidad. El reducido niimero de casos IgM positivos
pesquisados en nuestro trabajo, podria indicar una
falta de sensibilidad de la tecnica; sin embargo,
dicho fen6meno se explicarfa, en gran parte, por

las caracteristicas del material empleado. El pre-
sente estudio preliminar se enfoc6 bajo un.criterio
serologico, utilizando muestras de sangre corres-
pondientes a encuestas seroepidemiol6gicas,
practicadas en poblaciones aparentemente sanas.
Dicha casuistica no incluye casos sintomaticos y
la tabulaci6n de los antecedentes no revel6 indi-
cios de infecci6n aguda, excepto en los dos casos
analizados en el parrafo anterior. El problema de la
sensibilidad de la RIFI-lgM-Chagas y de la posi-
ble aparici6n de resultados negatives falsos, de-
bidos a situaciones inmunologicas, s6lo puede
precisarse con el estudio de una casuistica com-
puesta de infecciones chaga~sicas agudas, com-
probadas parasitoldgicamente.

Aconsejamos aplicar la RIFI-IgM-Chagas para
la pesquisa precoz de las infecciones congenitas
que no se manifiestan clinicamente en el recien
nacido y en aquellas infecciones adquiridas cuya
sintomatologia vaga dificulta su detecci6n. Ade-
mas, deberia ampliarse la experiencia sobre el
valor diagn6stico de la prueba y la evolucidn de
los anticuerpos de tipo IgM en diferentes situa-
ciones clinicas e inmunologicas, mediante el es-
tudio sistematico de los casos clinicamente ma-
nifiestos.

RESUMEN

La reacci6n de inmunofluorescencia anti-IgM
con antigeno de Trypanosoma cruzi (RIFI-IgM-Cha-
gas) se aplico, en un estudio doble ciego, en 242
muestras de sangre, previamente examinadas me-
diante RIFI-IgG para enfermedad de Chagas. Pa-
ra aumentar la sensibilidad de la prueba se utiliz6
incubaci6n prolongada por 16 a 18 horas, a 4°C. La
especificidad de los resultados IgM-positivos fue
controlada mediante repetici6n de la reacci6n en
muestras absorbidas con IgG polimerizada. Los
resultados fueron tabulados posteriormente, de
acuerdo a su origen y la presencia o ausencia de
anticuerpos IgG para enfermedad de Chagas. 84
sueros correspondian a recien nacidos y lactantes
y los 158 sueros, restantes a adultos. 131 muestras
presentaban anticuerpos IgG anti-7". cruzi y 111
sirvieron de controles negatives en ambos grupos.

Se demostr6 que un elevado porcentaje de los
resultados IgM positivos observados en suero
normal, proveniente de ninos (15,5%) y adultos
(28,5%), se debian al efecto del factor reumatoi-
deo. La eliminaci6n de dichos anticuerpos IgM
inespecificos, mediante absorci6n, redujo el total
de positivos a tres muestras con titulos de 1/10 y
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1/20 en el grupo de los ninos. En cambio, en los
sueros de los adultos persistieron resultados
IgM-positivos, a titulos de 1/5 al 1/20, tanto en
sueros provistos de anticuerpos IgG para enfer-
medad de Chagas, como en controles negatives.
Se demostr6 IgM a titulo 1/40 en una muestra
correspondiente al grupo IgG-positivo para enfer-
medad de Chagas.

Los tres sueros con demostraci6n de IgM a ti-
tulos de 1/10 y 1/20, del grupo de los ninos, co-
rrespond fan a un caso de infeccion chagasica de-
mostrada por xenodiagnostico. La muestra IgM
positiva al 1/40, del grupo de los adultos, corres-
pondia a una mujer con infeccion chagasica re-
eiente, como se deduce de la seroconversion (de
( — ) a + 1/40), observada en la RIFI-IgG para en-
fermedad de Chagas.

Los resultados indicanque laRIFI —IgM—Cha-
gas proporciona resultados especiticos, si previa-
mente se elimina el efecto del factor reumatoideo
mediante absorcion con IgG. Ademas, se confirma
que la demostracion de IgM a titulos bajos tiene
valor diagnostico'en sueros de lactantes y recien
nacidos. En cambio, en sueros de adultos, sola-
mente los titulos de 1/40 o superiores pueden
considerarse especiticos.
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