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COMPARACION DE DOS METODOS DE LABORATORIO
PARA EXAMINAR XENODIAGNOSTICOS'

Rafael A. Cedillos,2 Rosa Hubsch,’ Robert J. Tonn,? Pedro
Escalante M.,? Bistremiro Carrasquero® y Henry Liendo®

El presente trabajo ha tenido por objetivo comparar la efec-
ttvidad de dos métodos, el examen individual del contenido
intestinal de los triatomineos y el examen por homogeneiza-
cién de todas las ninfas usadas, que resultaron igualmente
sensibles para descubrér Trypanosoma cruzi y T. rangeli en
xenodiagndsticos tamados al azer y por duplicado.

Introduccion

El xenodiagnostico esta aceptado como
uno de los métodos parasitologicos mis
sensibles para descubrir Trypanosoma cru-
zZ en pacientes con infecciones agudas, pe-
ro no existe igual acuerdo para las infec-
ciones cronicas, en donde el porcentaje de
positividad alcanza solo a un 60%. Asimis-
mo, existen criterios bien evaluados en re-
lacién con el némero minimo y estado nin-
fal mas apropiado, asi como con el lapso
transcurrido después de la alimentacién de
los triatomineos (Z7-4). En cambio, las téc-
nicas de examen del xenodiagnéstico han
variado mucho y atin se investiga la mas
practica y fidedigna. Asi, mientras algunos
investigadores recomiendan el examen
microscopico individual del contenido in-
testinal de las ninfas utilizadas (5, 6), o
bien el examen de la mezcla del contenido

1 Se publicars en inglés en el Bullets Health Or-

2 Centro de Investigacién y Referencias sobre Biologia y Control
de Vectores (CIRBCV/OPS), Maracay, Aragua, Venezuela.

8 Seccitn de Control dela Enfermedad de Chagas, Division de En-
demnias Rurales, Direccién de Malariologia y Saneamiento Ambien-
tal, Ministeriode Sanidad y AsistenciaSocial, Maracay, Aragua, Ve-
nezuela.
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intestinal de todos los triatomineos (4),
otros aconsejan el examen mediante la ho-
mogeneizacion y centrifugacién (técnica
de Maekelt) de todos los insectos usados
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comparar la efectividad de ambos méto-
dos, el examen individual y el examen por
homogeneizacion de los triatomineos del
xenodiagnostico, para descubrir T. cruzi'y
T. rangeli en xenodiagndsticos, en perros
de varias zonas rurales de Venezuela.
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Material y métodos
Zonas de estudio

La investigacién se realizd de febrero a
noviembre de 1978 en varias localidades ru-
rales de los Estados Guérico y Trujillo en
Venezuela, en el transcurso de una encues-
ta epidemiologica efectuada para conocer
la prevalencia de la enfermedad de Chagas.

Xenodiagndsticos

A 222 perros examinados al azar se les
aplicaron, en forma simultanea y durante
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20 minutos, dos ca jitas de xt:uuulag‘“uOStiCO
que contenian cada una de ellas 12 ninfas
en el quinto estado de Rhodnius prolixus a
las que se habifa mantenido sin alimentar
durante cuatro semanas, como minimo.
Ambos xenodiagnosticos, almacenados a
temperatura ambiente (26-28°C), se exa-
minaron en laboratorios diferentes a los 30
dias de alimentados los insectos, con objeto
de comparar, en un estudio a ciegas, los
resultados obtenidos con cada una de las
técnicas descritas a continuacion.

a) Examen individual del contenido in-
testinal de las ninfas. Consistio en el exa-
men microscopico, en solucién salina, de
dos muestras del contenido intestinal obte-
nidas por una ligera compresién abdomi-
nal de cada uno de los insectos. Este exa-
men se realizd en el laboratorio del Centro
de Investigacion y Referencias sobre Biolo-
gia y Control de Vectores (CIRBCV/OFPS)
en Maracay.

b) Examen del xenodiagnéstico por ho-
mogeneizacion y centrifugacion. La técnica
se realizd con minimas modificaciones a la
descrita por Maekelt (7): 1) los 12 insectos
del xenodiagndstico se homogeneizaron en
10 ml de solucion salina por medio de un
homogeneizador eléctrico,* durante 1 mi-
nutoya 9 000 rpm; 2) el resultante, prime-
ramente fiitrado por algodoén, se centrifugd
en tubosde 16 X 150 mm a1l 030 g duran-

te 10 minutos; 3) se descartd el sobrenadan-

4 Homogeneizador VIRTIS 23, The VIRTIS, Gardiner, Nueva
York, EUA.
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{€ y €1 seqimenio se auapcuuxu en la solucién
salina remanente y 4) se examind el sedi-
mento al microscopio. Este examen fue re-
alizado en el laboratorio de la Division de
Endemias Rurales, en Maracay.

Las preparaciones positivas que se obtu-
vieron por cualesquiera de los dos métodos
se secaron al aire, se fijaron con metanol
durante tres minutos y se colorearon con
Giemsa para identificar morfologicamente
a los tripanosomas. Los resultados definiti-
vos se compararon al finalizar el estudio.

Resultados

Tal como se observa en el cuadro 1, los
porcentajes de xenodiagnosticos positivos a
tripanosomas fueron muy semejantes tanto
con el método de examen individual del
contenido intestinai de los triatomineos
(12,2%), como con el método de homoge-
neizacion de Maekelt (11,3%). Los resul-
tados negativos fueron igualmente simila-
res para ambos métodos en Gudrico, zona
de baja endemicidad chagésica; lo mismo
ocurrid con los resultados positivos obteni-
dos en Trujillo, en donde prevalecian am-
bas especies de tripanosomas, T. cruzi y
T. rangeli. En el cuadro 2 se detallan los
resultados parasitologicos obtenidos con
cada uno de los dos métodos de examen
descritos. En general, existe coincidencia
en la identificacion del parasito, aunque
hubo algunas excepciones. En efecto, tres
xenodiagnosticos positivos en el examen

CUADRO 1—Resultados de dos métodos de laboratorio para examinar xenodiagnosticos.

No. de xenodiagnésticos positivos

No. de No. de
xenodiagnosticos xenodiagnosticos Infecciéon

Métodos de examen examinados negativos T. cruzi T. rangeli mixta Total %
Examen microscopico

Aal ~antanida intactinal 299 1408 A 21 o o 19 9
a1 CORITNIAs intdstina: Ladeda 103 T a1 r - Lyl
Examen por homogenei-

zacibn y centrifugacion 222 197 3 21 1 25 11,8
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CUADRO 2—Resultados parasitologicos segun dos métodos de la-
boratorio para examinar xenodiagnasticos.

Parasito identificado

No. de No. de triatomineos Por examen Por examen
animal positivos/No. microscopico de homogeneizacion

positivo de examinados individual y centrifugacién
0291 8/11 T. rangeli Ninguno
0300 8/11 T. rangeli T. rangeli
0301 7/11 T. rangeli T. rangelt
0302 8/12 T. rangeli T. rangeli
0303 7/10 T. rangeli T. rangeli
0311 6/12 T. rangeli T. rangeli, T. cruzi
0817 7/10 T. rangeli T. rangeli
0414 1}/12. T. rangelt T. rangelt
0415 T 9712 T. rangels T. rangeli
0416 8/12 T. rangeli T. rangeli
0420 12/12 T. rangeli T. rangelt
0421 8/11 T. rangeli T. rangeli
0422 11/12 T. rangelt T. rangeli
0423 9/12 T. rangelt T. rangelt
0424 11/11 T. rangeli T. rangeli
0430 /11 T. rangeli T. rangeli
0431 8/12 T. rangeli T. rangeli
0434 9/12 T. rangeli T. rangeli
0440 9/12 T. rangeli T. rangeli
0443 6/12 T. cruzi T. cruzi
0444 7/12 T. cruzi, T. rangeli T. cruzi
0451 7/11 T. rangelt T. rangeli
0468 9/12 T. rangeli T. rangeli
0478 3/12 T. cruzi T. rangeli
0500 3/12 T. cruzi, T. rangeli Ninguno
0501 0/10 Ninguno T. rangeli
0542 3/12 T. cruzi T. cruzi
0602 9/10 T. cruzi Ninguno

individual resultaron negativos por el mé-
todo de Maekelt (en los animales No.
0291, 0500 y 0602); en cambio, solo un xe-
nodiagndstico positivo por este Gltimo mé-
todo (animal No. 0501) resultd negativo al
examen individual de los triatomineos. Sin
embargo, en el xenodiagnéstico No. 0311
se encontrd una diferencia cualitativa im-
portante en el diagnostico diferencial, al
comprobarse que los parasitos identifica-
dos como T. cruzi por el método de Ma-
ekelt correspondian a formas metaciclicas
de T. rangeli originadas en las glandulas
salivales de los insectos del xenodiagnéstico
(fotografia 1). En las fotografias 2 y 3 se
presentan en comparacion, las formas
metaciclicas intestinales de 7. rangeli'y T.

cruzi tal como se observan en el contenido
intestinal de los triatomineos.

Discusion

En estudios epidemiologicos extensos de
la enfermedad de Chagas se suele requerir-
el examen de un gran ntimero de xenodiag-
nosticos sobre todo cuando se realizan in-
vestigaciones parasitologicas en animales
domésticos y silvestres. En general, como
método clasico para examen del xenodiag-
nostico se ha utilizado el estudio microsco-
pico individual del contenido intestinal de
cada uno de los insectos, de acuerdo con las
recomendaciones iniciales de Brumpt (5) y
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FOTOGRAFIA 1—Formas metaciclicas de T. rangeli en glandula salival de R. proli-
Xus (preparacioén coloreada con Giemsa x 1 000).

posteriormente de Dias (6). Este método, empleadas en cada xenodiagnéstico.

muy efectivo para descubrir los tripanoso- Por el contrario, el examen por homoge-
mas es, sin embargo, un procedimiento su- neizacion de todos los triatomineos del xe-
mamente lento, pues se requiere cerca de nodiagnéstico es, segin Maekelt (7), un
una hora para examinar las 10 a 12 ninfas método sensible y practico para descubrir

FOTOGRAFIA 2—Formas metaciclicas de T. rangeli en el contenido intestinal de
R. prolixus (preparacion coloreada con Giemsa x 1 000).
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FOTOGRAFIA 3—Formas metaciclicas de T. cruzi en el contenido intestinal de R.

T. cruz: en pacientes con probable enfer-
medad de Chagas. AGn mas, este autor
hallé una diferencia significativa a favor del
examen por homogeneizacién, en compa-
racion con el examen individual de los
triatomineos del xenodiagnostico.

En cambio, los resultados de la presente
investigacion indican que ambos métodos
fueron igualmente sensibles para descubrir
T. cruziy T. rangeli en los 222 perros exa-
minados, tal como lo demuestran los por-
centajes positivos de 12,2 con el primer mé-
todo y de 11,3 con el segundo. No obstante,
es evidente la aplicabilidad del método de
Maekelt para estudios parasitologicos ex-
tensos, puesto que solo se requieren 20 mi-
nutos como promedio para examinar cada
xenodiagnostico. Sin embargo, este método
tiene una limitacién importante en zonas
donde prevalece T rangel?, pues sus formas
metaciclicas en las glandulas salivales de R.
prolixus pueden confundirse con formas de
T. cruzi. Tal como puede observarse en la
fotografia 1, el tripanosoma metaciclico sa-
lival de T. rangeli es pequeiio, de 9,0 a 13,0
pm de longitud, y posee un cinetoplasto re-

prolixus (preparacion coloreada con Giemsa x 1 000).

lativamente grande que lo asemeja a algu-
nas formas sanguicolas de 7. cruzi. En
cambio, el tripanosoma metaciclico de T.

“rangeli que evoluciona en el intestino poste-

rior del insecto (fotografia 2), presenta las
caracteristicas clasicas de dicho parasito:
formas largas y delgadas, de 22,0 a 72,0 um
de longitud, con nicleo alargado, cineto-
plasto puntiforme y alejado de la extremi-
dad posterior del parasito. En la fotografia
3, como comparacion, se muestra el tripa-
nosoma metaciclico de 7. cruzi en el conte-
nido intestinal del triatomineo: mide de
17,0 a 22,0 um, tiene nacleo ovalado, con
cinetoplasto grande y subterminal. Por
consiguiente, en zonas donde prevalece T.
rangelz, se debe adiestrar al personal de la-
boratorio para la identificacion de los tripa-
nosomas metaciclicos de este parasito que
evolucionan en las glandulas salivales de R.
prolixus.

En cuanto a la efectividad del examen de
xenodiagnésticos por homogeneizacion y
centrifugacion, también se ha comprobado
en Argentina, en un trabajo de Cerisola et
al. (4), al utilizar ninfas de Truatoma infes-
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tans para investigar T. cruzi en pacientes
con enfermedad de Chagas aguda. Por otra
parte, este tipo de examen puede resultar
igualmente practico en el examen de xeno-
diagnosticos artificiales aplicados a huma-
nos. Tal examen, utilizado en el laboratorio
por los autores de la presente investigacion
como una alternativa con respecto al xeno-
diagnostico natural, que provoca reacciones
alérgicas de variada intensidad en indivi-
duos sensibles a la saliva de R. prolixus,
consiste en alimentar de 20 a 40 ninfas con
sangre del paciente a través de una
membrana artificial (8). Sin embargo, el
examen individual de tal namero de insec-
tos requiere, como es obvio, mucho tiempo
del personal de laboratorio.

Resumen

El presente estudio tiene por objetivo
comparar la efectividad de dos métodos
para descubrir al Trypanosoma cruziy al
T. rangeli en xenodiagnosticos: el examen
microscopico individual del contenido in-
testinal de ninfas empleadas y el examen
por homogeneizacién y centrifugacion de
todos los insectos utilizados, segtn lo pro-
pone Maekelt. La investigacién se realizd

de febrero a noviembre de 1978 en varias
localidades rurales de los Estados Guérico
y Trujillo, en Venezuela. Para ello, a 222
perros examinados al azar se les aplicaron
en forma simultdnea y durante 20 minu-
tos, dos cajitas de xenodiagndsticos que
contenian cada una de ellas 12 ninfas de
Rhodnius prolixus.

Los resultados comparativos indicaron
que ambos métodos fueron igualmente
sensibles: la positividad del examen indivi-
dual alcanzé a 12,2%, y en el examen por
homogeneizacién, 11,5%. Si se toma en
cuenta el menor tiempo insumido por este
altimo método para el examen de cada xe-
nodiagnostico, puede sefialarse su aplica-
bilidad en investigaciones parasitologicas
extensas en mamiferos. Sin embargo, en
zonas donde prevalece T. rangeli, se debe
adiestrar al personal de laboratorio para.la
identificacion de tripanosomas
metaciclicos salivales de T. rangeli, que se
asemejan morfolégicamente a los tripano-
somas sanguicolas de T. cruzi. Por otra
parte, se discute la conveniencia de utilizar
el método de homogeneizacién y centrifu-
gacion para el examen de los xenodiagnos-
ticos artificiales aplicados a humanos,
sobre todo, cuando se emplean 20 o mas
ninfas por xenodiagnéstico. m
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Comparison of two laboratory methods in xenodiagnosis (Summary)

This study compares the effectiveness of two
methods for identifying Trypanosoma cruziand
T. rangeli in xenodiagnosis: by individual
microscopic examination of the intestinal
contents of each nymph utilized; and, of all the
insects after homogenization and centri-
fugation, as suggested by Maekelt. The
investigation was carried out from February to
November, 1978 in several rural localities in the
states of Guarico and Trujillo, Venezuela. For
that purpose, simultaneously, and over a period
of 20 minutes, 222 randomly assigned dogs were
given two xenodiagnostic dishes each containing
12 Rhodnius prolixus nymphs.

Theresultsshowed bothmethodsto beequally
sensitive with positivity by individual

examination at 12,2% and after homogen-
ization at 11,3%. Since less time was taken up in
the examination of each xenodiagnosis by the
latter method, it may be considered a better
procedure for extensive parasitological
examinations in mammals. However, in areas
where T. rangeli is prevalent, laboratory
technicians should be trained to distinguish the
metacyclic salivary trypanosomes of T. rangel
from the morphologically similar sanguiculous
trypanosomes of T. cruzi. The study also
discusses the advisability of applying the
homogenization and centrifugation method to
the examination of artificial xenodiagnoses in
humans, particularly when 20 or more nymphs
are used per xenodiagnosis.

Comparacéao de dois métodos de laboratorio
para examinar xenodiagnosticos {(Resumo)

Este estudo tem por fim comparar a eficicia de
doismétodos para descobriro T'rypanosoma cruzi
e o T. rangeli em xenodiagnosticos: 0 exame
microscopico individual do contedo intestinal de
ninfas empregadas, e o exame por homogeneiza-
¢ao e centrifugacio de todos osinsectos utilizados,
como propde Maekelt. A pesquisa realizou-se de
fevereiro a novembro de 1978 em varias localida-
des rurais dos estados Guérico e Trujillo, na
Venezuela. Paraisso, aplicaram-se a 222 cais exa-
minados a0 acaso, simultaneamente e durante 20
minutos, duas caixinhas de xenodiagnosticos
contendo cada uma 12 ninfas de Rhodnius
prolixus.

Os resultados comparativos indicaram que os
dois métodos foram igualmente sensiveis; a
positividadedoexameindividual chegoua 12,2%

€ no exame por homogeneizacdo, a 11,3%. Se se
considera o menor tempo empregado com este
dltimo método para o exame de cada xenodiag-
néstico, pode indicar-se a sua aplicabilidade em
investigacGes parasitoldgicas extensas em
mamiferos. No entanto, em zonas onde prevalece
o T. rangeli deve-se preparar o pessoal de
laboratorio para a identificagZo de tripanosomas
metaciclicos salivais de T. rangeli que se
assemelham morfoldgicamente aos tripanosomas
sanguicolas de T. cruzi. Discute-se ainda a
conveniéncia de utilizar o método de homogenei-
zagio e centrifugag¢do para o exame dos
xenodiagnésticos artificiais aplicadosa humanos,
sobretudo quando se usam 20 ou mais ninfas por
xenodiagnostico.

Comparaison de deux méthodes de laboratoire
pour examiner des xénodiagnostics (Résumé)

Cetravaila pour but decomparer l'efficacité de
deux méthodes pour découvrir le Trypanosoma
cruzi et le T. rangeli dans des xénodiagnostics:
Pexamen microscopique individuel du contenu
intestinal des nymphes employées et Pexamen par
homogénéisation et centrifugation de tous les
insectes utilisés, comme propose de faire Maekelt.
L'investigation fut réalisée, de février 4 novembre

de 1978, dans diverses localités rurales des Etats
Guairico et Trujillo, au Vénézuela. Pour cela, on
appliqua, de fagon simultanée et pendant 20
minutes, 4 222 chiens examinés au hasard deux
petites boites pour xénodiagnostics dont chacune
contenait 12 nymphes de Rhodnius prolixus.
Les résultats comparatifs indiquérent que les
deux méthodes furent d'une sensibilité égale:
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Pexamen individuel donna un résultat positif de
12,29, et l'examen par homogénéisation, de
11,3%. SiT'on tient compte du temps plus court
employé en utilisant cette derniére méthode pour
Pexamen de chaque xénodiagnostic, on pourrait
le recommander pour des recherches parasitolo-
giques extensives de mammiferes. Cependant,
dans les régions ou prédomine T. rangeli on doit
former le personnel de-laboratoire i savoir

identifier les tripanosomes métacycliques
salivaires de R. rangeli qui ressemblent
beaucoup morphologiquement aux tripanoso-
mes sanguicoles de T. cruzi. Par ailleurs on
discute, dans cette étude, del'utilité d’employerla
méthode d’homogénéisation et de centrifugation
pour l'examen des xénodiagnostics artificiels
appliqués a '’homme, surtout quand on se sert de
20 nymphes ou plus par xénodiagnostic.

EL BOLETIN DE LA OSP ADOPTA LAS UNIDADES SI

En 1980 la OMS publico el volumen Las unidades SI para las profe-
stones de la salud en atencion a la urgente necesidad de directrices para
el empleo del sistema internacional de unidades SI por parte de los pro-
fesionales de la salud. En cumplimiento de las recomendaciones perti-
nentes, y como primer paso de la adopcion total del sistema, el Boletin
de la OSP comenzari la aplicacion de la siguiente norma:

Las cifras se agruparan en trios, dispuestos de derecha a izquierda de
la coma y separados por un pequeiio espacio; no se separaran por nin-
gn otro signo de puntuacién. La coma solo se utilizard para indicar los
decimales, con exclusion de cualquier otro signo (por ejemplo un punto
ordinario en pie de linea o un punto alto).

Esta norma se aplicard en textos, mapas, cuadros y figuras de todas
las secciones de la revista. Al enviar material para su publicacion, se
ruega a los autores tenerla en cuenta en beneficio de la exactitud y cohe-
rencia de sus trabajos.

Ejemplos
Forma correcta Forma incorrecta
3,5 3.5
(Tres coma cinco)
21 327 21,827
(Veintian mil trescientos
veintisiete)
1 258,23 1,258.23
(Mil doscientos cincuenta y
ocho coma veintitrés)

47,3 47.3

(Cuarenta y siete coma tres).



