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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue recopilar informacion cientifica acerca de la
caracterizacion clinica y técnicas de laboratorio para el diagnostico de Trypanosoma cruzi
en Latinoamérica. La enfermedad de Chagas es una patologia infecciosa producida por el
parésito Trypanosoma cruzi que se transmite a través del vector triatomino, cuando infecta
a su hospedero destruye las células y provoca una respuesta inflamatoria. Es considerada la
parasitemia mas importante en Latinoamérica. Para el estudio se realiz6 una indagacion de
caracter descriptivo donde se selecciond datos actualizados, segun el disefio es documental
y no experimental porque no se manipul6 las variables de investigacion. Ademas, presenta
una secuencia temporal, cronologica de tipo transversal, retrospectivo con una poblacion de
78 articulos y una muestra empleada de 51 fuentes bibliograficas donde se incluyen
documentos cientificos de alto impacto como: Revista Scielo, Pubmed, Elsevier,
Medigraphic, Springer, Google Académico y paginas oficiales Organizacion Mundial de la
Salud y Organizacion Panamericana de la Salud. Los criterios de inclusion fueron articulos
relacionados al tema publicados hace 10 afios y los criterios de exclusion articulos de afos
inferiores al 2013. Se concluy6 que el diagnoéstico para la Enfermedad de Chagas depende
de la fase clinica que se encuentre el paciente. En el periodo agudo, donde hay una alta
parasitemia, se prefiere utilizar métodos directos como el examen en fresco y en el periodo
cronico se utilizan métodos indirectos, que detectan la presencia de anticuerpos

(Inmunoensayo enzimatico).

Palabras Claves: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Diagnostico, Caracterizacion

clinica, Triatomino.



ABSTRACT

The objective of this research was to collect scientific information about the clinical
characteristics and laboratory techniques for the diagnosis of Trypanosoma cruzi in Latin
America. Chagas disease is an infectious pathology caused by the Trypanosoma cruzi
parasite that is transmitted through the triatomine vector. When it infects its host, it destroys
cells and causes an inflammatory response. It is considered essential parasitaemia in Latin
America. A descriptive inquiry was carried out for the study, where updated data was
selected. According to the design, it is documentary and not experimental because the
research variables were not manipulated. In addition, it presents a temporal, chronological,
cross-sectional, retrospective sequence with a population of 78 articles and a sample of 51
bibliographic sources used, including high-impact scientific documents such as Magazine
Scielo, Pubmed, Elsevier, Medigraphic, Springer, Google Scholar, and official pages World
Health Organization and Pan American Health Organization. The inclusion criteria were
articles related to the topic published ten years ago, and the exclusion criteria were articles
from years less than 2013. It was concluded that the diagnosis of Chagas Disease depends on
the clinical phase of the patient. In the acute period, where there is a high parasitaemia, it is
preferred to use direct methods such as fresh examination. In the chronic period. indirect
methods are used, which detect the presence of antibodies (enzyme immunoassay).

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi , Diagnosis, Clinical characterization,
Triatomine.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis que se ha extendido a través de la
migracion, causada por un pardsito protozoario hemoflagelado 7. cruzi, que fue identificado
en la primera década del siglo XX !. Su principal via de transmision en sitios endémicos es
vectorial, a partir de insectos triatominos que tienen su ecosistema natural en el continente

americano 2.

Los triatominos son conocidos vulgarmente como “vinchucas”, que se transmiten al parasito
una vez que defecan sobre la dermis o mucosas al picar para alimentarse, cuando el individuo
se toca o rasca la picadura 3. Otras formas de son a través de transfusiones de sangre,
trasplante de 6rganos, congénitamente o por via oral a través del consumo de subproductos
de frutas (por la ingesta de alimentos contaminados con parasitos) o por accidente de

laboratorio 2.

El sitio de penetracion del parasito, particularmente en nifios, surge de manera caracteristica
hinchazon palpebral unilateral (signo de Romana). La lesion primaria se acompaiia de fiebre,
linfadenitis regional aguda, diseminacion del parasito a la sangre y los tejidos. El trastorno
grave mas frecuente de la enfermedad de Chagas es la miocarditis intersticial. Otros drganos
afectados son el higado, el bazo y la médula 6sea, en particular con la infeccion cronica por

T. cruzi®.

La enfermedad de Chagas tiene dos fases, inicialmente, la fase aguda dura unos dos meses
después de contraerse la infeccion, durante esta fase transitan por el torrente sanguineo un
gran numero de pardsitos, pero en algunos casos no hay sintomas o estos son leves y no

especificos.

En la fase cronica, los pardsitos estdn ocultos principalmente en el musculo cardiaco y
digestivo. Un 30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos y un 10% presentan
alteraciones digestivas (agrandamiento del es6fago o del colon), neuroldgicas o mixtas. Con
el paso de los afios, la infeccion puede provocar muerte subita por insuficiencia cardiaca

progresiva como resultado de la destruccion del misculo cardiaco y sus inervaciones.
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los pacientes con enfermedad de Chagas
estan en riesgo de padecer sintomas graves en caso de contraer COVID-19, por lo que deben

ser un grupo prioritario para la vacunacion °.

El diagnoéstico en la fase aguda, congénita y reactivada se basa en la deteccion de parasitos
mientras que el diagnostico de la enfermedad en la fase crénica se basa en pruebas

serolégicas °.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce a la enfermedad de Chagas como uno
de los padecimientos tropicales mas desatendidos °. Se estima que ocho millones de personas
se ven afectadas en areas endémicas y mas de veinte millones estan en riesgo de exposicion.
La incidencia de mortalidad en pacientes supera las 10.000 muertes anuales y durante la

gestacion se infectan 8.600 recién nacidos /.

La enfermedad de Chagas es endémica comunmente en 21 paises de América Latina,
(Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
Guyana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Peru, Suriname, Venezuela y Uruguay), estrechamente vinculada con aspectos
socioeconomico-culturales deficitarios 2. En las tltimas décadas este padecimiento se ha
observado en Estados Unidos, Canada, en 17 paises europeos y algunos del Pacifico

occidental .

El triatomino por su habitat natural se extiende desde el sur de Estados Unidos a la region
central de Argentina y Chile, su distribucion es muy heterogénea, siendo estas las dreas mas
afectadas el centro y sur de Bolivia (con prevalencia cercana al 30% de la poblacion general),
norte de Argentina, sur de Per y determinadas areas de Paraguay, Brasil, Ecuador,

Nicaragua, sur de México y El Salvador 2.

Meéxico es un pais endémico para la enfermedad de Chagas, donde dos terceras partes del
territorio pueden ser consideradas en riesgo de transmision vectorial, es decir que 1°100,000
individuos podrian estar infectados con Trypanosoma cruziy 29°500,000 en riesgo de
contraer la infeccion. La morbimortalidad del padecimiento es importante las caracteristicas

de la vivienda, condiciones bioldgicas, ambientales y factores socioculturales °.
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En la actualidad, debido a los flujos migratorios, se han producido importantes cambios
epidemioldgicos en la enfermedad de Chagas, diagnosticindose un nimero creciente de
personas en areas no endémicas principalmente en Europa y Norteamérica. En Europa, el
estado espafiol es el pais mas afectado, se estima que puede haber entre 50 y 700 000

personas con enfermedad de Chagas 2.

En el Ecuador la enfermedad de Chagas es endémica, pais ubicado en la region noroeste de
América del Sur. La infeccion por 7. cruzi se considera un problema de salud publica en el
Ecuador, debido a que es endémica en la Amazonia, la costa del Pacifico y en algunas zonas
subtropicales de la cordillera de los Andes. La Organizaciéon Panamericana de la Salud
(OPS) y el Ministerio de Salud Publica (MSP) del Ecuador estiman una prevalencia general
de infeccion por 7. cruzi de 1,38% la poblacion general ecuatoriana con una mortalidad

anual de 7,7 por 1000 seropositivos, es decir que existen 1.300 muertes anuales '°.

La tripanosomiasis americana o mejor conocida como enfermedad de Chagas fue descrita
por primera vez por el médico brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano Chagas en 1909, quien
definié como una infeccion parasitaria histica y hematica que se presenta principalmente en

Latinoamérica ''.

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria, sistémica, cronica, transmitida por
vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, con una firme vinculacion con
aspectos socio-economico-culturales deficitarios, considerada como una enfermedad

desatendida ”.

Este padecimiento constituye tres etapas: aguda, indeterminada y crénica. Los pacientes con
infeccion aguda a menudo son asintomaticos o tienen una enfermedad febril inespecifica
leve. Los sintomas pueden incluir fiebre, escalofrios, manifestaciones gastrointestinales,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia o una mezcla de manifestaciones cutaneas. Un
chagoma es una pépula o ndédulo indurado, eritematoso que se presenta en el sitio de

inoculacion. Esto puede ocurrir semanas después de la infeccion inicial.
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El signo de Romana se asocia clasicamente con la enfermedad de Chagas aguda y se
caracteriza por edema palpebral y periocular secundario al deposito del parasito en la

conjuntiva '%.

La etapa indeterminada de la enfermedad de Chagas refleja una respuesta inmunitaria del
huésped y una disminucion de la carga parasitaria. Esto ocurre durante meses después de la
infeccion. En este momento, los anticuerpos contra 7. cruzi estan presentes y la enfermedad

clinica esta ausente '2.

La etapa mas devastadora de la enfermedad es la fase cronica, hasta un tercio de los pacientes
con enfermedad de Chagas progresan a esta etapa que presenta anomalias en la conduccion
cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva dilatada o eventos tromboembdlicos. La
afectacion gastrointestinal (GI) ocurre en una minoria de pacientes infectados, sin embargo,
de ellos, la manifestacion mas comun es el megaesdfago por dafio a los ganglios autobnomos
con acalasia subsiguiente, disfagia, pérdida de peso o aspiracion recurrente. Finalmente, los
pacientes con la enfermedad que se vuelven inmunocomprometidos y pueden experimentar

una reactivacion '2.

El diagnodstico para la enfermedad de Chagas presenta limitaciones, debido a la baja
sensibilidad de las técnicas parasitoldgicas y la baja especificidad de las inmunolégicas. Las
técnicas moleculares, especialmente la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que

detecta secuencias especificas de ADN del parasito, es una alternativa.

Aunque la técnica de PCR también tiene algunas limitaciones en cuanto a costo,
infraestructura necesaria y sensibilidad en fase cronica de la enfermedad, tiene muchas
ventajas especialmente en casos agudos, Chagas congénito, inmunodeficiencias, evaluacion

y seguimiento del tratamiento.

Los métodos de biologia molecular se caracterizan por ser especificos y poseer elevada
sensibilidad, ya que detectan el 4cido desoxirribonucleico (ADN) del parasito, aunque exista

una cantidad pequefia de estos en la circulacion sanguinea '°.

Su principal aporté fue recopilar las caracteristicas clinicas y las técnicas de laboratorio para

el diagnoéstico de Trypanosoma cruzi en Latinoamérica con la posibilidad de tratar dicha
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enfermedad a tiempo, a través de la busqueda y revision bibliografica de fuentes primarias
y secundarias que sirvan para el diagndstico del parasito, los métodos que actualmente se
recomiendan, sus ventajas y las limitaciones que presentan. Teniendo en cuenta que un

diagnéstico adecuado, depende el tratamiento para la dicha patologia.

Al desarrollar el marco teérico se ampliard conceptos que ayudaran a esclarecer en gran
medida el presente problema acerca de la enfermedad de Chagas causada por el protozoo
Trypanosoma cruzi, que se transmite principalmente a través de un insecto vector, de madres
a hijos, a través de transfusion de hemoderivados, trasplante de tejidos no controlados y por

ingesta de alimentos contaminados ',
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CAPITULO II.
MARCO TEORICO

Trypanosoma cruzi

La enfermedad de Chagas causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, parasito
cinetoplastido, se transmite principalmente a través del vector de la subfamilia Triatominae

que son insectos hematofagos .

Trypanosoma cruzi pasa por tres etapas en su desarrollo: epimastigotes en el vector,
tripomastigotes (en la corriente sanguinea) y la fase intracelular redondeada, el amastigote
(Anexo 1). Las formas hematicas de 7. cruzi aparecen en los comienzos de la etapa aguda y
a intervalos cada vez mas escasos, los tripomastigotes. Las formas tisulares, que surgen con
mayor frecuencia en el miocardio, el higado y el cerebro, se desarrollan de una manera de
amastigotes que se multiplican hasta integrar una colonia intracelular después de invadir la

célula del hospedador o por fagocitosis del parasito *.

o Epimastigote: forma elongada, con cinetoplasto en forma de barra o baston ubicado
en la region anterior del ntcleo, se encuentra en el tubo digestivo del insecto vector

y en cultivo.

e Tripomastigote: forma elongada, fina y larga, el flagelo emerge y se adhiere a lo
largo del cuerpo del parasito. Esta forma es la mas infectante y se encuentra en el

vector, sangre y espacio intercelular de hospedadores vertebrados.

e Amastigote: forma redondeada, con cinetoplasto en forma de barra o baston en la
region anterior del nucleo, flagelo corto. Esta forma se encuentra en el interior de las

células de hospedadores infectados '°.

Triatomino

El triatomino tiene muchos nombres comunes: chinche besucona o chinche picuda (México),
vinchuca (Ecuador y Patagonia), chipo (Venezuela), pito (Colombia) y barbeiro (Brasil) son

hematofagas.
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La mayoria de las especies de triatominos son de habitos nocturnos y permanecen en sus
nidos durante el dia, aunque en épocas de estrés alimentario pueden salir durante el dia a
buscar alimento. En colonias cultivadas en el laboratorio, los triatominos se alimentan

uniformemente durante el dia y la noche.

Los triatominos pueden variar en el tamafio desde 5 mm a 44 mm vy, en general, se les
considera de movimientos lentos, y los adultos poseen capacidad de vuelo, aunque no se los
ve con frecuencia y esto parece depender de las condiciones de alimentacién y de la
temperatura ambiental °.

Una caracteristica de estos insectos es que su abdomen se dilata considerablemente, como
resultado de la extension de las membranas que los cubren cuando terminan de alimentarse,
debido a que el volumen de sangre ingerida es grande. Algunas especies son propensas a
defecar mientras se alimentan, otras defecan inmediatamente después o incluso descartan su
fuente de alimento y mantienen las heces lejos del sitio de succion de sangre. Este

comportamiento determina si son buenos o malos portadores de Chagas 7.

Ciclo de vida

T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo que implica la infeccion por huéspedes vertebrados
y la transmision por insectos vectores. Este parésito pasa por tres estadios morfologicos
principales: la forma amastigote no flagelada y las formas flageladas epimastigote y
tripomastigote. Los epimastigotes se multiplican en insectos vectores y finalmente se
diferencian para dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos capaces de infectar huéspedes

vertebrados '* (Anexo 2).

Tras la picadura, el parésito se libera en las heces del vector. En el momento en el que las
heces entran en contacto con la piel del mamifero picado, los tripomastigotes metaciclicos
penetran la lesién que deja la picadura o incluso la mucosa intacta (oral, nasal o conjuntival).
Es alli donde los tripomastigostes metaciclicos infectan varios tipos de células nucleadas y
se establecen en el citoplasma, donde se transforman en amastigotes y luego de un pequeiio

periodo se convierten nuevamente en tripomastigotes.
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Estos ultimos provocan la ruptura de células huésped para poder ser liberados en la
circulacion sanguinea y linfatica, para seguir invadiendo nuevas células hospederas en donde

se repetira su transformacion a amastigotes ''°,

Durante muchos afios se ha considerado que hay tres etapas basicas de desarrollo
de Trypanosoma cruzi: Epimastigote (Epi), Amastigote (Ama) y Trypomastigote
(Trypo). Epi y Ama pueden dividirse mientras que Trypo no se divide. Epi no son
infecciosos, mientras que Ama y Trypo pueden infectar las células huésped. Pero segun
investigaciones y datos tomados en conjunto, muestran que existen formas intermedias entre
epimastigotes y tripomastigotes en cultivos, asi como entre formas de amastigotes y
tripomastigotes dentro de las células (tanto in vitro como in vivo), y que son designadas

como “Epimastigotes de Transicion”, que son capaces de infectar células 2°.

Reconocer la existencia de esta etapa es de importancia practica para quienes trabajan con
T. cruzi. Esta situacion debe cambiarse buscando un cuidado especial con estos protozoos
para evitar la infeccidon cruzada en el laboratorio. Tomando en cuenta estas observaciones,

se ha propuesto un nuevo esquema para el ciclo de vida de T. cruzi %°.

Epidemiologia

Los estudios epidemioldgicos de la enfermedad de Chagas generalmente se dividen en areas
endémicas y no endémicas. Se estima que alrededor de 16 y 18 millones de personas en todo
el mundo estan infectadas por este parasito, y 50.000 mueren cada afio. Las regiones mas
endémicas del mundo se encuentran en América Latina. Sin embargo, muchos paises no
endémicos, como Estados Unidos, Canadd, Japon y algunos paises europeos, alin corren
riesgo de transmision debido a los diferentes patrones de migracion. Incluso se han reportado

casos de enfermedad de Chagas en el continente africano '

En 2010, segun las ultimas estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, cerca de 6
millones de personas en 21 paises de América Latina estaban infectadas con 7. cruzi, dos
tercios de ellas en el Cono Sur. Los paises con mayor numero de casos son Argentina, Brasil
y México, seguidos de Bolivia. Bolivia, Argentina y Paraguay son los paises con mayor

nimero de contagios por vectores, en cambio, por transmision vertical, Argentina, México
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y Colombia seran los paises con mayor numero estimado de contagios. A nivel mundial, el
13% de toda la poblacion latinoamericana esta en riesgo de contraer la enfermedad de

Chagas ',

Enfermedad de Chagas en el Ecuador

En Ecuador es dificil conocer la verdadera epidemiologia, impacto y tratamiento de esta
enfermedad. Una revision de los datos epidemioldgicos de la enfermedad de Chagas
publicados por el Subsistema de Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de Salud Publica
en 2013-2019 encontrdé una menor incidencia en mujeres de 20 a 49 afios. En el Ecuador se
han registrado 17 especies de triotominos. Triatoma dimidiata y Rhodnius ecuadoriensis son
los principales vectores de la enfermedad, con alta densidad en las provincias de Loja y

Manabi debido a su fuerte adaptabilidad y colonizacion en nuevos habitats .

Actualmente, segiin el Ministerio de Salud Publica de Ecuador, en la Gaceta Metaxénica;
enfermedades transmitidas por vectores, enfermedad de Chagas. Reposa la busqueda de
informacion que se limité en enero 2013 a diciembre 2019, para obtener informacion sobre
el estado actual de la enfermedad durante los ultimos siete afios. Se revisaron todos los
registros encontrados para la enfermedad de Chagas cronica y aguda, casos registrados y
analizados segun la edad e incidencia por provincias (Anexo 3), como resultado se obtuvo
439 casos confirmados. En los afios mencionados la proporcién de casos registrados es

mayor para Chagas crénico con 331 casos (75.40%), frente a Chagas agudo con 108 casos

(24.60%) 2122,

Manifestaciones Clinicas

La enfermedad se caracteriza por tres fases: aguda, indeterminada o latente y crénica. El

periodo de incubacion es de 7 a 14 dias.

Fase aguda

En esta fase, pueden ocurrir reacciones locales (chagoma de inoculacion o lipochagoma) en
el sitio de entrada del parasito y puede presentarse el signo de Romana (Anexo 4),

acompafiadas de un sindrome febril, adenopatias, hepatoesplenomegalia, exantema, anemia,
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dolor 6seo y muscular, y puede haber meningoencefalitis y miocarditis. Esta fase puede durar

seis a ocho semanas %°.

La muerte en la fase aguda es rara y ocurre principalmente por miocarditis o
meningoencefalitis, siendo mas frecuente en pacientes inmunodeprimidos o en etapas

tempranas de la vida 4.

Fase indeterminada

Asintomadtica o latente inicia a las 8 o 10 semanas después de la infeccion y dura de 10-50

afios, pudiendo permanecer en esta etapa el 60-70% de los pacientes 2.

Fase cronica

En esta fase, el pardsito permanece oculto y se multiplica principalmente en células de la
musculatura cardiaca y digestiva como forma amastigote. La infeccion puede ser reactivada

por otra enfermedad grave o por inmunosupresion severa por trasplante de 6rganos o SIDA?.

Los sintomas de la enfermedad de Chagas pueden aparecer de 10 a 30 afios después de la
exposicion en un 30-40% de los pacientes, con alteraciones que afectan mas cominmente al
corazon y al tracto gastrointestinal (megacolon y megaesdfago). De estos, un 10-30%
presentan afectacion cardiaca y un 5%-10% afectacion digestiva. También pueden ocurrir
cambios en el sistema nervioso (demencia) y, con el paso de los afios, la infeccion puede
conducir a la muerte subita o insuficiencia cardiaca a medida que el musculo cardiaco se

destruye gradualmente 3.

Las manifestaciones clinicas tipicas estdn relacionadas con la afectacion patologica del

corazon, es6fago, colon o una combinacidn, y se agrupan en tres formas:

e Cardiaca: es la forma mas grave y frecuente de la enfermedad de Chagas cronica
(20-30 %). Se caracteriza por anomalias del sistema de conduccion, bradiarritmias y
taquiarritmias, aneurismas apicales, insuficiencia cardiaca, tromboembolismo y

muerte subita **.e
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e Digestiva: el megaesofago, el megacolon o ambos se desarrollan en 10-15 % de los
pacientes con infeccion cronica. Los sintomas incluyen disfagia con odinofagia,
epigastralgia y desnutricion en casos graves (en relacion con megaesdfago). El
megacolon afecta el segmento sigmoide, recto o colon descendente, y produce
estrefiimiento, distension abdominal y obstruccion intestinal por fecaloma o vélvulo

sigmoideo **.

e Cardiodigestiva: consiste en la asociacion de cardiopatia con megaesdfago o
megacolon, o ambos. Generalmente, el desarrollo de megaesofago suele preceder a

la enfermedad cardiaca y del colon 2%,

Enfermedad de Chagas e inmunosupresion en fase cronica

La reactivacion de la enfermedad de Chagas durante la fase cronica (definida por la deteccion
de tripomastigotes en sangre periférica o en otros fluidos corporales) puede ocurrir en
situaciones de inmunosupresion. Esta situacion suele cursar una elevada parasitemia con
cuadros clinicos graves, como son la afectacion del sistema nervioso central o miocarditis,
y con menor frecuencia lesiones cutaneas (paniculitis y nddulos subcutaneos), peritonitis o
cervicitis. Estas graves condiciones ocurren principalmente en pacientes infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y receptores de trasplantes, tanto hematologico

como de 6rgano solido ',

Formas de transmision

Los parésitos pueden transmitirse por vias como: congénita, oral, transfusiéon de sangre,
trasplante de organos y por accidente laboral. La via oral es una forma importante de
transmision en el ciclo selvatico y posiblemente sea la mas antigua ya que es una via natural
para la infeccion de reservorios silvestre e inclusive reservorios domésticos. Sin embargo,
esta via de transmision en humanos no es la mas comin y ocurre de manera inapropiada a
través del consumo de frutas o alimentos contaminados, o por aspectos culturales asociados

con el consumo de carne cruda o poco cocinada '°.
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Transmision vectorial

La principal forma de transmision de 7. cruzi es la via vectorial, en la que los excrementos
de insectos vectores infectados pasan a través de una herida en la piel o las membranas
mucosas de los mamiferos. Esta via de transmision es responsable de mas del 80% de los

casos conocidos en areas endémicas .

Transmision congénita

La enfermedad de Chagas congénita se asocia con una alta morbilidad, que va desde bajo
peso al nacer hasta meningoencefalitis, miocarditis, anemia, trombocitopenia y sindrome de

dificultad respiratoria, lo que lleva a una alta mortalidad intrauterina y neonatal °.

La evidencia de un mayor riesgo de aborto espontdneo o parto prematuro en mujeres
infectadas por el VIH no es concluyente. Sin embargo, algunos estudios sugieren que la
infeccion materna cronica no afecta el resultado del embarazo ni la salud del recién nacido,
siempre que la madre no transmita el parasito al feto. Estos estudios muestran que cuando
un bebe estd infectado, existe un mayor riesgo de parto prematuro, bajo peso al nacer y
ruptura prematura de membranas, lo que puede estar relacionado con la inflamacién de la

placenta 2.

Las mujeres con enfermedad de Chagas pueden transmitir 7. cruzi durante embarazos
secuenciales. Por lo tanto, sin tratamiento, cada embarazo conlleva un riesgo de infeccion
congénita para el feto. Alta carga parasitaria materna y coinfeccion por el virus de la

inmunodeficiencia humana %’.

Transmision por trasplante de organos

El trasplante de drganos también es una posible via de transmision de 7. cruzi. Hoy en dia,
diversos grupos de especialistas en trasplantes extreman las medidas para detectar la

presencia de la enfermedad de Chagas y otras enfermedades antes de aceptar una donacién
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de organos. Sin embargo, las personas con enfermedad de Chagas pueden convertirse en

donante de 6rganos en algunos casos, por lo que debe evaluarse cada caso en particular 2%,

Transmision por transfusion de sangre

La transmision de 7. cruzi por medio de transfusiones de sangre sigue siendo el segundo
mecanismo de transmision mas comun. Hasta hace poco, este problema solo estaba presente
en América Latina, pero con la creciente migracion de pacientes con enfermedad de Chagas
a paises no endémicos, ha surgido un nuevo escenario global para este mecanismo de

transmision 2.

La infeccion de Chagas asociada a transfusiones de sangre se ha reducido, especialmente
mediante el control de los donantes de sangre en el Cono Sur, particularmente en Brasil,
Uruguay, Chile y varios paises de América Central y del Sur. Sin embargo, a pesar de esta
disminucidn, el tema sigue siendo un serio desafio. No se han implementado controles de
donacion en muchos paises endémicos y, lo que es mas preocupante, muchos paises no
endémicos han recibido miles de migrantes de areas endémicas portadores de la enfermedad
de Chagas. Estos paises no endémicos incluyen Estados Unidos, Espafia y otros paises de

Europa, Asia y Oceania *°.

El trasplante de 6rganos y las infecciones por transfusiones de sangre son un problema de
rapido crecimiento en las zonas urbanas endémicas. La recurrencia de infecciones latentes
es mas comun en personas inmunodeprimidas, incluidas las personas infectadas por VIH. Se
espera que en un futuro proximo la enfermedad sea eliminada mediante pruebas de banco de

sangre mas eficaces *°.

Transmision oral

La transmision oral de la enfermedad de Chagas se ha convertido en un problema debido a
los brotes informados en cuatro paises de América Latina. Aunque se han propuesto varios
mecanismos de transmision oral de la enfermedad de Chagas, los alimentos y bebidas
contaminados con las heces de los triatominos, que contienen tripomastigotes metaciclicos,

parece ser el vehiculo principal *'.
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Los aspectos mas importantes relacionados con la transmision oral de la enfermedad son los
siguientes: la ingestion de alimentos contaminados con las deyecciones , la ingestion de
carne cruda o mal cocida de mamiferos infestados, el consumo de sangre de animales
infectados que tendrian alguna funcion terapéutica segun creencias religiosas de grupos
indigenas, habitos primitivos de ingestion de triatominos y también por la contaminacion de

utensilios, y de menor frecuencia de forma accidental en el laboratorio 2.

Factores de riesgo

En el Sistema de Salud Publica de América Latina, la enfermedad de Chagas es un problema
muy importante. Esto se encuentra relacionado con factores socioecondmicos y
socioculturales que contribuyen a la aparicion de la enfermedad 2. Los factores de riesgo
pueden variar espacialmente entre regiones debido a la variacién en el comportamiento

humano y del vector, factores ecoldgicos y ambientales *.

Los factores que afectan el ciclo de transmision de la tripanosomiasis americana incluyen la
calidad de la vivienda y algunos materiales de construccion que favorecen las infestaciones
de triatominos tales como: grietas en paredes de barro o concreto, uniones entre ladrillos de
adobe, paredes de madera o cafa, techos hechos de palmeras y pisos de tierra, la presencia

de otros reservorios del parasito, arboles y otros habitats del vector.

Tener aves de corral en el interior también se ha asociado con la presencia de triatominos en
las viviendas humanas. Ademas, un nivel de conocimientos limitado de la enfermedad por

parte de los habitantes de las comunidades 4.

Los factores de riesgo para la transmision congénita de enfermedad de Chagas son los
siguientes: madres que viven o migran de areas endémicas, madres que viven o migran de
areas con alta tasa de transmision, antecedente de hermanos con infeccidon congénita, madre

con parasitemia detectable *°.

El riesgo estimado para las personas que viven en comunidades infectadas con estos insectos,

y el posterior desarrollo de la enfermedad de Chagas en humanos, han demostrado que los
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factores de riesgo identificados mas comunes son: vivir en areas rurales con estandares

socioecondmicos bajos y grandes poblaciones por hogar .

La contaminacion de los alimentos se produce por el contacto con las heces del vector
infectado, el aplastamiento accidental de insectos durante la preparacion de los alimentos o
la contaminacién de las secreciones anales. Los alimentos asociados con este tipo de
transmision son: jugo de cafia y jugos de frutas (guayaba y naranja), comida caseros como:
sopas, caldos, leche, agua y carne de caza. Varios estudios han confirmado que factores
como la temperatura y la humedad afectan la viabilidad de los parasitos en los productos
alimenticios. El parasito puede sobrevivir hasta 9 horas a 4°C e incluso 12 horas a 5°C, pero

no puede sobrevivir 2 horas a -20°C '°.

Prevencion

Intervenciones basadas en la comunidad

Ademas de la difusion, la educacion en salud publica y la comunicacién para generar
conciencia sobre la enfermedad de Chagas, también son importantes los esfuerzos
adicionales para intervenir en la comunidad a través de los sistemas de salud existentes. En
las areas de intervencion, la quimioterapia y el control de vectores han demostrado ser
esfuerzos efectivos para reducir la carga de la enfermedad. Las intervenciones basadas en la
comunidad, incluidos los mosquiteros tratados con insecticida, los aerosoles con insecticida,
la quimioprofilaxis y el tratamiento, son mas eficaces cuando se combinan con programas
de control de vectores. Es por ello que también se requiere un compromiso gubernamental

de alto nivel 3°.

Preparacion contra la propagacion mundial

Con la aceleracion de la globalizacion, es probable que la enfermedad de Chagas también
ocurra en paises no endémicos a través de casos importados. Se recomienda que los paises

no endémicos o con alto riesgo de casos importados establezcan sistemas y mecanismos de
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vigilancia y respuesta para monitorear y controlar la enfermedad de Chagas importada,

especialmente en 4reas con chinches hematdfagos °.

Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad de Chagas se centra en los agentes antiinfecciosos durante
la fase aguda de la enfermedad y el manejo de las complicaciones en una fase especifica.
Hay dos medicamentos antiparasitarios disponibles para tratar la enfermedad de Chagas:

benznidazol y nifurtimox 7.

Este tratamiento se recomienda utilizar para todas las
infecciones agudas, recurrentes o de transmision congénita, asi como para nifios con
infeccion cronica hasta los 18 afios, pero su uso estd contraindicado durante el embarazo
debido a los posibles efectos secundarios. Sin embargo, los tripanocidas pueden prevenir la

transmision congénita cuando las mujeres reciben tratamiento antes del embarazo’®.

Se recomienda que todas las personas diagnosticadas con infeccién aguda o congénita por
T. cruzi, aquellas con sistemas inmunoldgicos comprometidos y todos los nifios con
infeccidn cronica, reciban tratamiento antiparasitario con cualquiera de estos medicamentos.
Los adultos con infecciones cronicas también pueden beneficiarse del tratamiento, pero su
eficacia es controvertida; los tratamientos son opcionales para personas mayores de 50 afios.
También se ha demostrado que el tratamiento combinado aumenta la eficacia, reduce la tasa

de desarrollo de resistencia y reduce la toxicidad. *°.

Diagnéstico de Laboratorio

Para orientar el método diagnoéstico utilizado en esta enfermedad, es necesario determinar el
estadio clinico del paciente. En el periodo agudo, en donde existe una alta parasitemia, el
diagnostico se basa principalmente en los métodos directos, los cuales permiten identificar
al parasito en sangre o en LCR. Se prefiere el método de Strout, que tiene una sensibilidad

del 90-100% en esta fase.
En etapas posteriores (latente y cronica) por el contrario, se utilizan métodos indirectos, cuyo

proposito es la multiplicacion de los parésitos en el laboratorio, o serolégicos, que detectan

la presencia de anticuerpos (Ac). Estos ultimos también son importantes para el control
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postratamiento de la enfermedad. Entre los mas frecuentemente utilizados se encuentra la
prueba de Enzimoinmunoandlisis (ELISA), Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y

Hemaglutinacion Indirecta (HAI) “°.

Métodos de diagndstico para la fase aguda

En los recién nacidos, el diagnostico de la enfermedad de Chagas congénita puede
establecerse sobre la base del andlisis microscopico de la sangre del cordon umbilical,
pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa PCR y, en algunos paises, la transferencia

de antigenos excretados y secretados por tripomastigotes *!.

Debido a la patente parasitemia verificada en esta fase inicial, la microscopia convencional
(es decir, la visualizacion de tripomastigotes circulantes en frotis de sangre periférica o frotis
de capa leucocitica) sigue siendo el estandar de oro para el diagnostico, tanto en casos agudos

como en recién nacidos infectados congénitamente *2.

Los métodos Strout y
Microhematocrito (Figura 1), se recomiendan como opciones diagnosticas de primera linea
para casos sintomaticos que duran mas de 30 dias, en los que la poblacion parasitaria
disminuye con el tiempo. Las muestras de sangre deben revisarse dentro de las 24 horas, ya

que pueden detectar parasitos **.
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Figura 1.  Principales métodos de diagndstico directo de 7. cruzi.

Fuente: https://revistas.ujat.mx/index.php/kuxulkab/article/view/3850/3483
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Examen en fresco

El examen en fresco es rapido y sencillo, siendo mas sensible que el frotis coloreado. La
situacion ideal es la realizacion de la colecta con paciente febril y dentro de 30 dias del inicio

de sintomas *.

En el examen en fresco, los parésitos se deben buscar en sangre periférica, entre portaobjeto
y cubreobjeto, examinando la preparacion rapidamente antes de que se seque la gota de
sangre. Para obtener una monocapa de hematies, que permita observar al microscopio a
400X aumentos el movimiento de las formas parasitas. Si hay parasitos presentes, el

diagnostico se confirma y no se requieren mas pruebas +*.

Gota gruesa

Esta técnica permite la concentracion de la muestra de sangre. Se colocan 3 a 4 gotas de
sangre sin anticoagulante en un portaobjeto, para posteriormente tefiirse (Figura 2) y ser

observadas al microscopio, en busca de tripomastigotes de 7. cruzi *.

<L

ARIUREL y #

Figura 2. Formas tripomastigotas en forma de C en un frotis de sangre tefiido con Giemsa (1000
aumentos).
Fuente: https:/n9.cl/6eicO
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Microhematocrito

Se considera de eleccion para el diagnostico de la infeccion congénita, cuando se dispone de
poca cantidad de sangre. Se recoge la sangre, aproximadamente 50 uL, en tubos capilares
heparinizados o de microhematocrito (de 4 a 6 capilares). Se centrifuga en la microcentrifuga
y se observa al microscopio. En la interfase entre los hematies y el plasma se encuentra la
capa leucocitaria en la que se pueden observar los movimientos de los parasitos a 400

aumentos °.

Es un método de diagnostico por concentracion con sensibilidad entre 90- 100%. Se utiliza
ante una fuerte sospecha de caso agudo, por lo que es el primer método de eleccidon en casos

de Enfermedad de Chagas por transmision vertical *4,

Prueba de Strout

Este método consiste en concentrar los parasitos a partir de 3 mL de sangre recolectada sin
anticoagulantes y dejar el tubo a 37 °C por 2 h hasta que el codgulo se retraiga. Si hay
parasitos presentes migraran hacia fuera del codgulo. Luego se transfiere el suero a otro tubo
y tras varios ciclos de centrifugacion realizamos una observacion del sedimento en fresco o
bien después de realizar un frotis y tefiirlo con Giemsa. Al igual que para el microhematocrito

la sangre debe ser reciente y observada dentro de 4 - 8 horas posteriores a su obtencion °.

Métodos diagnosticos para la fase cronica

El diagnostico serologico en la enfermedad de Chagas se basa en la determinacion de
inmunoglobulinas IgG, aunque otras inmunoglobulinas como las IgM pueden ser detectadas

en fase aguda >.

La enfermedad de Chagas cronica, que sigue a la breve fase aguda y se caracteriza por bajos
niveles de parasitemia. En esta fase, la PCR ha sufrido de baja sensibilidad probablemente
debido a los bajos niveles sistémicos de tripomastigotes. Existe una variedad de plataformas

para detectar anticuerpos IgG basados en parasitos completos o antigenos recombinantes,
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incluidas pruebas disponibles comercialmente y desarrolladas en laboratorio. Estas
plataformas incluyen ensayos inmunocromatograficos, ensayos inmunofluorescentes,

hemaglutinacién indirecta, y ELISA *!.

El diagnostico se confirma al demostrar la respuesta inmunologica del huésped frente al
parésito; se debe obtener reactividad al menos en dos técnicas serologicas de distinto
principio; una de las pruebas consideradas de mayor sensibilidad como ELISA o IFIL. El
diagnostico de seropositividad se confirma con el resultado de ambas pruebas reactivas o no;
en caso de discordancia en los resultados, debera realizarse una tercera técnica > +’. La OMS
recomienda utilizar al menos dos pruebas diferentes para diagnosticar la infeccion. Pues
todas las pruebas seroldgicas tienen una alta sensibilidad y especificidad, pero consumen

mucho tiempo y exigentes *°.

En la actualidad existen varias pruebas de diagnoéstico rapido (Anexo 5), comercialmente
disponibles para el diagnostico de la enfermedad de Chagas cronica. Estos fueron
desarrollados para ser utilizados como diagnosticos en entornos altamente endémicos que

carecen de los recursos de laboratorio apropiados *’.

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

En este método toman como antigenos (Ag), fragmentos del parasito para desencadenar un
complejo Ag-Ac y asi detectar anticuerpos IgG marcados con una enzima *°. Se basa en la
reaccion de los anticuerpos de la muestra con el antigeno unido a la superficie de
poliestireno. Las inmunoglobulinas no reaccionan con el antigeno son eliminadas en el
proceso de lavado. En un paso posterior la globulina anti-humana reacciona con el complejo
antigeno - anticuerpo, y la que no se une es eliminada por los lavados; la unida reacciona
con el sustrato (TMB), para dar una reaccion coloreada azul, que cambia a amarillo tras la

adicion de la solucion de parada *° (Anexo 6).

Esta técnica requiere laboratorios equipados, personal capacitado y no estan disponibles en

regiones distantes %,
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Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se basa en la deteccion de anticuerpos que se unen a un antigeno de Trypanosoma cruzi
fijado en una lamina, formando un complejo Ag-Ac con anti-IgG marcados con fluoresceina
%0 Es una prueba sencilla y especifica que ha reemplazado a la clasica reaccion de fijacion
del complemento. Se preparan placas de vidrio con pocillos a las que se le adhieren
epimastigotes de 7. cruzi (parasito completo) obtenidas de cultivo. Si el suero del paciente
tiene anticuerpos, se produce una reaccion antigenoanticuerpo, la que se detecta con la
adicion de un segundo anticuerpo marcado con sustancias fluorescentes. Esta reaccion se

observa posteriormente en un microscopio de fluorescencia #*.

En algunas ocasiones muestran reacciones cruzadas con infecciones por otros protozoarios
como los del género Leishmania. Estas reacciones se pueden eliminar por procedimientos
de absorcion selectiva. La prueba para anticuerpos IgM esté indicada en recién nacidos con
posibles infecciones congénitas y para el estudio de infecciones recientes en cualquier
paciente. La Inmunofluorescencia Indirecta se usa como prueba confirmatoria de infeccion
por T. cruzi, cuando la prueba de ELISA o hemaglutinacion estan positivas, especialmente

en los estudios de bancos de sangre **.

Hemaglutinacion Indirecta (HAI)

Se inhibe la aglutinacion de globulos rojos sensibilizados con antigeno del parésito, en
presencia de un suero que contenga anticuerpos contra el mismo. Para confirmar el

diagnostico deben haber dos pruebas seroldgicas con un principio diferente positivas *°.

Se utilizan globulos rojos tamizados a los cuales se les adhiere un antigeno con polisacéaridos
o glicoproteinas. El micro método semicuantitativo se utiliza como prueba inicial de
seleccion en grupos grandes de personas. La sensibilidad es mayor en la fase cronicas que

en la aguda y la especificidad se considera buena *-3°.
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Métodos Parasitologicos y de Biologia Molecular

Xenodiagnostico

En este método se utilizan triatominos adultos que no estan infectados con el parasito, para
posteriormente, inducir a que succionen la sangre del paciente al cual se le realizara el
diagnostico y que se sugiere puede estar infectado. Después de 30, 60 y 90 dias se recolecta

la orina y las heces de los insectos para buscar formas de tripomastigotes en movimiento °.

Cultivo in vitro

Tiene como objetivo conseguir la multiplicacion de las formas parasitas presentes en la
sangre del paciente. El aislamiento de parasito mediante xenodiagndstico y cultivo, ademas
de confirmar la infeccion son de utilidad para la obtencion de cepas y realizacion de estudios

de variabilidad genética entre poblaciones del parasito >.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En este tipo de diagnostico se busca la presencia del acido desoxirribonucleico (ADN) del
parasito. La técnica se realiza tomando una muestra de sangre del paciente o a partir
del tejido del cual se tenga la sospecha de infeccidon; a esta muestra se le realiza
una extraccion de ADN total, y posteriormente, mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y empleando oligonucledtidos especificos para algin
gen del parésito, se genera una cantidad exponencial de copias del ADN del parasito,
por lo que una cantidad pequefia del mismo en la sangre del paciente, puede evidenciar

su presencia >’

Las pruebas de PCR utilizan iniciadores, cebadores o primers para delimitar la amplificacion
de un segmento determinado del ADN utilizando una ADN polimerasa termorresistente. El
resultado de la prueba es la amplificacion de un fragmento de ADN especifico, de tamafio
conocido, detectado a través de la electroforesis en geles de agarosa donde es visualizado

como una banda discreta mediante la fluorescencia a la luz UV (Figura 3), luego del
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tratamiento del gel con compuestos fluorescentes intercaladores de ADN seguido por un

registro fotografico '
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Figura 3. Diagndstico molecular por PCR de T. cruzi; 1) toma de muestra sanguinea; 2) aislamiento
del ADN total; 3) generacion de copias de ADN especificas del parasito; 4-5) analisis de los resultados
mediante electroforesis usando muestras de referencia (positivas y negativas).

Fuente: https://revistas.ujat.mx/index.php/kuxulkab/article/view/3850/3483

El diagnéstico clinico molecular de la enfermedad de Chagas es importante para el
diagnodstico precoz de la transmision congénita en recién nacidos cuando la presencia de
anticuerpos maternos anti-7. cruzi puede dar resultados falsos positivos y la observacion
microscopica carece de sensibilidad, diagndstico de infecciones orales, deteccion temprana
de infeccion en receptores de Organos de donantes, seguimiento de la reactivacion en
pacientes con infeccion cronica inmune suprimida, trasplante o SIDA y evaluacion de la

respuesta al tratamiento !

La PCR ha demostrado ser muy util en los casos con alta parasitemia debido al

comportamiento del parasito, en la fase cronica. Actualmente, la mayor utilidad de la PCR
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en la fase crénica radica en el seguimiento de los pacientes tratados. Un resultado positivo

de PCR es el mejor marcador de fracaso terapéutico >'.
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CAPITULO III.

METODOLOGIA

Descriptiva: esta investigacion fue de tipo descriptivo donde se investig6 la caracterizacion
clinica, asi como las técnicas de laboratorio para el diagndstico de Trypanosoma cruzi'y de

acuerdo a la informacién obtenida se hara una descripcion de dichos procesos.

Diseiio Documental no experimental: segin el disefio es de tipo documental-no
experimental porque no se manipul6 las variables de investigacion y ademas la busqueda de
informacion comprende la utilizacion de analisis de libros, revisiones de articulos cientificos,
revistas, entre otros. Ademads, se realizd una breve exploracion de documentos e informes
emitidos por el Ministerio de Salud Publica lo cual permitio tener una vision mucho mas

profunda del tema tratado.

Corte transversal: este tipo de investigacion tuvo un corte transversal porque se realizd en

un momento y tiempo determinado obteniendo un solo bloque de resultados.

Cronologia retrospectiva: segiin la cronologia de los hechos es retrospectiva donde el
inicio del estudio es posterior a los hechos estudiados y la informacion esta recolectada por

medio de libros, revistas y articulos cientificos.

Poblacion: la poblacion de estudio que se utilizd en esta investigacion fueron 78 fuentes
primarias y secundarias, con publicaciones que se aborde el tema de caracterizacion clinica
y técnicas de laboratorio para el diagndstico de Trypanosoma cruzi en Latinoamérica,
publicadas en revistas como: Scielo (17), Pubmed (26), Elsevier (12), Medigraphic (8),
Springer (3), Inspilip (1), ScienceDirect (2), Recimundo (1), Google académico (6),
divulgados durante el periodo comprendido entre el afio 2013 y 2022, ademas se incluyeron

paginas web de la OMS (1) y OPS (1).

Muestra: para la seleccion de la muestra se escogieron 51 fuentes de informacion registradas
en las siguientes bases de datos: Scielo (8), PubMed (20), Elsevier (2), Recimundo (1),
Inspilip (1), ScienceDirect (1), Google académico (6), Medigraphic (2), Springer (1) y

paginas web de la OMS (1) y OPS (1) mediante el cual se selecciond articulos cientificos de
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alto impacto y tengan relacion con el tema. Seleccion que se realizd6 tomando en

consideracion los criterios de inclusion y exclusion siguientes.

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

e Informacién de estudios con fecha de publicacion desde el afio 2013 al 2022.

e Definiciones que se mantengan vigentes hasta la actualidad obtenidas de articulos, libros
y revistas digitales sobre la caracterizacion morfologica del parasito.

e Busquedas en bases de datos confiables y certificados en idiomas inglés y espafiol.

e Articulos cientificos que incluyan pacientes con la enfermedad de Chagas.

e Articulos cientificos que incluyan estudios de laboratorio para el diagndstico de 7. cruzi

Criterios de exclusion

e Articulos con informacion de estudios con mas de diez afios de publicacion.

e Articulos duplicados, mal documentados e incompletos.

e Articulos sin autoria.

e Articulos con datos que no contengan informacion referente al tema de estudio.
e Articulos cientificos que no incluyen técnicas ni informacion referente al tema.

e Articulos que no aporten a los objetivos de la investigacion.
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CAPITULO 1V.

RESULTADOS Y DISCUSION

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria, sistémica, cronica, transmitida por
vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, con una firme vinculacién con
aspectos socio-econdmico-culturales deficitarios, considerandola como una enfermedad
desatendida. Los factores de riesgo pueden variar espacialmente entre regiones debido a la

variacion en el comportamiento humano, vector, ecologia y los factores ambientales.

Para el diagnostico de laboratorio se debe identificar primero en qué fase clinica se encuentra
el paciente. En la fase aguda se basa principalmente en métodos directos como: la
microscopia convencional, Método de Strout y Microhematocrito. Por otro lado, en la fase
crénica se utiliza métodos indirectos entre los mas frecuentemente se encuentra la prueba de

ELISA, Inmunofluorescencia Indirecta (IF1) y Hemaglutinacion Indirecta (HAI).

Se evaluaron las diferentes bibliografias y se seleccion6 48 articulos los cuales representa el
94 % que se trabajé para la elaboracion de las tablas. De los articulos seleccionados 12
mencionan las técnicas directas e indirectas utilizadas de acuerdo a la fase que se encuentra
el paciente, tomando en cuenta que 8 articulos mencionan las técnicas, pero no detallan el

procedimiento.
En los factores de riesgo para la transmision de 7. cruzi se selecciond 11 articulos con

informacion util, que cumple con el primer objetivo. Posteriormente se utilizo 7 articulos

que sefialan las manifestaciones clinicas tanto en la fase aguda como en la fase cronica.
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Tabla 1. Factores de transmision

Autores

Formas de transmision

Vectorial

énita

4

Cong

Oral

o7

Transfusion

de sangre

Trasplante de

4

organos

Factores de Riesgo

Rojo, et al ®

b

b

b

b

Consumo de alimentos
contaminados

Factores ambientes y sociales
Madre infectada a hijo
Trasplante de 6rganos
Accidentes de laboratorio.

Diaz, et al '°.

Ingestion de alimentos
contaminados: jugo de cafa y
de frutas (guayaba y naranja),
comida casera.

Factores como la temperatura

y humedad.

Cazorla '°,

Contaminacion de alimentos
(jugos, hortalizas, frutas, vinos
de palma) o ingestion de
carnes crudas de reservorios
animales.

Salazar, et al
19

Contaminacion de alimentos
Calidad de las viviendas, el
material de las paredes y los
techos.

La presencia de arboles y
otros habitats del vector.
Nivel bajo de conocimiento de
la enfermedad.

Morales, et al
21

Alimentos contaminados por
heces del vector.

Accidentes de laboratorio.
Manejo de cadaveres de
animales infectados.

Touriz, et al
22

Alimentos contaminados
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Factores econdmicos sociales
que incluyen la vivienda,
habitos de poblacion.
Antecedentes de viajes a zonas
endémicas.

Mujeres embarazadas
provenientes de areas de
riesgo.

Factores bioclimaticos

Sanchez, et al
34

Materiales de construccion de
viviendas: grietas en paredes
de barro o concreto, uniones
entre ladrillos de adobe,
paredes de madera o -caia,
techos hechos de palmeras y
pisos de tierra.

Consumo de frutas frescas y
cafia de azucar.

Viajes a lugares endémicos.

Newton, et al
35

Contacto con las heces del
vector.

Ingestion de alimentos
contaminados con el parasito.
Personas que viven en
comunidades endémicas.
Nivel socioecondémico bajo.
Mayor nimero de personas por
vivienda.

Lui, et al *.

Consumo de alimentos
contaminados.

Factores climaticos y
ambientales

Accidentes de laboratorio

Pinto, et al 4.

Alimentos contaminados con
heces del parésito.

Ingestion de leche materna de
madre con diagnostico de
Enfermedad de Chagas Aguda.
Ingestion de carne cruda o mal
cocida de mamiferos
infectados.
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e Consumo de sangre de
animales infectados como
funciéon terapéutica, segun
grupos indigenas de Ia

Amazonia.
Fuentes, et al | x X X X X e Ingestion accidental de
45 alimentos o insectos
contaminados.

Discusion

Salazar et al.’®

menciona que la principal via de transmision es la vectorial, en la que
interactian el parasito, el vector y el ser humano, ademas desempena un papel importante,
un conjunto de condiciones ambientales y sociales que permiten este encuentro. Sin
embargo, se han descrito otras formas de transmision, entre las que se encuentran la
transfusional, congénita, por trasplante de oOrganos, accidentes laborales y, mas
recientemente, la controversial transmision oral.

Al igual que Morales et al.?!

concuerda que los alimentos contaminados por heces del vector,
accidentes de laboratorio o manejo de cadaveres de animales infectados sin proteccion son

factores de alto riesgo.

Fuentes et al.> menciona que existen condiciones para que la transmision vectorial se
produzca en 2/3 del territorio seguida de transfusion, trasplante de 6rganos, transmision
materna y transmision oral, este tltimo mecanismo ha ganado atencion recientemente debido

a la ingestion accidental de alimentos o insectos contaminados con 7. cruzi.

1.15 1.16

Diaz et al."” y Cazorla et al.’® sefialan que comtinmente los factores de riesgo de transmision

son por ingestion de alimentos contaminados: jugo de cafia y de frutas (guayaba y naranja),

carnes crudas, comida casera. Seglin Lui et al.¢

otros factores que intervienen para la
transmision de la enfermedad de Chagas son la temperatura y humedad, es decir factores

climaticos y ambientales.

1_22 1_34

Touriz, et al.”” y Sanchez et al.”* coinciden en sus estudios que los factores de riesgos se dan

por la transmision vectorial, congénita, oral, por transfusiones de sangre y trasplante de
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organos. Tomando en cuenta que los dos autores concuerdan que los factores de alto riesgo
se dan por un nivel econémico social bajo, incluyendo los materiales de construccion de
viviendas como: grietas en paredes de barro o concreto, uniones entre ladrillos de adobe,
paredes de madera o cafia, techos hechos de palmeras y pisos de tierra, y habitos de
poblacion. Por otro lado, afiade antecedentes de viajes a zonas endémicas.

1.2 y Newton et al.*® afirman que las migraciones humanas no controladas,

Segun Pinto et a
degradacion ambiental, alteraciones climaticas, mayor concentracion de la poblacion en
areas urbanas y precariedad de las condiciones socioecondmicas (habitacion, educacion,
alcantarillado, renta, entre otras) se insertan como determinantes y condicionantes sociales

para la transmision de 7. cruzi al hombre.

De la investigacion realizada acerca de los factores de transmision de la enfermedad de
Chagas, se concluye que las principales vias de transmision son: vectorial, congénita,
transfusion de sangre, trasplante de organos y, mas recientemente, la controversial
transmision oral, donde se destaca los factores de riesgo que pueden variar entre regiones

debido al comportamiento humano, vector, ecologia y los factores ambientales.

Ademas, dentro de los factores que intervienen en el ciclo de transmision de 7. cruzi se
encuentran: vivir en lugares endémicos, ingesta de alimentos contaminados, calidad de las
viviendas, ciertos materiales de construccioén (paredes de barro o concreto, uniones entre
ladrillos de adobe, paredes de madera o cafa, techos de palmeras y pisos de tierra), la
presencia de otros reservorios del parasito, otros habitats del vector, nivel socioeconémico
bajo, mayor numero de personas por vivienda, nivel de conocimientos limitado de la
enfermedad por parte de los habitantes de las comunidades, realizar viajes a lugares

endémicos y ocasionalmente accidentes de Laboratorio.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas segun las fases de enfermedad de Chagas

Manifestaciones clinicas
Fase Aguda Fase Cronica
w2
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Pérez, etal ' | x X X X X X X X X
Roca, et al 2. X X X X X X X X
Riera 3. X X X X X X X X X X
Brooks, et al | x X X X X X
4
Bern . X X X X X X X X
Salazar, et al X X X X
9
Calvopina, et | x X X X X X X X
al 10,
Maxfield, et| x X X X X X X
al 2.
Murcia, et al | x X X X X X X
18
Murillo 2. X X X X X X X X X
Cevallos, et al X X X X X
26

Discusion

Molina et a

1‘14

menciona que la enfermedad de Chagas se divide en fase aguda y fase cronica.

Se considera fase aguda desde la infeccidbn hasta que la parasitemia detectada
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microscopicamente es negativa. La clinica se inicia entre 7 y 10 dias tras la infeccion por
T.cruzi, y consiste normalmente en sintomas leves e inespecificos como fiebre, malestar

general, hepatoesplenomegalia.

En contadas ocasiones puede aparecer, un nédulo cutdneo (chagoma) o un edema palpebral
prolongado e indoloro (signo de Romafia) que pueden indicar el lugar de la inoculacion lo
cual concuerda con Murillo.”* pero el autor sefala que ademis puede haber

meningoencefalitis y miocarditis (con insuficiencia cardiaca).

Riera.® también redacta los sintomas de la fase aguda similares a los mencionados
anteriormente pero ademds que en un 5 -10 % de los casos sintomaticos se puede producir
la muerte en la fase aguda. Esto va relacionado con Bern.® pues sefiala que la fase aguda es
grave y potencialmente mortal debido a meningoencefalitis o miocarditis que se puede

presentar. En cambio, Colvopina et al.!°

afirman que la muerte en la fase aguda es
extremadamente rara siendo mas frecuente en pacientes inmunodeprimidos o en etapas

tempranas de la vida y, en algunos casos, debido a insuficiencia renal aguda.

Salazar et al.” los nifios menores de 10 afios son los més afectados, aproximadamente el 75%
presenta signos y sintomas relacionados con la via de entrada del parésito. Segun Roca et
al.? la mayoria de los recién nacidos con enfermedad de Chagas adquirida por transmision
congénita permanecen asintomaticos. Cuando aparecen, las manifestaciones y cuadros
clinicos mas importantes son hepatoesplenomegalia, hepatitis, sepsis, meningitis,

miocarditis o anemia hemolitica, pudiendo ser ocasionalmente causa de muerte.

Seglin Roca et al.? y Brooks et al.* Aproximadamente un 20-30% de los pacientes, entre 10
y 20 afios después de la primoinfeccion, evolucionan lentamente hacia una fase cronica
sintomatica que cursa con disfunciéon autondmica, micro inflamaciones y fibrosis,
produciendo lesiones irreversibles en los 6rganos diana (corazén, esdfago, colon y sistema
nervioso periférico).

1.'® afirman que aproximadamente el 30-40% de

Por el contrario, Pérez et al.! y Murcia et a
los pacientes con infeccion cronica pueden desarrollar afectacion de 6rganos 10-30 afios

después de la infeccion aguda y pueden ser de diferente gravedad, afectando a diferentes
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organos, principalmente corazon y sistema digestivo. De forma menos frecuente causa

encefalitis, siendo mas comun en inmunodeprimidos.

Por otro lado, Maxfield, et al.!? afirma que la etapa mas devastadora de la enfermedad es la
etapa cronica, hasta un tercio de los pacientes con enfermedad de Chagas progresan a esta
etapa que presenta anomalias en la conduccidn cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva

dilatada o eventos tromboembolicos.

Por otro lado, Cevallos et al.?¢ habla sobre la enfermedad de Chagas en el embarazo y
transmision congénita en el cual menciona que, en casos severos en la fase cronica por
transmision congénita, uno o mas organos pueden verse afectados, mas cominmente el
cerebro (meningoencefalitis que puede estar asociada con microencefalia) y/o el corazon
(miocarditis aguda con cardiomegalia y arritmias). También pueden ocurrir purpura y
edema. Ademas, que las alteraciones hematologicas mas frecuentes son la anemia y la

trombocitopenia.

De la informacion que se obtuvo durante la investigacion, sobre las caracteristicas clinicas
que presentan los pacientes tanto en la fase aguda y cronica son importantes en la seleccion
de las técnicas de laboratorio para el diagndstico de la enfermedad de Chagas. En la fase
aguda, las principales caracteristicas clinicas son: lesion cutdnea indurada (chagoma) o
edema palpebral (signo de Romana), fiebre, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia,

anemia, escalos frios y en algunos casos miocarditis o meningoencefalitis.
En cambio, en la fase cronica, las caracteristicas clinicas son: inflamaciones y fibrosis,

produciendo lesiones irreversibles en los drganos diana (corazon, es6fago, colon y sistema

nervioso periférico).
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Tabla 3. Técnicas de laboratorio utilizadas para el diagnostico de Trypanosoma cruzi en la

fase aguda
Autores Técnica Poblacion o muestra | Detalles de la técnica
Parasitologica realizada
Pérez, et al '. | Frotis El autor no detalla la | El autor no detalla el
Examen en fresco poblacion o muestra | procedimiento de la
Microhematocrito (revision bibliografica). | técnica utilizada.
Meétodo Strout
Riera °. Examen en fresco El autor no detalla la | El autor no detalla el
Microhematocrito poblacion o muestra | procedimiento de la
Método Strout (revision bibliografica). | técnica utilizada.
Xenodiagnostico
Bern ©. Frotis El autor no detalla la | El autor no detalla el
Cultivo poblacion o muestra | procedimiento de la
(revision bibliografica). | técnica utilizada.
Calvopina, et | Frotis Caso clinico: un | Se identifico T. cruzi
al 1°, paciente de 38 afios. en frotis de sangre.
Ecuador estiman wuna | Se realizaron pruebas
prevalencia general de | seroldgicas para anti-
infeccion porT. | T. cruzi 1gG e IgM
cruzide 1,38% de la | (Chagatest ELISA
poblacion general. recombinante,
Version 3.0. Wiener-
Argentina) que fueron
negativas.
Edwards, et al | Frotis El autor no detalla la | ElI autor no detalla el
27, poblacion o muestra | procedimiento de la
(revision bibliografica). | técnica utilizada.
Alarcén, et al | Frotis 249  casos (73,5% | El diagnoéstico

31

nifios) 'y 4% de

mortalidad.

presuntivo se realiz6

en frotis tenidos. El
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diagnostico seroldgico
simultdneo basado en
la deteccion de IgG e
IgM por ELISA ha
sido la herramienta

mas efectiva y se ha

utilizado como un
primer enfoque de
deteccion para

identificar individuos

infectados.

Ahmad, et al
30

Frotis

Xenodiagnostico

El autor no detalla la
poblacién o muestra

(revision bibliografica).

El autor no detalla el
procedimiento de la

técnica utilizada

Sanabria 4.

Método de Strout

El autor no detalla la
poblacién o muestra

(revision bibliografica).

Para esta técnica, se
toma una muestra de
sangre de 5 ml (1 ml
en menores de 1 afio)
sin  anticoagulante,
luego se centrifuga el
suero para obtener una
mayor concentracion
de los parasitos y

poder observarlos.

Salazar, et al
44

Examen en fresco
Gota gruesa

Prueba de Strout

El autor no detalla la
poblaciéon o muestra

(revision bibliografica).

El autor no detalla el
procedimiento de la

técnica utilizada.

Lopez, et al *.

Examen en fresco
Xenodiagnoéstico
Gota gruesa

Prueba de Strout

El autor no detalla la
poblacion o muestra

(revision bibliografica).

Xenodiagnostico: se
utilizan  ninfas o
vectores adultos que
no estan infectados
con el parésito, para

posteriormente,
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inducir a que
succionen la sangre
del paciente al cual se
le realizara el
diagnoéstico y que se
sugiere puede estar
infectado. Después de
30, 60 y 90 dias se
recolecta la orina y las
heces de los insectos
para buscar formas de
tripomastigotes en
movimiento.

Gota  gruesa: se
utilizan
aproximadamente
tres gotas de sangre,
con la cual, se realiza
un barrido o frotis
sobre un portaobjetos
para fijar la muestra y,
posteriormente, se
realiza una tincidén
para poder observar
los parasitos a 400 y
1,000 aumentos en un
microscopio.

Prueba de Strout:
consiste en concentrar
los parésitos a partir
de tres mililitros de
sangre en un tubo sin

anticoagulante y dejar
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incubar por dos horas
a 37° C hasta que se
forme el codgulo. Si
hay parasitos, estos
migraran fuera del
coagulo y se
recolectan en otro
tubo  para  poder
realizar varios ciclos
de centrifugacion
hasta  formar un
sedimento.  Con el
sedimento se realiza
un frotis y se procede
a una tincion de los
parasitos, la muestra
se observa a 40 y

1,000 aumentos.

Discusion

Riera.® afirma que el criterio para utilizar uno u otro test diagndstico se basa en el
conocimiento o sospecha respecto a que fase de la infeccion presenta el paciente. Durante la
fase aguda los parésitos circulantes son abundantes y los métodos parasitoldgicos son los
mas adecuados para detectar la presencia de 7.cruzi en muestras de sangre. Al igual que
Bern.® confirma que los parasitos también se pueden visualizar en frotis de sangre tefiidos
con Giemsa u otras tinciones y se pueden cultivar con el uso de hemocultivo en un medio

especializado.
En cambio, Sanabria.*’ menciona que, en el periodo agudo, en donde hay una alta

parasitemia, se prefiere utilizar el método de Strout, que tiene una sensibilidad del 90-100%

en esta fase.
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Calvopina et al.'” por medio de un caso clinico indica que un hombre de 38 afios de un 4rea
subtropical de la cordillera de los Andes de Ecuador fue hospitalizado después de 3 semanas
de evoluciodn con fiebre alta, escalofrios y malestar, para su diagnostico se realizé el examen
microscopico de frotis gruesos y delgados de sangre periférica donde se confirmé la
presencia de 7. cruzi. Ademas, se realizaron pruebas serologicas para anti- 7. cruzi 1gG e

IgM (Chagatest ELISA recombinante, Version 3.0. Wiener-Argentina) que fueron negativas.

Edwards et al.?’ establece que la evaluacion de sospecha de enfermedad de Chagas congénita
debe realizarse lo antes posible. Después del nacimiento del recién nacido de las madres con
prueba seroldgica positiva o enfermedad de Chagas confirmada se requiere pruebas
serologicas de sangre materna, si no se realizaron durante el embarazo. El diagnostico se
basa en la deteccion de tripomastigotes moviles mediante examen microscopico en sangre
entera fresca anticoagulada o capa leucocitaria, sangre tefiida con Giemsa.

Alarcon et al.?!

afirma que la enfermedad de Chagas de transmision oral se ha convertido en
motivo de preocupacion debido a los brotes informados en cuatro paises de América Latina.
La ausencia de contacto con el vector y de los tradicionales signos cutaneos y de Romaiia,
junto con un florido espectro de manifestaciones clinicas durante la fase aguda, confunden
el diagnostico de la enfermedad de Chagas de transmision oral con otras enfermedades
infecciosas. La deteccion simultanea de IgG e IgM por ELISA y la busqueda de parasitos en

todos los individuos de riesgo han sido valiosas herramientas.

Lopez. > testifica que existen varias formas de realizar el diagndstico de la enfermedad y el
método utilizado depende de la fase clinica del padecimiento. Los métodos de evaluacion
pueden ser clasificados en directos (deteccion del parasito o moléculas propias) e indirectos

(deteccion de anticuerpos contra el parasito).

En la fase aguda donde hay una alta parasitemia, las técnicas de laboratorio utilizadas para
el diagnodstico de Trypanosoma cruzi, se basa principalmente en los métodos directos, los
cuales permiten identificar tripomastigotes en sangre periférica o en la capa leucocitica, asi

como la caracterizacion morfologica de 7. cruzi.
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Dentro de los métodos tenemos examen en fresco, gota gruesa, microhematocrito,
xenodiagnodstico, método de Strout, y cultivo que tiene una sensibilidad del 90-100% en esta

fase.

Como mencionamos, en la etapa aguda hay una gran cantidad de parasitos circulando por el
torrente sanguineo y resultan facilmente detectables por métodos parasitoldgicos directos.
Estos ultimos, que pueden ser realizados en laboratorios de relativamente baja complejidad,
implican la obtencion de una muestra de sangre, su extension en un portaobjetos y la
visualizacion en el microscopio (métodos de Gota fresca, micrométodos o Strout). En casos
de personas con sintomas neurologicos, puede detectarse también la presencia de parasitos

en liquido cefalorraquideo.

Si el resultado es negativo, un triatomino criado en laboratorio puede ser alimentado con el
paciente; mas tarde se diseca y se examina en busca de la presencia de parasitos,
procedimiento conocido como xenodiagnostico. Otro método consiste en el cultivo de la

sangre en diversos medios artificiales o en animales de experimentacion.
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Tabla 4: Pruebas de laboratorio utilizadas para el diagnéstico de Trypanosoma cruzi en la

fase Cronica

provincias

Se

tres
endémicas.
incluyeron un total
de 1518 mujeres
embarazadas de 13

a 46 anos.

Autores Técnicas Poblacion o Detalles de la
" - muestra técnica realizada
£ E
: :
@ =

Pérez, et al '. | Inmunofluorescencia | PCR | El autor no detalla | El autor no detalla
indirecta (IFI) la  poblacion o |el procedimiento
Hemoaglutinacion muestra (revision | de  la  técnica
indirecta (HAI) bibliografica) utilizada.

Ensayos
Inmunoenzimaticos
(ELISA)

Riera 3. Inmunofluorescencia | PCR | El autor no detalla | El autor no detalla
indirecta (IFI) la  poblacion o |el procedimiento
Hemoaglutinacion muestra (revision | de  la  técnica
indirecta (HAI) bibliografica) utilizada.

Ensayos
inmunoenzimaticos
(ELISA)

Castellano, et | Ensayos Participaron en el | El autor no detalla

al 38, inmunoenzimaticos estudio un total de | el procedimiento
(ELISA) 23establecimientos | de  la  técnica
Inmunofluorescencia de salud de 23| utilizada.
indirecta (IFI) municipios de las
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Sanabria *°. | Inmunofluorescencia El autor no detalla | El autor no detalla
indirecta (IFI) la  poblacion o |el procedimiento
Hemoaglutinacion muestra (revision | de  la  técnica
indirecta (HAI) bibliografica) utilizada
Ensayos
inmunoenzimaticos
(ELISA)

Hochberg, et | Inmunofluorescencia El autor no detalla | Diagnostico de la

al 41, indirecta (IFI) la  poblacion o | enfermedad de
Hemoaglutinacion muestra (revision | Chagas disponible
indirecta (HAI) bibliografica) en los Estados
Ensayos Unidos, incluidos
Inmunoenzimaticos los ensayos
(ELISA) utilizados para la

enfermedad de
Chagas aguda y
cronica.

Salazar, et al | Inmunofluorescencia | PCR | El autor no detalla | EI autor no detalla

M, indirecta (IFI) la  poblacion o |el procedimiento
Hemoaglutinacion muestra (revision | de  la  técnica
indirecta (HAI) bibliografica) utilizada
Ensayos
inmunoenzimaticos
(ELISA)

Silgado, et al | Ensayos 162 muestras | La deteccion de

46, inmunoenzimaticos emparejadas de | anticuerpos
(ELISA) sangre entera Yy |contral. cruzien

suero almacenadas
de inmigrantes
latinoamericanos y
25 muestras de
sangre de control

negativo.

muestras de sangre
seca muestra una
mayor sensibilidad
cuando se utiliza E-
CLIA en

comparacion  con
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ELISA. Trypanoso
ma Detect™ es
mas facil de usar,
pero tiene una

menor sensibilidad.

Lozano, et al
47

Ensayos
Inmunoenzimaticos

(ELISA)

El tamafio de
muestra necesario

fue de 680 sujetos.

La concordancia
entre las dos PDR
principales fue del
93,1%. En
comparacion con el
algoritmo ELISA,
el uso combinado
de las PDR
proporcion6  una
sensibilidad del
97,7 % 'y una
especificidad  del
96,1 %. Estos
resultados

respaldan el uso de
las PDR para el
diagnostico de la
enfermedad de
Chagas cronica en

la region estudiada.

Egiiez, et al
48

Ensayos
inmunoenzimaticos
(ELISA)
Hemoaglutinacion

indirecta (HAI)

342 muestras (223
mujeres y 119

hombres)

En este estudio, se

utilizaron en
paralelo dos
pruebas  rapidas

utilizando muestras
de sangre
completa. Chagas
Stat-Pak y Chagas
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Detect Plus que
luego fueron
validados por
comparacion  con
tres pruebas

convencionales que

arrojaron una
sensibilidad del
100 % y 99.
Lopez, et al | Ensayos PCR | El autor no detalla | Las pruebas
50, Inmunoenzimaticos la  poblaciéon o | serologicas son
(ELISA) muestra (revision | muy sensibles y
Inmunofluorescencia bibliografica) solo
indirecta (IFI) determinan la
presencia de

anticuerpos anti-7.
cruzi, los  cuales
podrian  ser el
resultado de una
memoria

inmunologica.

Discusion

Lépez et al.>°

establece que, en la fase cronica de la enfermedad de Chagas, la sensibilidad
de los métodos directos se reduce notoriamente debido a la escasa parasitemia en sangre; sin
embargo, los niveles de anticuerpos contra el parasito se elevan de forma importante, por lo

que los métodos indirectos son lo mas utilizados en esta fase.
Los métodos de diagnostico a utilizar son los ensayos seroldgicos, ya que consiste en la

busqueda de la presencia de unas proteinas llamadas “anticuerpos” presentes en la sangre

de los pacientes Lopez et al.>°,
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Segun Silgado et al.*® en su investigacion sobre la utilidad de la muestra de sangre seca y
una prueba de diagndstico rapido (Trypanosoma Detect™) como uso en el tamizaje
comunitario serologico de la enfermedad de Chagas crénica obtuvo que, primero se debe
realizar la prueba rapida, y un resultado negativo sea confirmado por una muestra de sangre
secada en papel de filtro y procesada por el método de ECLIA para su uso en programas

comunitarios de deteccion de la enfermedad de Chagas.

Egiiez, et al.*8 en su investigacion, utilizo dos pruebas rapidas basadas en distintos conjuntos
de antigenos con el fin de obtener un diagndstico rapido utilizando muestras de sangre
completa. Chagas Stat-Pak y Chagas Detect Plus fueron validados por comparacion con tres
pruebas convencionales (IHA, ELISA de antigeno lisado y ELISA de antigeno
recombinante) los resultados de este estudio muestran que las pruebas de diagnostico rapido
(PDR) para la deteccion de la enfermedad de Chagas son herramientas rapidas, confiables y
precisas, lo que abre la posibilidad de incorporarlas en los protocolos de diagnostico.

De igual manera Lozano, et al.¥

en su investigacion describe el uso combinado de PDR
como una alternativa al uso de métodos seroldgicos convencionales para el diagnostico de
la enfermedad de Chagas cronica. Realizando su investigacion al aire libre y utilizado estas
pruebas en forma de campanas de deteccion de campo por parte de equipos modviles. Al

contrario de Egiiez, et al.*8

quien realizo una revision bibliografia y no de campo.

Sin embargo, afirma Egiiez et al.*® que a pesar de la penetracion de PDR en el sistema de
salud, el diagnostico serologico convencional aliin es necesario para la confirmacion de la
infeccion. Las pruebas convencionales brindan alta sensibilidad y especificidad, pero
consumen mucho tiempo, involucran multiples pasos y necesitan personal capacitado. Alli,
el diagndstico por PDR puede marcar la diferencia (si no fuera necesaria una confirmacion

diagnostica por una serologia convencional para iniciar la terapia).

Asi mismo, Hochberg et al.*! sefiala que actualmente en los Estados Unidos, cuatro ensayos
estdn aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para la
enfermedad de Chagas cronica (ORTHO 7. cruzi Sistema de prueba ELISA, kit de Hemagen
Chagas, Wiener Chagatest Recombinante v.3.0 e InBios Chagas Detect™ Plus prueba

rapida.
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Castellano et al.*® afirma que para el diagndstico de gestantes y nifios se utiliza dos técnicas
ELISA e IFAT para la deteccion de IgG anti- 7. cruzi, donde se toma en cuenta los factores
de riesgo de cada paciente. Una vez que una mujer embarazada es confirmada como positiva
por dos pruebas serologicas, se le informa sobre la necesidad de realizar un seguimiento a

su bebé después del nacimiento.

De la informacién que se obtuvo durante la investigacion las principales técnicas utilizadas
en la fase cronica se basan en la deteccion de anticuerpos IgG anti-T.cruzi, debido a que la
parasitemia disminuye drasticamente. Las técnicas seroldgicas mas utilizadas son la
inmunofluorescencia indirecta (IFT), la hemoaglutinacion indirecta (HAI) y el inmunoensayo
enzimatico (ELISA), siendo este ultimo el que alcanza valores de sensibilidad y

especificidad optimos.

Sin embargo, debido a que ninguna prueba ha alcanzado el 100% de sensibilidad y
especificidad, la OMS sugiere que el diagndstico de la enfermedad de Chagas en la etapa
cronica se realice por la positividad de dos pruebas serologicas con diferentes métodos. Si
hay una discrepancia, se debe realizar una tercera prueba para confirmar o descartar una

infeccidn.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES

En esta investigacion se destaco la busqueda reflexiva, basada en articulos cientificos
mediante el uso de fuentes veridicas, que nos permitid obtener informacion necesaria
acerca del diagnostico temprano en la fase aguda y cronica, asi como también los factores

de transmision de la enfermedad de Chagas, mediante revision bibliografica.

Se analizo6 la caracterizacion clinica de Trypanosoma cruzi en la fase aguda y cronica, a
través de investigaciones cientificas, se evidencio que los pacientes que se encuentran en
la primera fase son asintomadticos o tienen una enfermedad febril inespecifica leve. Los
sintomas que se presenta son fiebre, escalofrios, manifestaciones gastrointestinales,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia o una mezcla de manifestaciones cutdneas como
el signo de Romana; mientras que en la segunda fase los pacientes en muchos casos
presentan anomalias como: insuficiencia cardiaca congestiva dilatada o eventos

tromboembodlicos, afectacion gastrointestinal y alteraciones neuroldgicas.

Se relaciond los métodos de diagnostico dependiendo de las caracteristicas clinicas que
presenten los pacientes. Los métodos directos en la fase aguda donde hay una alta
parasitemia permiten identificar al parasito en sangre o en liquido cefalorraquideo. Esto
comprende el examen en fresco, gota gruesa, microhematocrito, xenodiagnodstico y
método de Strout; mientras que en la fase cronica, los métodos indirectos se basan en la
deteccion de anticuerpos IgG anti-7.cruzi, debido a que la parasitemia disminuye
drésticamente, las técnicas seroldogicas mas conocidas son la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), hemoaglutinacion indirecta (HAI) e inmunoensayo enziméatico (ELISA).
Hoy en dia el problema es que las técnicas de inmunoensayos heterogéneos son
laboriosas, requieren equipo y personal capacitado que no esta disponible en regiones
remotas con alta prevalencia de enfermedades. Para evitar estos inconvenientes, se estan
utilizando pruebas de diagndstico rapido como son los inmunoensayos homogéneos que

son faciles de usar.

Se relaciond las técnicas de laboratorio segun la clinica del paciente, para el diagndstico

de Trypanosoma cruzi. En la fase aguda en algunos casos se utiliza los métodos directos
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como examen en fresco, gota gruesa, pruebas de concentracion (microhematocrito), si el
resultado es negativo, se recomienda realizar el examen xenodiagnostico. Otro método
consiste en el cultivo de la sangre en diversos medios artificiales. La reaccion en cadena
de polimerasa y los exdmenes parasitologicos directos también son las modalidades de
eleccion para diagnosticar la enfermedad de Chagas aguda y reactivada en pacientes

inmunocomprometidos.
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Anexo 1. Formas celulares de Trypanosoma cruzi

Amastigote

Epimastigote

Tripomastigote

Fuente: https://n9.cl/3h2cw
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Anexo 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Estadios en el triatoma Estadios en el humano
o El triatoma se alimenta de sangre
{excrala loa tipomastgobes mataciclioos en . . .
las heces, kos ripomastigates penetran en una e Los tripomastigotes metaciclicos
herida por mondedura o @n Las membranas penatran varias células en el sitio
MMUCOREE, COMa |8 conjuntiva ooular) di la mordedura. Adentro se

e @Qy o transforman en amasfigotes.
W )
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en el intesting postenior ﬁ @1

I
¥

E-ff":""" oLos amastigotes se
e o : ’
Se multiplican en el Les tripomastigotes muhtiplican por fision
o intestino medic pueden infectar otras binaria en las células de
células y transformarse los tejidos infectados
en amastigoles infracelulares
formanda sitics de infeccidn
B ) nuevos. Las manifesiaciones
El ’"“t:::aﬁf:'“e"'a clinicas resultan de este ciclo
Epimastigotes en infectante,
oal ntmting medio (ingrere iripomastigotes)

&

/)“‘_ v@ﬁ
S Fos smastigaes inscelulares

o se transforman en tripomastigotes,
revientan la célula y entran al
torrente circulatorio,

A\ = Estadio infectante
M\ = Estadio diagnbstica

htip:www.dpd.cde.gowdpdx

Fuente: https://www.mcdinternational.org/trainings/malaria/spanish/dpdx/HTML/TrypanosomosisAmericana
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Anexo 3. Casos confirmados de enfermedad de Chagas en Ecuador 2013 2019

Tabla 3. Casos confirmados de enfermedad de Chagas en Ecuador, por provincia, 2013 — 2019

Provincias Chagas Agudo | Chagas Cronico | Total De Casos L]
El1 0o 18 76 104 13,69
Guayas 11 53 64 1458
Loja & 54 &0 13,67
Sucumbios 15 4 39 2,88
Pichincha T 29 36 8.20
Manabi 13 21 34 7.74
Orellana 11 2 20 4,56
Loz Rioz 2 12 14 3,19
Esmeraldas 3 8 11 251
Morona Santiago 3 T 10 228
Zamora Chinchipe 1 g 10 228
Arnay 2 5 7 1,59
Napo 1 6 7 139
Santa Elena 1 1] T 1,39
Santo Domingo De 2 4 6 137

Los Teachilas

Cotopam 1 2 3 0,68
Pastaza 1 2 3 0,68
Carchi 0 2 2 046
Imbabura 0 1 1 023
Tungprahoa 0 1 1 0.23

Fuente: https://www.inspilip.gob.ec/index.php/inspi/article/view/2/145
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Anexo 4. Signo de Romafia en fase aguda

g

4 ra

Fuente: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/es/enfermedad.html
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Anexo 6. Prueba Inmunocromatografica
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precsiin
L Temparizadar

Effeciive Dwie- QN LRI0OLE Faga 1 da 1
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HEN=T B W RALASE = S

5 Mdsls wna gola [Eprocesdeninte 4 pl) &
Chase Bufer Tips & o Lo Almofadilla die Mt

&)

s | 4 gota de
~ | Chase Buffer
=] Tiren &

& Liwer it inberprotar la prochs cipids dispols de 15
mimilos aduiomsle (2 minvos de lempo de
prusha total] Mo inlirprei realbados en peatos

s thernpe pasterionis
S % %
BEREIEIE)
Posio bty Ho wilido

9 INTERPRETACION DE RESULTADOS
Un Risukads Pasitive

L prosrbe e posilive pers antiosspos die T, e’ ceandi
ki lirsiea o contond [T i ka Bned de pruida [T] aparedin an

o dres e prak. i =
u puard

corcalers un resltedn sl
mbirpretecain, o coler rejo an la regain di precs varkard
Chages Detact™ Piuw Bapié Teat [nsart  Purk Mo, G0O218-00

deperdimds de b copomEacin de anticuepos die T
cran prmsled. La Nnea de procks pars maests de
swrod “dilibnisle posfivg® pueds mosicar mea line
tiva dithdl pere dirimiste rog Lo preneacia de ane
de provhs mje délnl debye coasdiranr wr neuliads
i

Mota: B color rog en la regidn de pruchs wveriard
depprdimds & la sosoniraciis de  ssbespe
prismmies. Sin embage, o ol valer cesstitativo ni la taia
de  aumsmle de  mlwuerps pusten  determsdnie
resdigmle wmida prosha cualitatse,

Uin Remliads Megatim

La prossides isi cuands wilo sparece b Bneade
wombril (). Mo hay nesgana B de prochs presimbe

U Bl e Mo Vil

L pruchs so o vilds & so aparay enguna lices de
comtry, mdrpndentemente de s oW oee uma Boea de
prucha o a0, S recomienda voleer 2 realizar b prucka
utilimdn uaa surva Prockas Ripids Chagas Detect™ Fus

¥ uma pra b (resea die dusdro o cingne selera.

10 RESOLUCION DE PROBLEMAS

1. Lo membrass Ao & aclard y permamess roodo
aificd! de interprtse, Vool o probas b msstna,
asipurindoe de sepuir e icfnacdones oo
wxetined, Opclasalsiente, ritios o g did s
dh sducide Gold v mida $0pl usandn una pipeta
pra ol ol miaye pars ssegerar velimesis
i

L Lo fiewa die proske o suy fecte prme b Soea &
sonired peremoce dédnl Ex posble gui 1o i de
aniaye risccom lan fedemente que el Do de
las  solewimd por o membram ofe
complalaments Edo hard gqu L
mambrany dehage de b Wnea de prucka
prmumirres roseda En esla stescsin, |a mussir
chortamente debe consideraros poetiy v o Laink

hiya il lirem de confre] mimmamets
-ﬁH.Hln-ruu:l:m;:l-H.-'l vialsdi. -

11 Limitaciones

o Siko pers ws an digndeticn n v

»  Edts proshs isdicari mbimente ls presimeis dee
anlicuerpos pars nuestne anligesn ncombinnte
an iurn singre esfrs hursines.

o o haevaksdo d rendsnienln con mss@na di
pt bents: pand i i ik compl o,

»  El rimlimiiste con muisire de sangre vesos m
o B evahusdn e efwcone dinkcn.

Eftactive Dinte: 03/LROLE Fage & da 1@

Fuente: https://n9.cl/n5bmq
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Anexo 5. Técnica ELISA

®

Chagatest

ELISA lisado

Ensayo inmuncenzimatico (ELISA) para |a deteccian de
anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi

SIGHFICACION CLIMICA

La enfermedad de Chagas &5 una infeccitn parasitaria pro-
ducida por &l Triypanasema cruzi. El diagnésticn de labora-
torio depende del estadio &n el cual se encuenire la anfer:
medad. Durante [a fase aguda, se efectia directamenis
mediante k3 comprobacion de los pardsilos en sangre o
por médodos inmunalégicos que detecien Ighl. Duranie |a
faze crdnica, s& pueden usar médodos inmunolégicos
camo: hemaghbinacion, inmunolucrescencia, ensaya in-
muncenamatcs o Weslern blol.

FUNDAMENTCS DEL METODO

Chagatest ELISA sado es un ensayo nmunoenzimalico
“in vitna®™ para la dedeccion cualitaliva de anticuempos an-T
Gruzl an mueesiras de suero o plasma humano.

La muestra s= diuye en la policubeta, cuyos podllos se
encueniran sensibiirados con anligenos de T cus, co-
rrespondienl=s a ronas allamenls corservadas snbre dis-
tintas cepas. 5i la muesia conliene anticuerpos especifi-
©as, eslos formardn un complejo con los antigenos y per-
manecerdn unidos a ka fase sdida. La fraccitn no unida se
elimina por lavado y luego s= agrega el conjugada (ant-
cuerpa monaclonal anti=lgs humana conjugado con peraxi-
dasa), &l cual reacciona especificamente con los anbicuer.
pos anli-T. & inmunocaplurados. El conjugado no unido
== elimina por lavado. La presenca de peracidasa unida al
complejo =& revela medianie &l agregado del sustralo
cromogénico, Erametilbencidina. Las muesiras reaclivas
desamolian color celesie. La reaccidn enzimdlica se detie-
ne medianie & agregado de dcido sulfinco, produckendo
un wiraje ded color celeste al amarillo. La densidad dplica se
mide &n foema bicromilica a 450620650 nm o a 450 nm.

REACTNOSE PROVIETOS

Policubsta sensibilizada: policubsta de tias removibles,
wan 9§ podllos recubierios con antigenos de T ez
[Diluryende de Muestra: bufler salino con lensioactivo. Color
winkela

Conjugado Concentrado: anticuerpa manaclonal anlti-igs
humana conjugada con peraxidasa |10x). Color rojo.
Diluryente de Conjugado: buller saling con praleinas.
Revelador: solucdn de telramedibencidina y perdxido de
hidndgena.

Stopper: dcido sulfiic 2 M.

Buffer de Lavado Concentrade: buffer saling con tensioac-
tiwa (25x). Colar verde.

Cantrol Positive: susm humana inactivado conteniendo an-
licusrpas anti-T. cruzy. Color naranja

Control Negativoc susro humano no reaciio inactivado. Color
amarillo.

REACTIGSE MO PROVISTOS
fAgua destilada o desionizada

MATERLIAL REQUERIDN (o provisio)

= Micropipetas para medir los volimenes indicados

= Tips descartables

= Malerial volumétrico para preparar las diluciones indicadas
= Extufa a 370

= Papel absorbente

= Guanies descariables

= Relaj alarma o crondmeir

= Hipoclorilo de sedia

= Sislema de |avado de policubetas [manual o automdlics)
= Especirofoldmetro para leclura de policubstas

PRECALCIONES

= Los reactivos son para usa diagndstico in vitra®.

= Toda=s las muesiras de pacenl=s deban manpularss
como si fueran capaces de Fransmilic infeccitn.

= Los sueros contrales han sido examinados para anligena
die superficie de hepatitis B (HBsAg) y anlicuemos contra
&l wirus de inmunodeficencia humana (HIV) y hepatilis C
[HEV], enconirdndoss no reaclives. Sin embargo, s= res
comienda manipularkos con las precauciones requeridas
para muesiras polenciaimente infecciosas.

= Al descartar los maleriales empleados &n & ensayo s=
deben iratar 3 fin de asegurar ba inactivacion de agenles
paldgenos. El método recomendado para esle procedis
mienta es sutockavar durante 1 hora a 1215C. Los liquidos
de desacho pusden ser desinfectados con hipaciorilo de
sodio (ponceriracion final 5% durante por lo menas 60
minulas.

= Ho imercambiar reactivos de distinlos |obes.

= Mo emplear reactivos de obro onigen

= Evilar locar las paredes de los pocillos con los lips.

= Mo utilizar elemenios metdlicos que puedan enlrar en cone
Iacio con los reactivas.

= Las policubetas deben incubarse en estufa. Debe avitarse
abiir la estula duranbe esie procesa. Mo usar bafio de agua.

= Evilar que los vapores de hipoclorilo provenienbes de los
recipienies para desechos bickdgicos u olras fusnles ene
iren en conlacio con los reactivos, ya gue & hipodariio
afecta la reaccitn.

= Evilar conlacio del dcida sulfinco [Slopper) con pied y mu-
cosas. Si esio ocurre enjuagar con abundanie agua. R36/
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I i los ojos v la piel. R34 provoca queimadaras. 5241
25 evilese ol comlaciy 0on lo% ofos y 12 piel. 5260 en @s0
e contade con ks ook, lavense inmediata y aburdanie-
mEniE 00N SuE Y ecildase a un midico. 525 en oaso de
coniacio con la pisl, Bvese inmediata ¥ abundaniemenie
Con agua. 53738 usar guantes adeomdos y protecoiin
para los ojosla cara.

- Evilar of demames de Iquides y fomacion o aerosoies

= N pipeiear con la boca. Usar guandes desoariables y
protecoidn en los ojos duranke la manipulacon de las
MSESIas Y reacivos dil ensapn.

= Todos b readtivos i les mussiras deben desoariarse de
acuene 3 Rommalva Vigerhe.

PREPARACION DE LOE REACTNDE

Es imporianie gue mdo @ malena ullizado pan la prega-
rackin de los readtivos el limpio y ibe de deiengenie &
Filpockorio.

Barffer div Lavado: & baja iempemiur ios comporsnies del
reacivn contenirado pusden precipiar. En @l caso, levar la
solnidn a 37C hasta dischacidn oompleta. Fam la obbenoidn
il Cifer de lavado §sho para usar, diluir una parie de Buler
o Lavaido Conoenirado (25X oon 24 pares de agua destla-
da o desionizada. E|.. 2 mi con 480 mi para una policubeta.
Conjugaa: diluiruna paites oe Conjugado Contenirada [ 10x)
con 9 pares de Dduyente de Conjugado ie): wer [abla sk
guEnie con volumen requerido de Conjugado Concenina-
do y Diluyents de Conjugadal:

Conjugado Dikrpenie
N de pocilos Jda Conjugads
B 100 u 0.8 mi
16 200 ul 18 mi
4 300 u 27 mi
a2 400 ul 26 mi
56 1200 u 0,8 mi

Polcubsta sensibilizada, Diluyunia do Muasira, Dilugenis
do Conjugads, Revalador, Sioppar, Control Positivo y Coni-
trol Moegativa: lsios para usar.

EETABILIDAD E NSTRUCCIONES DE

Al MACENAMENTD

Los Reactivos Provisios son estables en 2
10=C) hasta la fecha de wencimismio indicada &n la caja. Mo

congelar.

[Barffer do Lavaido Concontrado y Stoppaor: s pusden oon-
senaal alemperatura enine 2 y 285

Barffor de lavado: una vez dluido es eslable 3 meses a
femperataa enire 2 7 25°C.

Conjusgadec una ver diukds o esiable & homs o temperai-
ra enire 2 y 280,

Policubata sansibiizada: mo abrir ol sobre hasta e mo-
el di USar, fi amies que haya iomado [Emparmiura am-
bienie, de o coniranoe e favonsoend la condensacidn de
Fmedad sobee la superficie de los poollcs. Las Gras no
wikzadas deben conservarse enine 2-10°C denien Gl S0-
bee oo desecante bien cemado. Las Gras oonseriadas en

st condiciones pusden ser udlizadas deniro de os 4

M postenonss mieniras no supens La fecha de veno-
misnio indicada en b caja.

MUESTRA

Sueo o plasma

a) Recoleockin da muasira: obdenir de la maner habiiual.
b Aaditivnoes: ro: S reqpUEnen pan Seero. Fana s muesins
de plasma s pusde emplear haparnina, dirafio o EDTA como
anticoagulanie.

CpSustancias Inberfaromhes Conookdas.: no 52 obamn iner.
lerenca por bilmubina hasta 21 mgidl de bilirubina, Soido
asobirécn Fasla 50 mgidl, inglicéndos hasta 1500 mgidl o
hemogiobing hasia 300 mgidl. Las muesias comeniendo:
particulas deberdn clanficarse medank: oeninfugacion.
d] Estabilided @ Insbnscciongs de almatenamianio: la
muesTa se debe oorserar nefrigerda (2-10°C) En casx
de no realizar o andlisis denino de e T2 horas se debe
congEar a -20°C. No ek recomendable realzar miRples
cicios de ¥ descongelamiento, ya que pue-
de genenr esulados sminsos. En case o ullzar maes-
ms congeladas, dstas deben ser homoJenaiTadas ¥ oEn-
irflugadas anbes de S0 uso.

La macivacin por cakor puede alectar o resuliado.

N UllEar musEsins. con conlaminscin microbiana.

5l las misesiras deben ser rarsponadas, embalarias de
aouErdn & las especilicaniones lajales relativas al emio de
marenal infeocins.

PROCENMENTD DEL ENSANTH

1= Lhrvar & | emiperalura ambienie I05 reactias ¥ las mees-
Iras anies de imkoiar b proehs.

2= Freparar s volamen recesano de bufler de lavado | 1x)
3= Colocar en & soporie de Gras, e nimoo de pooillcs
redquieridos para la cantidad de deleminaciores a reall-
Zar, Inchuyende 2 pocilos para el Conbrod Fositive (OF)
3 para & Confeol Mesgativo (CH)

4 Dispersar o Dikryente de Muesa, lusgo B mussin
(1) ¥ loss coninokes. segon &l siguienie esguema:

M CP CH

Diluyonte doMisestra 100w 00wl 100 ul
Control Posktiva . Mul ;
Control Nagativo . . 20u
Muastra Ml . )

Homogenszar mezclando 2-3 veDes por Calga 'y desoar-
ga e la micropipeta. Al adiconar |a raesin, el Dikyen-
I de Muesina virard die color, de acuerdo & ke labla S-

e

Tipode ain Suem o | Confeol | Conimol

misisira | musstra | plasma | Positivo | Megatie

Colr | Vicketa | Coleste | NN | o
GEoUrD

80



S puede werlcarla dispensackin de oonieoles O mues-
fras a los pocillos visualmenie o mediante leciura
espectroioicmedos (@ 6100550 nm)

Agyeriencia: las muesinas Femolzadas, iciéricas o wr-
blas pusden alterar el oolor Snal sin aleciar ks resulfa-
doa. El vimje e color pusdes depender del wolumen de
misssin adicionado ¥ e S0 composicion. Lin virage de
cobor de menor inkersidad poeds deberse a que s dis-
peeresdi L enlborren inferior de muesta, & quie la muesTa
o S ercuenina en s condiclones. adecmdas, O @ que
Heng un bag nivel de prodeinas.

B-Fara eviar la evaporackdn, ouber la placa con la cnka
ansaiheska provisia, @ inoubar 30 + 2 minios a 37 +
1=C. En forma parakda, preparar &l conjugado dilido
{ver Tabla en PREFARACICOM DE LS REACTIVCES).

6= De=spisds de & inoubackdn eliminar @ liquido e cada
peocillo por completo. Lavar § veoss segln iRstnaooion
g lavado (ver PFROCEDMIENTO DE LAARDO).
7-Agregar o Conjugada:

Conjugacs diluic:: 100 il 000 il 1000 i
Para evitar la evaporacion oubr la policubeta con cinta
aroadresiva

8- Incubar 30 = 2 minuios & 37 = 19C.

S Lavar 5 veoss segln insirunciin de lavado.

18- Dispensar ¢ Revelador. Para elo, rasvasar a un
pecipiemle Impo solamente o wolamen de Reveladon
oo o reguinTa. Mo devolver o Revelador resianie al
frazon original. Evitar ¢l comlacio del reacdvo con agen-
s concdaries.

Revalador 1040 100 il 100

11- Incubar 30 = 2 miruios a Eemperalura ambbente (13-
25-C), protegido de la k.

12- Agregar &l Slopper:
Shoppor 100 il 100 A0

13- Lesr absorbancia &n espectrofoidmeden &n jomme
bicromndSics a 450620650 nm o & 450 nm.

KMok & recomienda efecissr sempre la ledura &n foe-
ma bicromabca. En caso de gue L leoturs Sea monoore-
matica, realizar un blanoo de reacihos que luego deberd
sor resiado o lodos ks valores de las mussinas.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLA.DE REACCION AIMAL
El polor die @ reaooidn &5 estabbe durante 10 minulos, poris
qui los resulacdos debsen leerse deninn e e s,

PROCEDMIENTD DE LAVADND:

Elimirad & [iquido de b pocllss por aspirado O Wlnsdo.
Liog poollces S lavan oon 300 ol de baierr de |avadio diuido.
Assgurar que la alura aloarcada al Benar ks pocllos no
cause desbordes

La soludidn de lavado debe estar o conlaoto oon ks pook
lios emine 20 y &0 segundos.

Garanizar que lusgo oel i lavedo reo g |iquida
nesidual. Realice un dobks aspireds para siminar & exce-
denie de bufer. 5| persisie luego de esie procedimienio,
irvertir 3 placa sobre papel absorbende y golpsana vanas
vistes, de ko contrano podrdn obiererse resufados smineos.

Mota: & procedimiento o lavedo & orition pam & resula-
do ol Ensayn. S gutda bubler de lavado en los pocilics o si
los mismos ne estdn completamenie lenos se obbendrdn
nessuRados mTorens. Mo dejar que los pocillcs. S SEuET
durante ¢ procedimiento. Los lavadones aumomadoos de-
ben ser enjuagados con agua destlada o desionizada al
final diel dia para evfar obsnecoiones debido a s sales
presenies on o bufler de lavado

[RESUMEN DEL PROCEMNMENTO

ETAF PROCEDIMENTD PRECAUCICMNAOB5ERVACIONEE
Dibscidin Preparaoitin de L soc it de lavas | 1) Dizoluckn de ko orislakes de sales
Diuyerie de Agregar 100 ul de Dduyenie de Muesia en cada
Muesira il
MueETas Agregar 20 ulde M, TPy CH S obisen bl O oolor al agregar B mussTa
¥ hos conincles
Inoubascidn S boes peocillcs @ inoubss durande 30 + 7 minu- | En esiula
s a 37 + 1T
Lavado Laviar cada poollo con 300 ul de buffer de lavado | Tiemnpo de conlacio de L soluckdn de lvado en-
5 eS| fre 30 y 50 segundas. Eliminar complstamente e
IRguida reskdual de los pooillcs
Dibcidin Prepanaciin del conpagado |1x] Durarie la ircubackn con |la muesa, dikir Conju-

gado Corcenirado [ 10x)

Conjugads Agregar 100 ul de Conjugado diukds

Fuente: https://n9.cl/5lwde
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Anexo 7. Evidencia de asesoria de proyecto de tesis

Nueva reunién de canal

Y

Solicitar control

A\ La grabacién se ha iniciado. Esta reunién se estd grabando. Al unirse, da su consentimiento para que se grabe. Politica de privacidad
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