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DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

SUMMARY

In the present paper it was intended
to establish the most important aspects on
the Chagas' Disease diagnosis, characteriz-
ing its laboratory stage. Were observed the
major assays, their indications, contra-indi-
cations and sensibility in the diferent phases
of the disease (acute, indeterminated and
chronic phases). We hope to be contributing
this way to widen the knowledge on this so
severe and prevalent disease.
Key Words: Chagas's Disease. Laboratory
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INTRODUCCION

Podemos tener clara nocion de la impor-
tancia del diagnéstico de laboratorio de la
enfermédad de Chagas, si tenemos en cuenta
que solamente 5,0% de los individuos infecta-
dos presentan los sintomas y sefiales caracteris-
ticos de la patologfa 431. Veremos ahora los
aspectos generales de los principales métodos
de diagnostico de laboratorio (Cuadro 1)

1- METODOS DE DIAGNOSTICO
PARASITOLOGICO

1a) METODOS DIRECTOS:

Utilizados preferentemente en la investi-
gacién de la enfermedad de Chagas (EC)
aguda, por cuenta de la alta parasitemia carac-
teristica de esta fase.

- Examen a fresco 427;
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Es un método sencillo y sensible, en
situaciones donde la parasitemia es elevada
(fase aguda). Para realizacién del examen, se
coge una gota de sangre del paciente (por ejem-
plo a través de puncién digital), poniéndola en
la ldmina y cubriéndola con una laminilla. Se
lleva al microscopio en busca de formas tripo-
mastigotas.

CUADRO 1
METODOS DE LABORATORIO UTILIZADOS EN LA
INVESTIGACION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Diagndstico Parasitoldgico Diagndstico Inmunoldgico

DIRECTO
o Examen en fresco » Fijacién del Complemento
e Gota gruesa e Hemoglutinacién

e Método de Deane e Kirchner o Inmunofluorescencia
e Método de Silicones e Reacciones
Inmunoenzimaticas

» Tripla centrifugacion de e Aglutinacion de latex
Martin-Leubouef-Rouband

e Método de Strout

e Puncion biopsia de nddulos
linfaticos

e Floculacién rapida

INDIRECTO

e Inoculacién en animales
sensibles

» Xenodiagnéstico

¢ Hemocultivos

- Gota gruesa 27:22;

Método preconizado por Salvador Mazza,
consiste en colocar 2 0 3 gotas de sangre sobre
una ldmina, reuniéndolas para confeccionar una
dnica mancha circular de icm de didmetro.
Después de la sangre secar, métese la ldmina en
agua destilada, para que ocurra hemolisis (y asi
se torne mds transparente), se obtiene Ia colo-
racion por el GIEMSA. Se examina al micros-
copio, averiguando la presencia de parésitos.

- Distension Sanguinea 27:

Se coloca una pequeiia porcién de sangre
sobre una ldmina (completamente desengrasa-
da), pr6xima a una de sus extremidades. Se
apoya otra l[dmina sobre la primera, en un dngu-
lo de 45° y a seguir, se distende la gota a lo
largo de la ldmina, de modo de moverla del

punto inicial. Secar la 14mina, fijarla y colorear-
la por el método de GIEMSA.

- Método de Deane y Kishner13;

Bdsase en el hecho de la lisis de eritroci-
tos puede ocurrir mds rdpidamente que la de los
tripomastigotas sanguineas. A Iml de sangre
aiiddase 9 ml de agua destilada, pongase
inmedia-tamente después 1ml de solucién de
NaCl a 17%, para mantener la osmolaridad del
medio y consecuentemente mantener los tri-
panosomas intactos. Se centrifuga a 2000 rpm
por 15 minutos, {lévese el sedimento obtenido
al examen microscépico.

- Método de Silicones :

Se coloca la sangre sobre aceite de sili-
cone de densidad 1075, el cual actda como fil-
tro. Después de centrifugada, los glébulos rojos
("mds pesados") se depositan en el fondo de los
pardsitos, los leucocitos y las plaquetas quedan
en el sobrante y es observado al microscopio.

- Método de la triple centrifugacion de
Martin-Leubouef-Rouboud 7:

Se deposita 10 ml de sangre venoso en un
tubo de ensayo conteniendo 1ml de solucién a
20% de citrato s6dico. Se procede entonces tres
centrifugaciones -la primera a 1800 rpm/7min.;
la segunda a 2000 rpm/10 min.; utilizando el
sobrante de la anterior; y por fin a 2000 rpm/20
min. con el residuo de la segunda centrifu-
gacion. De este ultimo centrifugado se retira el
sobrante y analiza el sedimento al microscopio.

- Método de Strout 327,

Se coge 5ml de sangre, se dejan en
reposo a temperatura ambiente, para que la
coagulacién y retraccién espontdnea del
codgulo ocurra, Se centrifuga el suero obtenido
a 160g/5 min., para la separacion de los eritro-
citos atdn en suspensién, y enseguida se hace
nueva centrifugacién a 350g/10 min., para
obtencién del sedimento que serd observado en
el microscopio. Este método tiene alta sensibili-
dad, pudiendo alcanzar 95% de éxito en la fase



Siqueira, Meneses, Storino: Enfermedad de Chagas 71

aguda 3315,

- Puncion Biopsia de Nodulos Linfaticos ¥:
Por su gran afinidad a las células del Sis-
tema Reticulo-Histiocitdrio!!!2, el T.cruzi desde
temprano puede ser encontrado en nédulos lin-
fiticos, parasitando macréfagos, dispersos en
exudato inflamatorio (especialmente en casos
de adenitis sat€lite y chagoma de inoculacion).
Asi, se hacen del material biopsiado, se puede
investigar una posible infeccién por T, cruzi.

1B) METODOS INDIRECTOS

Utilizados tanto en la fase aguda como en
la fase crénica, pero por tratarse de ensayos que
pretenden encontrar pardsitos, su sensibilidad
en la fase crénica no es muy alta.

- Inoculacion en animales sensibles 3

Es un método preferentemente utilizado
en el aistamiento de pardsitos, teniendo algunas
restricciones para su diagnéstico de rutina - (1)
El desariollo de los pardsitos en el animal
dependerd de las caracteristicas del T, cruzi; (2)
Mantencién de animales para su investigacion
es dispendiosa y también muy laboriosa; (3).
Tiempo prolongado para obtencién de resulta-
dos (entre 7 y 20 dias ¢). No obstante, la inocu-
lacién adn se utiliza para el diagndstico en
algunos Centros de Pesquisas.

-Xenodiagnéstico:

Lo fundamental de este método es la
simulacién en el laboratorio de condiciones
naturales para ciclo evolutivo del T, cruzi en los
Triatomineos, hasta entonces exento de infec-
cién 27. Se utilizan 4 cajas con 10 ninfas de ter-
cer grado (alimentadas durante toda la vida en
aves, para garantizar la "virgindad" de infec-
cién de las nifas), con una fase abierta, cubierta
solamente por una cepa delgada de tul. Se apli-
ca esta fase en el antebrazo del paciente por 30
min., y después de este periodo, se guardan las
cajas en condiciones adecuadas (local oscuro a
27°C), para desarrollo del insecto. La lectura se
realiza por la observacion del contenido intesti-

nal del insecto, 30 y 60 dias trds de la apli-
cacion316, Durante la realizacién de examen,
pueden ocurrir reacciones alérgicas, siendo
necesario en tales casos, la prescripcién de
pomadas con corticoides33. La sensibilidad
acepta para el xenodiagnéstico es alrededor de
100% para la fase aguda® y 5,317 hasta 50%?26
de positividad para la fase crénica, para
pacientes conocidos como chagdsicos. El xe-
nodiagnostico estd siendo motivo de numerosos
estudios 1712, con el propdsito de mejorar la
técnica e incrementar la sensibilidad en la fase
crénica (por ejemplo, se utiliza solamente en
Triatomineos hembras2s),

- Hemocultivos:

Esta es una técnica diagnéstica que requiere
menos infraestructura que el xenodiagnds-
tico®. La técnica empleda para la realizacién
de hemocultivos es demostrada en el cuadro IL

CUADROII
TECNICA PARA LA REALIZACION
DE HEMOCULTIVO

1- Se procede la colecta de 30 ml de sangre del
paciente a ser investigado, se utiliza como anticoagulante la
Heparina o la EDTA;

2- Centrifugar la sangre a 300g/10 min., a tempera-
tura ambiente;

3- Dejar en reposo por una hora (también a tempe-
ratura ambiente);

4- Separar el sobreliquido (plasma) del sedimento
(fundamentalmente eritrocitos), centrifuga el primer a 900
2730 min., a temperatura de 4°C, adicionando 5ml de LIT al
sedimento obtenido durante esta centrifugacion;

5- Centrifiiguese y ldvese el sedimento de eritroci-
tos con 10ml de medio LIT, y dividirlo a 6 tubos conteniendo
3ml de medio LIT cada;

6- Incubar los tubos a 27°C, procédase a la suave
homogeneizacién bisemanal;

7- Hacer lecturas trds 30, 60, 90, y 120 dias, reco-
jase 1 gota del medio de cultivo, péngase sobre limina de
vidrio limpia y posteriormente ctibrase con laminula. Llévese
al microscopio y examine todala ldmina en busca de pardsitos.

A lo largo de los afios, muchos Grupos
Cientificos se han esmerado en busca de
mejores téenicas de hemocultivo. Tanto para
aumentar la sensibilidad, como para el xeno-
diagndstico, es baja en la fase crénica (positivi-
dad mdxima aceptada alrededor de 50%3%24).
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La mayorfa de los trabajos!?-23 utilizando el
medio LIT, han variado la positividad de
25,7%33 hasta 71,4%23, dependiendo del
nimero de repeticiones del examen (cuanto
mayor el nimero de repeticiones, mayorgs son
las tasas de positividadi!), Vale la pena resaltar
un relato descrito en la litecatura?, en la cual la
positividad del método fue de 100%, en tal
eventualidad se utilizaron dos series de
exdmenes. Actualmente, se estd estudiando la
interferencia de diversos factores, que pueden
responder por 1a baja de positividad del método
en la fase crénica, como por ejemplo diferen-
cias en cuanto al anticoagulante empleado!d,
Con la progresion de éstos y olros trabajos,
esperamos en breve, una mayor eficacia de la
técnica de hemocultivo y tener resultados mis
animadores.

2) Métodos de diagnostico Inmunologico

El Inmuncdiagndstico de la EC, hasta el
presente momento, se pronostica la deteccitén
de anticuerpos generados en el desenvolvimien-
to de la evolucién de la infeccién. Teniendo en
cuenta los mecanismos inmunolégicos de esta
enfermedad!®, las técnicas inmunol6gicas son
de destacada relevancia para el diagnéstico de
la etapa crénica, llevando gran veniaja sobre
los métodos parasitolégicos ya descrites. Es
interesante resaltar que el inmunodiagnostico
solamente preconizard la enfermedad propia-
mente?? que deberd ser identificada también,
por hallazgos clinicos. Trataremos ahora las
principales reacciones suerolégicas utilizadas
en el diagnéstico de la EC. Reaccidén de
Fijacién del Complemento (RFC): Las reac-
ciones diagndsticas que utilizan ia Fijacidn del
Complemento, tiene como principio el ago-
tamiento del Complemento existente en una
determinada porcién de suero, por inmunocom-
plejos formados por reaccidén inmunoldgica
previa?’. En la sangre de chagdsicos existen
anticuerpos anti T, cruzi, capaces de ligarse a
un antigeno adicionado al medio {derivado del
parfsito)., Este complejo antigeno-anticuerpo es
ligado por el Complemento (en la regién-Fc de

la Inmunoglobulina), agotando este complejo
del medio de la reaccidn. Tras este adicionado
un "Sistema hemolfitico"2t, constitufdo por
glébulos rojos de carnero ligados a las hemo-
lisinas {anticuerpo anti-eritrocito de carnero),
se puede tener los siguientes resultados - (1)
Hemolisis, sigaificando reaccibn negativa, pues
en este caso el complemento no fue agotador
por el complejo Ag-Ac, teniendo libertad para
actuar sobre el complejo eritrocito de carncro-
hemolisina; y (2) la ausencia de hemolisis, sig-
nifica positividad del test, pues ¢l complemento
no actudé sobre el complejo eritrocito de
carnero-hemolisina, originado de haber sido
agotado en la reaccién Ag-Ac de la EC. La sen-
sibilidad varia de 84,5%%° hasta 100,0%?27, en
cuanto a la relacién de especificidad, pueden
ocurrir reacciones positivas para enfermos con
Calazar o Leishmaniosis Tegumentaria
Americana 27,

- Hemaglutinacién:

Las reacciones estén basadas en los tra-
bajos de Boydent, que muestran la posibilidad
de cambiar las membranas de eritrocitos uti-
lizando 4cido tdnico, de manera que permitan
que €stas sean capaces de incorporar Ags de los
pardsitos, pudiendo entonces utilizarse los
eritrocitos sensibilizados en la deteccion de Acs
del suero-problema. Se coloca una muestra de
eritrocitos sensibilizados en una placa tipo
Kline33, y enseguida afifdase en suero a ser
averiguado, asf queda homogenizada la mixtura
resultante. Se aguardan 10 min. y enseguida s¢
procede a la lectura. Por coro tiempo de reac-
¢ién, la facilidad de la técnica y Ios bajos cos-
t0s¥, la hemoglutinacién es ideal para la regu-
laci6n en bancos de sangre y averiguaciones
epidemiolégicas 27, Su dnico inconveniente €s
la necesidad de la preparacién de los eritrocitos
sensibilizados, casi que diariamente?, La sensi-
bilidad varfa de 50%33 (fase aguda) hasta 100%
{fase crdnica)?®.

- Reaccion de Inmunofluorescencia:
Es una de las técnicas més sensibles en
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la suerologia de la EC, se puede utilizar tanto
en la fase aguda (deteccién de IGM), como en
la crénica (deteccién de IGG). Podemos subdi-
vidir la Inmunofluorescencia en directa e indi-
recta, siendo esta dltima la mds utilizada en la
deteccién de la EC. La técnica se resume en la
marcacién de un anticuerpo anti-inmunoglobu-
lina, con la substancia fluorescente, siendo este
Ac anti-Ac capaz de ligarlo a un complejo Ag
(T.cruzi) -Ac del paciente chagésico, la flores-
cencia aparece, cuando es llevado al microsco-
pio adecuado (equipado con luz ultravioleta).
El resumen de la técnica es demostrada en el
Cuadro IIL

CUADRO ITI

1) Se coloca una muestra de eritrocitos sensibiliza-
dos en una placa tipo Kline;

2) A continuacion afiddese el suero a ser investiga-
do, luego se homogeniza la mistura resultante;

3) Se espera 10 min., y enseguida se procede la lec-
tura.

Estudios han indicado que la sensibilidad varfa
de 93%720 hasta valores préximos a 100%?7. La
especificidad es del orden de 99,7% pudiendo,
en raros casos, ocurrir reacciones de falso posi-
tivo para Leishmaniosis®3.

-Reacciones Inmunoenzimaticas (ELISA):
Asi como la Inmunofluorescencia, estos
tests se basan en el uso de Ac anti-Ac. En cam-
bio, al contrario de las sustancias fluorescentes,
los Acs utilizados serdn marcados con enzimas
35, En el ensayo conocido por ELISA (Enzyme
linked Inmunosorbent Assay), la reacci6n se
hace en tubos o placas de material pldstico con
excavaciones, en las cuales la superficie interna
es cubierta por Ags (tripanosomas); luego, adi-
ciénese el suero a ser investigado, incibese el
sistema por 2 horas a temperatura ambiente?’.
Enseguida se lava y adiciénase el Ac anti-Ac
enzimdticamente marcado (fosfatasa alcalina o
peroxidasa)33, incubando nuevamente por 3
horas a temperatura ambiente. Se lava de

nuevo, se incluye el respectivo substrato para la
actuacién enzimética, y una vez mds se incuba
a temperatura ambiente de 30 min. hasta 1
hora, tiempo al final del cual se adiciona NaOH
3N?7, para la interrupcién de la reaccién enzi-
mitica. Leer en espectrofotémero a 440nm o
400nm (para substratos de fosfatasa alcalina).
Por su f4cil ejecucion, y por su bajo costo 27, es
indicado para la investigacion de la EC en gran
escala. Estudios apuntan una sensibilidad de
98,0%%°, para ELISA.

-Aglutinacion de latex (directa):

Desarrollada en 197134, teniendo origen
similar a la HA (hemaglutinaci6n), pero uti-
lizando particulas de latex adsorbidas con Ag, a
la inversa de eritrocitos sensibilizados. La téc-
nica es la misma de la HA, siendo la lectura
realizada mds rdpida (5-7 min.)?’, Tanto para la
fase aguda3, como para la fase crénica29, la po-
sitividad se sitda en la escala de 94,0%.

- Test de Floculacion Rapida?S:

En este ensayo, se utilizan Tripano-
somas fijados por formol, posteriormente rotos
por el ultrasén y liofilizados. Para realizar el
examen, afiddese sobre una ldmina de vidrio 1
gota de reactivo ya descrito arriba y una gota
del suero-problema, agitese por 8 min.
Procédase al final de este intervalo de tiempo a
la lectura. La sensibilidd de este método es si-
milar a los ensayos descritos anteriormente.

PERSPECTIVAS 335

No se cuenta hasta el momento con
métodos que permitan pronosticar la evolucién
de los enfermos, aunque numerosos estudios
han sido dirigidos a buscar pardmetros que per-
mitan identificar este grupo de pacientes. Hay
algunas alternativas para correlacionar el perfil
de anticuerpos con la sintomatologia clinica.
Estos trabajos parecen promisorios pero es
necesario realizar un estudio en un gran nimero
de pacientes, a fin de confirmar los resultados.
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RESUMEN

Este tipo pretendié establecer los més
importantes aspectos del diagnéstico de la
enfermedad de chagas, en su estudio de labora-
torio. Fueron observados los mejores ensayos,
sus indicaciones, contraindicaciones y sensibili-
dad en las diferentes etapas {aguda, indetermi-
nada, crénica). Se espera haher contribufdo en
algo para el conocimiento de esta enfermedad
tan importante.
UNITERMOS: Enfermedad de Chagas,
Diagnéstico de laboratorio.
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