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El diagnóstico serológico y 81.1 

importancia 

El diagnóstico serológico es í uncia
mental, principahnente en encuestas 
epidemiológicas. La aplicación del diag
nóstico serológico en casos de miocar~ 
diopatlas crónicas y la evaluación es
tadística de sus resultados nos han con
fírmitdo la sospecha de que la gran ma
yoría de las miocardiopatías rurales de 
latinoamédca es de origen chagásico 
(l-116). 

!El diagnósbco serológico €S así de 
gran importancia tanto para la clínica 
('19-20) como para lC\s servicios prc
nni.ales. La comprobación de las macro .. 
itt1mwnog1obulinas específicas 'C'Ontr-a el 
'1 11'lpanosoma Cruzi, en el recién naci
do nos permite detectar si había una in
r~'·{:ción congénita ·en los niños de mu

d,·oH seropositivas (17-18). 

iDesde la primera aplicación de la 
reacción éle fijación del complemento 
para el diagnóstico de la infección cha
gáska por Machado y Guerreiro en el 
año de 1:91i3 se han aplicado mas de 
veinte procedimientos diferentes sera
lógicos; y hasta hoy la reacción de fi
jación del complemento es sin duda el 
méto-do semiógico más apÜcacdo (3·~115) 

En los últimos años ganó creciente 
importancia la reacción· de hemagluti
nación indirecta con glóhbulos rojos ta
mizados, que se destaca por su sensib.i
lidad. (24~35). 

La rea·cción de inmunofluorescencia 
indirecta, es una reacción indirecta se
rológica que permite usar como antí
geno diferentes estados evolutivos de] 
parásito, es n1as tc:mpranamente positi
va en la fase t'edente de la infección. 
(6-7). 
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La rea;c-ción de Látex, para apHcal' 
en cualquier laboratorio rural se pre

fiere, por su sencillez y rapidez. 

REAOCION DE 
LATEX 

Las pruebas de Látex están siendo 
empleadas 'COn gran éxito y en am
plia medida, tanto para exámenes rá

pidos cualitativos como para la deter
minación cuantitativa de títulos séri

cos. 
Se destaca por su exactitud aún en 

casos agudos de reciente P.Volución; al 
igual que en otras reacciones serológi
cas una serie de factores biológicos de 
perturbación capaces de limitar el 
enunciado de· la prueba impiden que el 
método acierte en llil 100%. Así un re
sutado falso positivo puede ser con .. 
secuencia de agregados de globulínas 
ya existentes en el suero. Igualmente 
se describe la ausencia de aglutinación 
hasta ahora no explicada. Por las ra
zones citadas, resultados ambiguos de
ben ser verificados ·mediante uno o más 
métodos serológicos. 

Principio de la Reacción. 

Consiste en el acoplamiento de anti
gcnos específicos de Tripanosoma Cru
zi a par.tlculas de pol'istirol-látex sus
pendidas. En eJ caso de haber anticuer
pos ,contra Tripanosoma Cruzi en e] 
suero htimano, la mezcla con las par
l.(eulns de latcx sensibilizadas conduc~ 
;¡ una nglutinrrción apreciable a shnpJ.e 
vi,ln (IIG ---~O). 

Ejecnción de la 1·eacción 

Una gota de suero a examlnm·, no ca
lentado ni diluido se coloca a tcrnpe:ra
tura ambiente sobre la zona dei.irnita
da de la lámina de aglutinación. Cado 
prueba se completa con gotas de sur~· 

ro control. 
Agregar una gota del reactivo Latex 

Cha.gas bien mezd1ado. Usando una v-a
rilla se mezcla e1 suero con el reacthTo 

y se extiende sobre una superficie ov~t 
lada de mas o menos 2. 5 cm. de diá
metro. 

Esta mezcla se hace rotar por espa

cio de 7 minutos, al cabo de los cualf:'s 
se aprecia 1nacroscópicamente la aglu
tinación y se compara con la rc:acclón 
de los sueros de control. 

InteTp1·etación 

a) Aglutinación completa.- Todas las 
partículas de látex forman copos 
en el borde de la gota, esta re~c
ción es igual a -1--1--1--1-, - posi .. 
tiva (como el suero control posi
tivo). 

b) Aglutinación parcial.- Las partí
curas de látex aglutina en flócu
los mas pequeños y no se acumu
lan en el borde de la gota, esta 
reacción es igual a -1--1--1- positi
va, ++ positiva, -1- positiva de 
acuerdo a la intensidad de agluti
nación o floculación. 

e) Ausencia de Aglutin,;ción.- Las 
partículas de látex confieren a la 
gota su aspe1cto lechoso homogé
neo, ausencia de reacción igua:l a 
negativo ,como e1 suero contra ne
gativo). 
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f1;1 l.'cactivo de l1átex de'he S'eT conser
vado bajo refrigeración, pero éste no 
debe congelarse. ~1 reactivo debe agi
tarse bien antes del uso. 

Los frascos con reactivo d'ebrn vo 1-
ver a cerrarse inmediatamente; la eva

poración conduce a la floculación en el 

re-activo de látex. 
El suero no <1ebe ser susti.tufdo por 

plasma ni por suero inactivado, que no 
son a•decua-dos para la y;eacdón d'e Tá
tex. 

En el caso de haber un título de an
ticuerpos muy elevado, el excf~so de 
anticuerpos impide la aglutinación. Por 

esta razón frente a un resultado ncg:~

tivo en casos clínicamente sngcstivos, 

se recomienda repetir la prueba con el 
suero del paciente diluido .i :2 y ~:4. 

REACCION DE FIJACION DEL 
COMPLEMENTO 

Es sin duda el método serológico más 
aplicado y mejor estudiado, por su sen
sibilidad y cspe·cificidad. Esta fijación 
del complemento es un test cuantitati
vo con la determinación de la unidad 
de complemento a través de una h.omó
lisis de 50o/o y determinación del título 
par a I"a enfenrne dad de cl!agas•. (11 4-20) . 

P1·incipio de la Reacción. 

Cuando reaccionan antígenos y anti
cuerpos casi siempre se consrunen .can
tidades estequiométricas del comple
mento adicionado (e) igual (sistema 
diagnóstico). Si la cantidad de (e) 

agregada es ~onocida, una vez cumpli
da esta primera reacción, el resto del 
complemento no consumido puede es
tablecerse en lma segunda reac'Ción. 

Ejecnción de la prueba de fijación 
del complemento. 

Micrométodo. 

a) Goteo de solución BES (solución 
de buffer de borato). 

b) Se agrega en el suero del pacien
te diluído 1:2; así como los sueros 
de control positivo y negativo. 

e) Al efectuar traspasos de un recep
táculo a los otros se obtiene dilu
ciones de los sueros hasta 1:2048. 

d) Se agrega la solución del antígeno. 
e) Se agrega la solución fría de (e') 

(complemento). 
f) 1Se agita bien y se incuba de 1'5 a 

18 horas a 49C. 
g) Después del período de incuba

ción se añade el sistema hemolí
tico. 

h) iSe mezcla profusamente y se incu
ba por 30 minutos a 37~C. 

Lectura de la Reacción. 

-La lectura de los porcentajes de hc
mólisis se efectúa visualmente compa
randG ·Con los stándares colürimé.tri1cos 

de hemólisis. 
Se recomienda el siguiente esquema 

de lectura: 

++++ Hemólisis ausente 
-j--j--j-Hemólisis del 1>() al 20% 

++ Hemólisis del 30 al 40% 
+ Hemólisis del 50% 
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Fuentes de error. 

Al utilizar complemento y ambocep
tor incorrectamente almacenados, es 
decir, fuera del refrigerador se altera 
considerablemente el resultado. 

Se obtienen resultados falsos si lo' 
sueros problema son instúicientcmentt:: 
o no inactivados. 

Auto:hemúfisis de los eritroc~tos de 
carnero a emplearse en sl sistema he
molítico conduce a resultados falso' 
negativos. 

U nicamentc el empleo de varillas 
para microdilución previamente cc,ntro, 
}a·das garantizan il.'a obtención de S'e.des 
de dilución impecables. 

HMMAGLU'lJINACION INDIRECTA 
E.c;tn a~cnica se considera un método 

c1ásico, casi universalmente aplicable y 

,rltamente sensib1e para la demostra
ción cuantitativa aún de pequeña can
tidad de anticuerpos hU!illorales. Se la 
emplea tanto en la investigación como 
en la rutina diarüc del lwboratorio. 
(8 - ll11

). 

N o obstante constituir un sistema 
muy sensible, se considera estable y 

como método cuantitativo poco e·xigen
tc del punto de vista técni-co. A pesar 
de ello debe señalarse al igual que en 
otras reacciones scrológicas de diagnós
tico de la enfermedad de Chagas, el re
sultado puede perturbarse por factores 
bibológicos inherentes al sistema. 

1'1·inci:pio de la; Reacción 

Antígenos pueden adherirse a la su-
1 w·1·Fieh~ de eritrocitos mediante adsor-

ción inespecífku o fijación co'~.ralel.rLc. 

En la subsiguiente reacción con anti
cuerpos dirigidos contra estos antíge
nos, la reacción antígeno-anticuerpo 
provoca una aglutinación de los eritro
citos vectores. 

Habit:ualmente se emplean, para la 
sensibilización, eritrocitos humanos del 
g:rupo "On o hematíes de caenero. Fre
cuentemente el tratamiento de 1o.s eri
trocitos con soluciones de t1cido tánico 
aumenta su afinidad al antigeno. 

Ejecución de la Pruebct. 

Mac,·ométodo. 

Para cada suero a examinar inclu
yendo los sueros controles se coloca 
una dilución básica de suero de 1:8 con 

solución buffer. 
a) A cada tubo se coloca O. 2ml. de 

buffer. 
b) (En el primer tubo de cada serie se 

introducen y se mezclan 0.2ml. del 
suero diluí·do 1:8. Al transferir 
0.2m1. a los tubos subsiguientes se 
establece una serie de diluciones 
hasta 1:8.192. 

e) A cada tubo se agregan ü.lml.. de 
·Reactivo Chagas para la hemaglu
tinación indirecta. 

d) Los tubos son agitados en la gra
dilla y luego se dejan reposar por 
espacio de 2 a 3 horas. 

Le1cturn de la; Reacción. 

1La lec\ura del resultado ha de reali
zarse por lo menos 2 horas de efectua
da la prueba. 

Biblioteca Nacional del Ecuador "Eugenio Espejo"



1• ''•l•'l•IWVJ]EIDAID DE OHAGAS Y SU lMPORTANICUA .E)N = LABOTRIO. 83 

Aglutinación completa de las células. 
POSITIVO 

Aglutinación con formación de un 
pr•<(Ueño cúmulo 
1· a +++ POSITIVO DEB:EL 

1 .as células sedimentan con 
fol'mación de un cúmulo NEGATIVO 

Fuentes de e?'ro?·. 

La suspensión del reactivo Chagas 
para la hemaglutinación indirecta ha 
de efectuarse por lo menos 1 a 2 horas 
antes de su empleo; hematíes insufi
cientemente remojados pueden dar un 
resultado falso positivo. 

El reactivo de Chagas puede conser
varse en el refrig-erador adcc.uadamen .. 
te guardado por espacio de 15 días. 

P.RIU'EBA DiE JIN\MUN!OFiiJUOIRIES
C'ENCIA INDlREC'rA 

La marcación de anticuerpos con co~ 
lorantes fluorescentes hace posible ob
servar "in vitro" reacciones inmunoló
gicas al microscopio de fluorescencia 
con luz uLtravioLeta. (20 - 215) 
La técnica de anticuerpos fluorescentes 
se ha transformado rápidamente de un 
instrumento de investigación en un 
método rápido, práctico y sensitivo de 
diagnóstico. La información suminis~ 
trada por los numerosos individuos que 
han empleado éste método, ha mostra
do la versatilidad de su técnica, tanto 
en investigaciones fundamentales co1no 

prácticas. 
'La técnica de anticuerpos fluorescen

tes que al principio sólo fue UJtihl!ada 
en la dete·cción de antígenos, ha encon~ 

trado su más común aplicación en la 
identificación de anticuerpos circulan
tes. Este método ya ha encontrado su 
camino en el laboratorio clínico de ru
tina y ya ha comenzado a desplazar al
gunos procedimientos empleados para 
la detección de anticuerpos en algunas 
enfermedades tropicales. (6-24-2:5). 

Principio de la Teacción. 

La fluorescencia indirecta transcurre 
en dos fases: 

Fase l. 

.Se establece el contacto entre el an
tígeno y el suero problema. Si dicho 
suero contiene anticuerpos contra Tri
panosoma Cruzi se produce la unión 
específica de antígeno y anti-cuerpo: sin 
reacción ópticamente reconocib1e. 

Fase 2. 

La visualización dd complejo antíge
no-anticuerpo formado en la fase 1 se 
logra mediante el agregado de inmuno
globulina anti-humana marcada con 
fluoresceína que se fija específicamen
te al complejo antígeno-anticuGrpo. El 
complejo marcado se hace visible a la 
luz ultravioleta con un microscopio de 
fluorescencia. Si el anticuerpo especí
fico contra Tripanosoma cruzi no se en
cuentra en e1 sistema de reacción, no 
puede lograrse la fijación de la globu
lina antiliumana marcada y por ende 
no S'2 obtendrá fluorescencia alguna. 
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Ejec"ción ele la p>·ueba. 

Dejar descongelar el porta objetos 
con antígeno a temperatura ambiente. 

Tapar los campos cubiertos de antí
geno ,con las diluciones de antisnero, 
incubar por 6.{) minutos a 37~C. 

1Enjuagar los porta objetos con agun 
destilada. Lavar 3 veces en solución 
buffer fosfato. 

Cubrir todos los campos con conju

gado antihumano; incubar clur.ante 60 

minutos a 37~. 
Lavados repetidos con buffer fosfa

to y enjuague con agua destilada. 

Colocar cub1'e obj€tos y examinar al 

microscopio de fluorescencia. 

Interpretación d~ !os resultados. 

Se ·registra la intensidad de la i1uo
rescencia de los preparados y se eva
lúa el resultado de la siguiente mane

ra: 

++++Fluorescencia muy intensa 
Tr\panosoma·s brillan totahnen 

te. 
++-1--Fluorescencia intensa = Bri

llo marginal marcado, en pur
te fluorescencia total de los 
tripanosomas. 

++Fluorescencia mediana -
Fluorescencia marginal franca 
de todos los tripanosomas. 

¡.J!'luorescenda discreta -= Dé
bil fluorescencia marginal 
<)otnpleta. 

NlnHtltlH rtuorescencia = Los tri
¡lllllONOliWS se presentan entre rojo 

1 fH l'( [ LIZI~Il~1, 

Fuentes de erroT. 

Pocos o ningUn tripanosorna a obser-· 
var; causados por el lavado violento del 
porta objetos. 

Dilución excesiva de la inn1unoglo 
bulinn nntihumana. 

Fillro.s inadecttados. 

,consideramos que es importante rea~ 
Hzar controles periódicos de laboxato

rio en nuestros puci(;!llLe~ con enferme
dad chagásica crónica, ya que general
mente se les ha instaurado tratamien
to quimioterapéutico a base de benzo
n1dazol y/o nifurtimox (2•6). En reia
ción a la técnica de intnunofluorescen
cia indirecta que investiga anticuerpos 
Hntimiocardio, se encontrarán tres pa
trones morfológicos de depósitos de 
anticuerpo: sarcolémicos (membr,mo 
celular), sarcoplásmicos ( citoplasmáti
cos) y fibrilares (bandas Z), encon
trándose aparentemente en la mioc&r
diopaDÍa dha,¡Jásica predominio de los 
patrones sarcoplásmicos difusos y sar
colémicos. (24). Finalmente 'tenemos 
una gran interrogación con respecto a 

las cardiopatías tropicales en e! Ecua
dor, así corno de sus peculiaridades in
munológicas, razón por la cual difer::cn
tes grupos de investigación de nues
tros centros hospilalarios nacionales es
tán trabajando con una casuística lna

yor y metodología sistematizada, para 
poder sacar conclusiones prácticas y de 
apoyo clínico para 1os médicos ecualn-· 

rianos. 
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1 1 I•~COMJ<:NDA!CIONES 

Visto está que todos los métodos se 
t•nlógicos son de mucha importancia y 

son sensibles y capaces de detectar con 
sus reacciones serológicas la enferme~ 
dad de Chagas, pero también pudinws 

ohmrvar que todos éstos métodos ante~ 
rw~ncionados pueden tener resultadDs 
fnl.<;o positivos unos, falso negativos 
otr·os o ambos, por razones ya a:n.ter~or
mente expuestas. 

La experiencia en el labnr~ttnrio cli

tüco es de efectuar el trabajo en (L..:tpll· 

<·nrlo) wmndo fundamentalnleHV:! el rné
tndn d,o lJútex Chagas, por ser el más 

rlt11Willo y l'Úpido, alternando con uno 
dn l11t1 mf,todos mas largos, como el de 
Mnolrndn y Clue.rreiro o el de Hema

~{ltdJnneiÚll lndieecta. 
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