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Resumen

El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) — Grupo de Parasitologia al emitir
este nuevo lineamiento de diagnéstico, pretende establecer un unico mecanismo
para el abordaje de todos los casos de la Enfermedad de Chagas en fase aguda
a nivel Nacional. Unificando los métodos de diagndstico parasitologico que se
deben emplear, haciendo énfasis en el método de concentraciéon micrométodo,
para ser utilizado sin excepcién alguna de manera seriada, ademas de proveer la
informacion util para la atencién desde el Laboratorio en estos casos.
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LINEAMIENTO PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN
FASE AGUDA
1. OBJETIVO

Proporcionar los lineamientos técnicos para el fortalecimiento del diagndstico parasitolégico de
la enfermedad de Chagas en fase aguda.

2. ALCANCE

El presente lineamiento técnico debe de ser empleado en el diagnéstico oportuno de la
enfermedad de Chagas en fase aguda, a través del uso de métodos parasitoldgicos y seguimiento
serolégico en casos de brotes, en las Unidades Primarias Generadoras de Datos (UPGD) o
Instituciones Prestadoras del Servicio (IPS) y las entidades territoriales del pais acorde a las
competencias definidas.

3. INTRODUCCION

El agente causal de la enfermedad de Chagas es el protozoo Trypanosoma cruzi, la mayoria de
las personas infectadas se encuentran en paises de Latinoamérica. La infeccion se origina
inicialmente con una fase aguda, la cual esta caracterizada por una alta parasitemia, pero puede
presentarse de manera asintomatica, sin embargo cuando se presentan sintomas ocasiona
fiebre, dolor de cabeza, mialgia, linfadenitis, hepatomegalia y esplenomegalia, posterior se
presenta la fase crénica la cual se caracterizada por presentar patologias de tipo cardiaco y/o
digestivas (1-3).

La enfermedad puede ser transmitida por diferentes vias: la vectorial, transmisién oral por el
consumo de alimentos contaminados, transmisién materno-fetal, transmision de manera
accidental en trabajadores de la salud cuando manipulan muestras contaminadas o vectores
infectados con el parasito y transfusion sanguinea (4,5).

La fase aguda de esta parasitosis puede pasar inadvertida o puede manifestarse de manera
severa, por lo que la responsabilidad e importancia de un diagndstico oportuno y eficiente puede
llegar a evitar la mortalidad en la mayoria de los casos.

Toma de muestras

Las muestras pueden ser recolectadas por un profesional de la salud (Bacteriologia Enfermeria
o0 Medicina) entrenados en su correcta manipulacion y transporte. Se deben tener presente las
medidas de bioseguridad y la utilizacion de los elementos de proteccion personal.

4. PRUEBAS PARASITOLOGICAS DIRECTAS

Durante la fase aguda el diagndstico se debe orientar al desarrollo de pruebas parasitolégicas
directas en busca del parasito (Tabla1):

4.1 Método de concentracion micrométodo

4.2 Método de concentracion microhematocrito
4.3 Gota gruesa

4.4 Frotis o extendido de sangre periférica.

4.5 Examen directo de sangre fresca.

I, I
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El parasito puede estar en circulacion durante los primeros 30 a 60 dias, en ocasiones inclusive
hasta los 90 dias posterior a la infeccion o a la aparicién de los primeros sintomas, al pasar el
tiempo la concentracidon del parasito va disminuyendo, cada prueba tienen una sensibilidad
diferente la cual aumenta significativamente al realizarlas todas en conjunto, razén por la cual
es recomendable realizar todas las técnicas parasitoldgicas, especialmente los métodos que
concentran los parasitos, asi mismo es importante tener presente el realizar todos los métodos
de manera seriada (Seriado a lo largo del tiempo 12, 24 u 48 horas , con frecuencia estimada
por la clinica del paciente o por al menos durante una semana, especialmente cuando el
paciente tenga parasitolégicos negativos pero persista con los sintomas y cuenta con
algun nexo epidemiolégico) (6,7).

Tabla 1. Muestras para ensayos parasitolégicos directos

Momento de toma
Técnica a realizar de la muestra Tipo de muestra, conservacion y transporte
segun fase de

Enfermedad

Fase aguda Sangre total obtenida por venopuncién en tubos con
Métodos de (tomar muesira EDTA (5 mL), transportar a 4 a 8 °C con refrigerantes.
Concentracién ylo : ! Nota: la visualizacion de los tripomastigotes depende
microhematocrito, inmediatamente  se de la parasitemia, por lo tanto, el método se debe

Gota Gruesa (GG) ylo
Frotis ~de  Sangre
Periférica (FSP)
coloreados con
colorantes derivados de
Romanowsky o el mismo
Romanowsky
modificado.

tenga la sospecha
clinica, cuando el
resultado sea
negativo se debe
realizar
parasitologicos
seriados a las 12, 24
u 48 horas, con
frecuencia estimada
por la clinica del

realizar en un periodo no mayor a 4 horas después
de la extraccion de la muestra.

Sangre capilar obtenida por puncion digital para GG
y FSP y/o Sangre total obtenida por venopuncién en
tubos con EDTA (5 mL), para realizar las laminas de
manera inmediata.

El transporte de las ldminas se debe hacer a
temperatura ambiente protegidas de su posible

paciente) ruptura.

Fuente: GUIA PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL Trypanosoma cruzi. - INS (16)

4.1 Método de concentracion micrométodo

Es el método de eleccién para el diagndstico parasitolégico, mediante el cual se aumenta la
probabilidad de visualizar el parasito cuando se implementa de manera seriada (entre mayor
numero de veces se realice con la misma o diferente muestra a lo largo del tiempo, mayor es la
posibilidad de encontrar el parasito esto depende de la frecuencia estimada por la clinica del
paciente), durante la sospecha de la fase aguda de esta enfermedad.

Se deben tomar 500uL aproximadamente de sangre total venosa con anticoagulante (EDTA) en
un vial pequeno (tubo para centrifuga de 1,5 mL), mezclar por inversion, centrifugar 1 minuto a
3000 r.p.m. Tomar con una pipeta la interfase que corresponde a la capa leucoplaquetaria (figura
1), aproximadamente de 10 yl a 15 pl, depositarla en una lamina portaobjeto, cubrir con una
laminilla cubreobjetos, dejar en reposo durante 1 minuto y observar con objetivo de 10x y 40x.
Se recomienda realizar una observacién de la totalidad del diametro de la laminilla (16).
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Figura 1. Capa leucoplaquetaria
Fuente: Grupo de Parasitologia. LNR

Se envia el enlace correspondiente al micrométodo para su consulta:
https://www.ins.gov.co/Direcciones/RedesSaludPublica/Paginas/Parasitoloqg%C3%ADa.a

spx

4.2 Método de concentracion microhematocrito

Corresponde a una técnica de concentracién que consiste en llenar minimo 6 capilares
heparinizados con sangre capilar o sin heparina con sangre venosa, posteriormente centrifugar
a 8.000-12.000 r.p.m. dependiendo de la microcentrifuga (5-8 min). Los tripanosomas se
ubicaran entre los glébulos blancos y el plasma y se podran observar en esta interfase
leucoplaquetaria pegando el capilar con una cinta a un costado de una lamina portaobjeto
observandolo con objetivo de 40X buscando la presencia de tripomastigotes en movimiento.

Si a pesar de esto no se observan, romper el capilar con precaucién, exactamente en el punto
donde se observa la interfase leucoplaquetaria con un lapiz de punta de diamante o el borde de
una ldmina porta objeto, verter el contenido sobre una ldmina para observar al microscopio entre
lamina y laminilla, posterior a la lectura, se puede retirar la laminilla con precaucion, dejar secar,
fijar con metanol y colorear con derivados de Romanowsky, Figura 2 (16).

T -

Figura 2. Procedimiento de visualizacion y ruptura del microhematocrito
Fuente: GUIA PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL Trypanosoma cruzi. — INS (16)
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4.3 Gota gruesa
Se obtiene sangre periférica capilar o venosa, se realiza la gota gruesa, la cual permite concentrar
varias capas de sangre (20-30 en relacion con el extendido). Aunque los parasitos pueden verse
levemente distintos por el proceso de deshemoglobinizacién y por el secado de las laminas, aun
asi, permite evidenciar el parasito identificandose cinetoplasto, nucleo y flagelo. La membrana

ondulante no es facilmente identificable, ya que durante el procedimiento puede llegar a
deteriorarse, Figura 3(16).
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Figura 3. Tripomastigotes de Trypanosoma sp. en gota gruesa con coloracion de Field.
Fuente: Grupo de Parasitologia. LNR

4.4 Frotis o extendido a partir de sangre fresca

Se debe obtener sangre periférica capilar o venosa, se realiza el extendido sobre una lamina
portaobjeto y se utilizan colorantes derivados de Romanowsky (Wright, Field, Giemsa), previa
fijacion con metanol. El parasito se observa con su morfologia caracteristica identificandose
cinetoplasto, nucleo, flagelo y membrana ondulante, Figura 4 (16).
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Figura 4. Tripomastigotes de Trypanosoma cruzi en frotis o extendido de sangre periférica con coloracion de Field
Fuente: Grupo de Parasitologia. LNR
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4.5 Examen directo de sangre fresca

Se obtiene sangre capilar o venosa y se realiza la visualizacién de una gota entre lamina y
laminilla con objetivo de 10x y 40x. Se observara el movimiento activo, ondulante y progresivo
de los tripomastigotes de Trypanosoma sp (16).

5. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO EN FASE AGUDA Y EVALUACION DE
SEROCONVERSION.

Durante esta fase los métodos parasitolégicos de concentracion (micrométodo vy
microhematocrito) deberan ser los métodos de eleccion (12,13).

Un resultado POSITIVO en un método parasitoldgico directo confirma la infeccién, pero un
resultado NEGATIVO no la descarta; razén por la cual los métodos parasitolégicos directos se
deben realizar de manera seriada (realizar pruebas a lo largo del tiempo con la misma o diferente
muestra, frecuencia estimada por la clinica del paciente) por lo menos durante una semana.

Es importante tener en cuenta que a todo caso probable de Chagas agudo por nexo
epidemiolégico se debe realizar de manera simultanea las pruebas seroldgicas para descartar
seroconversion, la toma de suero es util para la confirmacion diagnoéstica y/o seguimiento
seroldgico (ver algoritmo diagnéstico de Chagas agudo).

La muestra de suero debe mantenerse a temperatura de refrigeracion o congelacion segun la
capacidad y manejo de la muestra en el laboratorio responsable de la toma.

6. PRUEBA PARASITOLOGICA INDIRECTA

Para la enfermedad de Chagas en fase aguda el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) del
Instituto Nacional de Salud (INS) utiliza el método parasitolégico indirecto en el marco de apoyo
a brotes.

6.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Este método es especializado, por lo tanto, se realiza bajo estrictas condiciones de laboratorio,
con todos los criterios de estandarizacion, validacion y control de calidad, por lo tanto, es
responsabilidad del LNR.

El desarrollo de qPCR busca cuantificar la cantidad de parasitos de Trypanosoma cruzi presentes
durante la fase aguda, es de gran utilidad en pacientes que han tenido resultados parasitolégicos
directos y seroldgicos negativos, que presentan un nexo epidemiolégico fuerte y que persista la
sospecha que pueden presentar la enfermedad de Chagas en fase aguda. Tabla 2 (8—11).

Se realiza mediante el ensayo de PCR en tiempo real con sondas Tagman (marcadas con dos
fluorocromos)-gPCR Tagman Multiplex que permite la deteccién y cuantificacion simultanea de
ADN satelital de T.cruzi e insertado en un plasmido IAC (12).

Para realizar el diagnostico por laboratorio de la enfermedad de Chagas se deben tener presente
tres componentes fundamentales:

1. El epidemiolégico contribuye a orientar el diagnéstico, a evaluar los factores de

riesgo presentes en el paciente y a caracterizar variables de tiempo, lugar y
persona para realizar un analisis integro de la situacion.

I, < I
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3.

El clinico: util ante la sospecha de una fase aguda

El componente de laboratorio: que define o descarta una infeccion por parte del
parasito Trypanosoma cruzi mediante pruebas parasitoldgicas y/o seroldgicas,

0 ambas (6,13).

Toma de muestras
La muestra se debe tomar en sangre total con anticoagulante EDTA, volumen a volumen (1:1)
con clorhidrato de Guanidina 6M (tabla 2). (Ejemplo: 4mL de sangre total en EDTA+ 4mL de
clorhidrato de guanidina 6M).

Tabla 2. Muestras para ensayos parasitoldgicos indirectos

Tipo de muestra, conservacion y Momento de toma de la muestra Técni ’

: écnica a realizar

transporte segun fase de Enfermedad

Ensayos moleculares: Sangre total en Fase aguda de posible transmision Pruebas de biologia
EDTA, volumen a volumen en clorhidrato de vectorial, oral, transfusional o Molecular para
Guanidina 6M. Indicacion: Inmediatamente congénita y en casos especiales deteccion y
después de la toma de sangre con durante la fase crénica ante una cuantificacién de
anticoagulante EDTA (mantener la relacion reactivacion. ADN de T.cruzi.
1:1, ejemplo: 4 mL de sangre total en EDTA
con 4 mL de clorhidrato de guanidina 6M y
transportar a temperatura ambiente (12°C
con refrigerantes).

Fuente: GUIA PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL Trypanosoma cruzi. - INS (16)

7. FACTURACION DE LAS PRUEBAS DE LABORATORIO

Mediante Resolucion No.3495 de 2019 del Ministerio de Salud y Proteccion Social, por la cual se
actualiza y se expide integralmente la clasificacion unica de procedimientos en salud — CUPS,
acorde a la practica clinica y las dinamicas en salud del pais (tabla 3).

Tabla 3. Cédigos CUPS para facturacion de pruebas parasitolodgicas para Enfermedad de Chagas

cODIGO PROCEDIMIENTO COMO APARECE EN LA B
CUPS RESOLUCION SOLICITUD MEDICA

90.2.2.11 Hematocrito Método de concentracion

90.2.2.14 Hemoparasitos extendidos de gota gruesa Gota gruesa para hemoparasitos

90.2.2.15 Hemoparasitos Extendido de Sangre periférica Extendido ﬁe Sangrg perlferlca para
emoparasitos

90.1.3.04 Examen directo fresco de cualquier muestra Examen en fresco para
Trypanosoma

Fuente: Resolucion No.3495 de 2019 del Ministerio de Salud y Proteccion Social
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8. RESOLUCION 1646 DE 2018 Y SU ANEXO TECNICO.

A continuacidn, se relacionan las competencias propias de cada entidad de acuerdo a la
resolucidn 1646 de 2018 del Instituto Nacional de Salud "Por la cual se especifican y orientan los
examenes de interés en salud publica que deben realizar los laboratorios de salud publica (LSP)
departamental y distrital y la interaccidn en las actividades de referencia y contra referencia con
la red de laboratorios, de acuerdo a los lineamientos del Laboratorio Nacional de Referencia”
(tabla 4):

Tabla 4. Competencias propias de cada entidad de acuerdo a la resolucion 1646 de 2018 del Instituto Nacional de Salud

b Laboratorio Nacional de

prestadores de la LDSP y Distrital Referencia de Parasitologia
red departamental INS

o distrital

e Apovar situaciones de brote o
contingencias cuando la DTS

e  Realizar el Control de Calidad a los Examenes no cuenta con la suficiente
Directos tomados por la Red Prestadora de su capacidad de respuesta.

e Realizar las juris.dilccic')n e  Realizarel co.ntrolldg calidad
pruebas de . Part|C|pelzf oportunamepte en los Erogramas de dg prqebas diagnosticas en
diagnéstico directas Evaluamog Externa Directa e Ipdlrect_a del situaciones de brote
e indirectas acorde Desempeno de acuerdo a los lineamientos . Realizar. los ensayos
a sus competencias vigentes del LNR o necesarios para resolver las

«  Disponer del . Apqur las actividades de Q|aqno§t|co en discordancias que se
diagnéstico integral situaciones de brote o contingencias (Chagas presenten.
de la enfermedad agudo).. . s Liderar Igs programas de
de Chagas e  Capacitar a su Red, para fortalecer la capacidad Evaluacion Externa del

' de respuesta. Desempefio (PEDD)
o  Disponer y realizar el diagndstico de la e Realizar vigilancia molecular
enfermedad de Chagas. del parasito para apoyar la

toma de decisiones de
prevencion y control en salud
publica.

Fuente: Resolucién 1646 de 2018 del Instituto Nacional de Salud

9. DOCUMENTACION REQUERIDA

Las muestras remitidas al Grupo de Parasitologia Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Nacional de Salud deberan enviarse junto con:
e Historia clinico-epidemiolégica o un resumen de historia clinica que incluya datos
demograficos. (nombre, identificacion, tipo de identificacion, edad, fecha y lugar de
nacimiento, procedencia del caso, signos, sintomas y paraclinicos realizados)

e Ficha de notificacion individual al SIVIGILA

e Examenes paraclinicos realizados con los resultados respectivos.
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10. ALGORITMO DIAGNOSTICO DE CHAGAS AGUDO

Paciente que cumple con
la definicién de caso de

Qfermedad de Chagas en

aguda

Métodos

X

(Micrométodo, microhematocrito,
Gota Gruesa, extendido de sangre
periférica y examen directo en
sangre fresca) Realizar todos los
meétodos simultaneamente.

Sl

o, Kard.

/Se confirma la
infeccién por
KTrypanosoma

I .

positivo NO——

v

, parasitolégicos L

(

Métodos directos

Tomar simultaneamente una
primera muestra de suero
para procesar por dos
métodos seroldgicos de
diferente principio antigénico
(ELISA Ag totales + ELISA Ag
recombinantes o ELISA Ag
péptidos sintéticos)

Ante la persistencia
de la sospecha
clinica:

1. Repetir de manera
seriada los métodos
directos

do Positivo

Y

)
Reaccion en
Método \_.

L Indirecto l

Se confirma la
infeccion por

Trypanosoma cruzi

Resultado positivo

Cadena de la

| Polimerasa en

tiempo real gPCR

Y

Se confirma la infeccién
por Trypanosoma cruzi
(en fase crénica o aguda)

Se confirma la infec

porTrypanosoma cruzi

(en fase aguda por
seroconversion)

Resultado positivo

Una segunda muestra
de suero con dos
métodos serolégicos
de diferente principio
antigénico después
de tres semanas de la
primera muestra.

Resultado positivo

cion

Ante la persistencia de la

sospecha clinica, realizar
seguimiento serolégico por
medio de la toma de una nueva

muestra, hasta los 90 dias
para descartar una infeccién. /
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