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INTRODUCCION

En el estudio bioldgico de las diferentes especies de tripanoso-
mas, se hace necesario conocer el nimero aproximado de formas
tripomastigotas Heoare !, en cultivos o en sangre, para poder
valorar el grado de crecimiento vy la parasitemia de la cepa en
estudio, asi como tener una nocidn exacta del nimero de pardsi-
tos a inocular y los efectos que pueda poseer una droga cuyo
actividad tripanosomicida se quiera investigar in vitro o in vive.

Diversos métodos y técnicas han sido utilizados para el estu-
dio cuantitativo de la parasitemia por tripanosomas. Pizzi?
emplea 5 milimetros clbicos de sangre colocados sobre una ldmina
portachjetos y cubiertos con una laminilla de 22 x 22 mm., utili-
zando aumentos medianos y de preferencia con sistemas épticos de
confraste de fases, examina al fresco foda la preparacién contando
todos los parésitos. Cuando el nimero de formas tripomastigotas es
grande, recomienda para facilitar el recuento, emplear una lamini-
Hla pléstica cuadriculada.

* Caitedra de Parasitologia. Facultad de Medicina, Universidad del
Zulia,
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Petana® utiliza en cosos de parasitemia elevada, la pipeta-

de glébulos rojos, efectuando una dilucién de la sangre 1:200 en
solucién yodo-yodurada, fuego de desechar la mezcla que queda
en el tubo capilar llena la cdmara de Neubauer y cuenta los tripa-
nosomas observados en el reticulo de glébulos rojos, los pardsitos
se observan muertos y coloreados en marrén. El fotal de pardsitos
por milimetro cObico de sangre lo obtiene, multiplicando por 10.000
el nimero de tripanosomas contados.

Cuando la parasitemia es baja utiliza la pipeta para glébu-
los blancos, con la solucién yodo-yodurada hace una dilucién de
la sangre 1:20 y cuenta los parésitos que aparecen en los reticu-
los de glébulos blancos. El total de tripanosomas por milimetro
cibico de sangre lo consigue, multiplicando por 50 el ndmero de
pardsitos contados.

Marsden y cols.* expresan la parasitemia basados en el
nimero de formas tripomastigotas encontradas en cien campos de
un extendido, examinado con aumento de 500 x.

Lucena® utiliza la siguiente técnica: toma ung gota de
sangre que llene el espacio entre una lédmina porta-objetos y una
laminilla de 18 x 18 mm., empleando ocular 12 x y objetive 10 x,
cuenta los tfripanosomas observados en 100 campos, expresqg la
parasitemia en flagelados contados por 100 campos microscédpi-
cos.

Ayala ® caleula la parasitemia en extendidos coloreadaos con
Giemsa, escoge campos donde la preparacién sea continua y
uniforme {'ung sola capa de glébulos™). El nimero de parésitos por
milimetro cObico fo cbtiene mediante la siguiente férmula: ndmero
de pardasitos por campo multiplicado por 1,55 x 107,

Finalmente algunos autores acostumbran expresar la para-
sitemia en nimero aproximado de tripanosomas, observados por
campo microscépico en preparaciones al fresco,

Revisadas las diferentes técnicas empleadas para determi-
nar el nimero de tripanosomas en sangre, decidimos realizar un
estudio comparativo entre las dos técnicas que segin nuestra opi-
nidén rednen las mejores condiciones, para expresar en una for-
ma cuantitativa la parasitemia en las tripanosomiasis.
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MATERIAL Y METODOS

Nuestra experiencia estd basada en la realizocién de 90
recuentos, practicados en forma simultdnea mediante la téenica
de Pizzi ? modificada y la empleada por Petana® para los casos
de parasitemias bajos, también con ciertas modificaciones.

Utilizamos una cepa de Trypanosoma cruzi Chagas 1909,
identificada en el laboratorio como cepa CC, dislada mediante
xenodiagnédstico de un paciente con enfermedad de Chagas cré-
nica; esta cepa se mantiene en el laboratorio mediante repiques
sucesivos en ratones (Mus musculus) por via intraperitoneal y en
cultivos empleandoe el medio LLT.

Realizamos el control cuantitativo de la parasitemia emplean-
do la sangre que fluye de un corte hecho en la cola de los anima-
les en el momento de practicar la prueba, la toma de la muestra
y su procedimiento lo efectuamos al mismo tiempo paro ambas
téenica con lg finalidad de lograr la mayor uniformidad posible
en los resultados.

En la téenica de Pizzi? seguimos la modificacién efectuada
poi Brener’, mediante el emplec de una pipeta de hemoglobina
previamente calibrada, se toman 5 milimetros cibicos de sangre
del ratén y se colocan en una ldmina portacbijetos, luego cuidado-
samente se adosa und laminilla cubre-objetos de 22 x 22 mm. para
obtener una capa de sangre distribuida uniformemente; la pre-
paracién asi elaborada estd constituida por 3.500 compos que
es el nimerc estimado que exisien en un cubre-objetos de 22 x
22 mm. observado con aumento de 450 x (objetivo 45 x ocular
10 xJ.

El total de parésites observados en 100 campos, se multi-
plica por 35 debido a que sélo se contaron cien campos, y se di-
vide entre 5 por ser este el total de milimetros cibicos de sangre
empleados, el resultado nos da el nimero de pardsitos por mili-
metro cUbico de sangre,

En nuestra experiencio escogimos veinfe campos en cada
dngulo del cubre-objetos y veinte campos en el centro, para tratar de
este modo de evitar en lo posible contar varias veces un mismo
pardsito, debido a su desplazamiente. Se calculd la parasitemia
cuantitativa, multiplicando el total de pardsitos contados en los
cien campos por siete ya que esta cifra, es el cuociente de 35/5.
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la oira técnica empleada por nosofros fue la de Petand’

modificada, utilizando la cdmara de Neubauer se practicé en la
forma siguiente: con una pipeta de hemoglobina previamente ca-
librada, se obtienen 5 milimetros cibicos de sangre y se diluyen
en 0.1 c.c. de solucidn saling al 8,5%,, para obtener una dilucién
1:20 con la cual se llena el reticulo de ia camara.

Empleando ocular 10 x y objetive 25 x, se cuentan las for-
mas tripomastigotas observadas en los reticulos para glébulos
blancos, el total de parasitos contados se multiplica por 50 y el
producto es el total de tripanosomas por milimetros cObico de
sangre.

Para ombas técnicas consideramos como parasitemia sub-
microscopica los casos en que comprobada la positividad, no
observamos tripanosomas en los cien campos para el método
de Pizzi? modificade, o en los cuatro reticulos de blancos; en
esos casos expresamos la parasitemia como menor de 7 y menor
de 50 por milimetro cObico de sangre respectivamente,

RESULTADOS

Con los resultados obtenidos en los 90 recuentos practicados
simultaneamente con ambos métodos [Cuadro 1}, procedimos a la
siguiente formulacién de hipétesis:

1— Cudl de las dos pruebas es mas fidedigna:

2—— Si las variaciones observadas en la parasitemia de ra-
tones infectados con TrypanosdOma cruzi es significante o no.

Verificacién de la hipétesis.

Para tal efecto se procedié o someter a pruebas de signifi-
cancia estadistica las muestras, resumiendo por promedio las
variaciones observadas, con un 959% de certeza aplicamos la f6r-
mula de la diferencia de los promedios con una hipétesis nula de
que los promedios eran iguales.

P e
A
S}M B
Con las siguientes hipétesis si:
Ho: sy T ez & O
Ha: wy — pp 5% O
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Ho = hipétesis cbservada
m — up = diferencia de los promedios
Ha == hipdtesis alternativa.

Los resultados obtenidos fueron de — 1.66 que llevados a la
curva normal estd dentro del drea de aceptacién de la nula
hipdtesis,

Por lo anteriormente expuesto se deduce que las variaciones
entre ambas pruebas no tienen significancia estadistica y las
observaciones son debidas al azar, en lo que respecta a determi-
nar cudl de las dos pruebas es la mas adecuada, queda a criterio
del técnico.

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

En la revisién hecha en la primera parte del trabajo presenta-
mos en forma resumida, el fundamento de las técnicas emplea-
das para el recuento de tripanosomas en sangre, escogimos las
utilizadas para el presente trabajo debido a las siguientes consi-
deraciones sobre las otras técnicas:

Técnica de Petana® la recomendada por este autor cuando la
parasitemia es baja, practicamente es la misma empleada por
nosotros en la cdmara, con la diferencia de que utiliza la pipeta
de glébulos blancos, y la dilucién la efectlo en solucidén yodo-
yodurada, lo cual consideramos una desventoja debido o ser una
solucién muy inestable, ya que los precipitados de yodo pueden
enmascarar los tripanosomas los cuales se observan con esta téc-
nica muertos y tefidos de marrén.

El método empleado por Marsden y cols.?, no expresa la pa-
rasitemia por volumen de sangre, sino en cien campos contados
en un extendido, no sabemos lo cantidad de sangre a utilizar
exactamente en cada uno de los extendidos, para comparar su
valor con el de otras pruebas.

En el método utilizado por Lucena®, tampoco conocemos exac-
tamente la cantidad de sangre a utilizor, debido a que expresa
la parasitemia en nOmero de parésitos contados en cien campos,
de una preparacidén cuyo volumen estima en 0.01 c.c., el cual serfa
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la cantidad de sangre que llena el espacio comprendido entre
una ldmina porta-objetos y una laminilla de 18 x 18 mm,

La técnica empleada por Ayala®, tampoco conocemos la can-
tidad de sangre o utilizar para practicar el exiendido, lo cual
consideramos necesario para uniformar lo mas posible las técni-
cas o comparar, ademds en los casos de parasitemia baja, son
muchos los campos que es necesario recorrer, para observar los
fripanosomas.

Lo escogencia de las dos técnicas utilizadas en nuestra
experiencia se basé, en el hecho de que en ambas podriamos
taner la seguridad de emplear siempre el mismo volumen de
sangre, En vista de que estadisticamente las variaciones entre
ambas técnicas no tienen significancia, y los observadas son de-
bidas ol azar, consideramos basados en lg experiencia adquirida
que:

—Let técnica de Pizzi, es mds simple, no necesita diluciones
y utiliza menos equipo. La consideramos de mayor utilidad en
los casos de parasitemia baja, ya que examinamos sangre no
diluida, el recuento se realiza con rapidez y seguridad; cuando
la parasitemia es elevada, la determinacién de la cuantio es mdés
prolongada y se corre el riesge de contar varias veces un mismo
tripanosoma debido a sus desplazamientos.

Empleando la cdmara de Neubauer en casos de parasitemia
elevado permite realizar el recuento en menor tiempo y hay
menos posibilidades de contar varias veces un mismo fripanoso-
ma, debido o la mayor dispersién de los parésitos por la dilucién,

Concluimos que se debe emplear la técnica de Pizzi en los
casos de parasitemia baja y el método de la cdmara de Neubauer
en las parasitemias elevadas, por las consideraciones estadisticas
y de orden prdctico mencionadas anteriormente.

RESUMEN

El autor efectba una comparacién entre las técnicas de Pizzi
y la de Petana con modificaciones por él propuestas, para valo-
racién cuantitativa de la parasitemia por tripanosomas, realiza
90 determinaciones simultdneas con ambas técnicas y somete o
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pruebas de significancia estadistica las muestras. Los resultados
obtenidos indican que las variaciones entre ambas pruebas no
tienen significancia estadistica y las observadas son debidas al
ozar,

Concluye considerando que en los casos de parasitemia baja
es recomendable la técnica de Pizzi modificada, y en parasitemias
elevadas recomienda la técnica de Petana con las modificaciones
por él propuestas.

CUADRO |

Resultados obtenidos en 90 determinaciones de parasitemia cuan-
titativa por tripanosomas, empleando dos técnicas diferentes.

Pizzi Camara Pizzi Camara, Pizzi Camara
<7 <50 189 250 1.498 1.450
7 <50 203 . 350 1.617 2.500

7 <50 259 250 1.883 2.050

7 <50 259 150 1.904 2.150

7 50 287 450 1.967 2.700
14 <50 315 250 2.100 3.300
21 50 364 135 2.338 3.200
21 100 434 300 2.443 1.600
35 150 455 700 2.499 2.800
35 50 504 1.000 2.548 2.300
35 250 560 350 2.695 2.400
49 200 602 750 2.758 6.250
49 50 816 1.300 2.856 4.250
56 50 616 550 2,933 1.850
56 150 784 2.850 2.940 3.350
70 50 784 700 2.940 1.900
Kii 100 868 900 2.954 3.700
84 50 882 1.450 3.283 2.700
84 100 896 800 3.288 2.600
91 100 1.043 4.400 3.360 4.550
98 100 1.078 2.100 3.752 4.500
98 100 1.092 800 2.857 7.450
a8 500 1.113 3.100 3.955 6.600
112 100 1.120 1.500 4.060 4.250
119 100 1.176 1.450 4.382 6.400
126 150 1.204 1.200 5.348 7.750
133 450 1.307 5.500 6.881 12,250
154 150 1.414 2.200 7.140 8.350
161 300 1.442 1.750 8.624 14.000
189 550 1.149 1.800 8.687 14.200
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