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Resumo

A doenga de Chagas é uma enfermidade infecciosa causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, transmitido principalmente por insetos da subfamilia Triatominae. Caracteriza-se
por fases aguda e cronica, sendo esta ultima, geralmente, assintomatica por longos
periodos. O diagnostico laboratorial é um dos principais desafios no enfrentamento da
doenca, devido a diversidade genética do parasito, as diferentes vias de infeccdo e a
variacao na carga parasitaria ao longo das fases clinicas. Este artigo tem como objetivo
revisar os principais métodos laboratoriais utilizados na rotina diagnostica da doenca de
Chagas. Sao abordadas técnicas parasitolégicas diretas, como gota espessa, micro-
hematdcrito e Strout, comumente aplicadas na fase aguda; métodos sorolégicos, como
ELISA, imunofluorescéncia indireta e hemaglutinacdo, indicados para a fase cronica; e
técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), além de testes
rapidos. A revisdo aponta que, embora os avangos tecnoldgicos tenham contribuido para
ampliar a sensibilidade e especificidade diagndstica, ainda existem limitagdes quanto a
acessibilidade, infraestrutura laboratorial e necessidade de confirmacao por multiplos
meétodos. Conclui-se que a integracao entre diferentes abordagens diagnosticas é
essencial para a deteccao precoce da infec¢do, permitindo o tratamento adequado e
contribuindo para o controle da doenca, especialmente em areas endémicas e populacdes
vulneraveis.

Palavras-chave: Doencga de Chagas. Diagndstico. Trypanosoma cruzi. Saude Publica.
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Abstract

Chagas disease is an infectious illness caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
transmitted mainly by insects of the subfamily Triatominae. It is characterized by acute and
chronic phases, the latter often being asymptomatic for long periods. Laboratory diagnosis
is one of the main challenges in addressing the disease, due to the parasite’s genetic diversity,
the different routes of infection, and the variation in parasitic load throughout the clinical
stages. This article aims to review the main laboratory methods used in the diagnostic
routine of Chagas disease. Direct parasitological techniques, such as thick blood smear,
microhematocrit, and Strout, commonly applied during the acute phase, are discussed; as
well as serological methods, including ELISA, indirect immunofluorescence, and
hemagglutination, which are indicated for the chronic phase; and molecular techniques,
such as polymerase chain reaction (PCR), in addition to rapid tests. The review indicates that
although technological advances have improved diagnostic sensitivity and specificity, there
are still limitations regarding accessibility, laboratory infrastructure, and the need for
confirmation by multiple methods. It is concluded that the integration of different diagnostic
approaches is essential for early detection of infection, enabling appropriate treatment and
contributing to disease control, especially in endemic areas and vulnerable populations.

Keywords: Chagas disease. Diagnosis. Trypanosoma cruzi. Public Health.

1. Introducao

A doencga de Chagas ou tripanossomiase americana foi descrita em 1909, pelo
cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, também por ele foi descrito o
agente etiologico, os vetores, reservatorios domésticos e silvestres, parte da patogenia e
sintomatologia [1]. O Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico, um protozoario flagelado
classificado como Stercoralia, familia Tripanosomatidae, que inclui o género
Trypanosoma, transmitidos na forma de tripomastigotas metaciclicos, pelo contato com
as fezes do vetor [2]. Os vetores sdo insetos hematdéfagos da ordem Hemiptera,
pertencentes a familia Reduviidae, sendo mais comumente conhecidos como
triatomineos, devido a designacdo da subfamilia Triatominae [3].

A tripanossomiase americana é transmitida através do contato da pele e/ou
mucosas com fezes de insetos contaminadas com o protozoario, no qual depositam no
individuo ao mesmo tempo em que realizam a picada e sugam o sangue. A picada causa
coceira, facilitando a entrada do T. cruzi no organismo. [4]. Na contaminag¢do pela via
vetorial a taxa de letalidade varia entre 5 e 10%, em razdo da miocardite grave ou
meningoencefalite ou até mesmo, ambas enfermidades concomitantemente [5]. A
infeccdo também pode acontecer através da ingestdo de alimentos contaminados pelo
protozoario denominado como via oral, [4]. Na transmissao oral, os que foram infectados
exprimem auséncia de sinais de Romafia ou chagoma de inoculac¢do, sintomatologia grave
e a taxa de Obito pode variar entre 8 e 35% [6], transfusdo de sangue, via transplacentaria
(vertical) e transplante de 6rgaos [4].

Caracterizada por duas fases, uma aguda, que pode ou ndo apresentar sintomas
visiveis, e uma cronica, que se manifestar em varias formas [7]. A fase aguda perdura por
quatro a oito semanas apos a infeccao e encontra-se abundante quantidade de parasitos
circulagdo sanguinea [8]. Posterior a fase aguda, 30% a 40% dos doentes evoluem para a
fase cronica. Nessa fase, ocorre uma diminuicdo expressiva do numero de formas
tripomastigotas na corrente sanguinea e decréscimo na frequéncia de formas amastigotas
nos tecidos. [9;10]. Os principais processos patolégicos podem ser caracterizados como
lesoes celulares, fibrose e resposta inflamatoria [11]. Em sequéncia e relacionados entre
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si, podem suceder varios tecidos ou 6rgaos do vertebrado. Destaca-se, entretanto, o
sistema nervoso, coracdo e tubo digestivo [11]. Em seguida da inoculacao por qualquer
das vias conhecidas, o parasita introduz-se preferencialmente nos fibroblastos e
macrofagos, permanecendo ali entre trés e cinco dias, em um processo de multiplicagao,
findos os quais a célula se rompe. [11]. Com a reiteracdo sucessiva dos ciclos,
frequentemente em grande intensidade durante a fase aguda da infec¢do, devido ao
intenso parasitismo, expandem progressivamente os focos do processo inflamatério, com
repercussoes anatomicas e clinicas em nivel do miocardio e do sistema nervoso [11]. Com
o inicio da fase cronica, o parasitismo decresce sobremaneira e aparece fraca
desproporc¢ao entre a quantidade de parasitos nos tecidos e resposta inflamatoria [11].
Pode ser observado outros antigenos nos focos parasitarios durante a fase crdonica da
doenca, conservando a intensidade da resposta inflamatdria, um vinculo direto a presen¢a
do parasito [11].

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que o numero de
pessoas positivas para T. cruzi na América Latina pode variar entre 6 a 7 milhdes de casos
[12]. Com uma mortalidade, em média, de 14.000 6bitos por ano e 8.000 recém-nascidos
infectados durante a gestagdo anualmente [4]. E estimado que aproximadamente 75
milhdes de pessoas que residem em areas endémicas estejam em risco de contrair a
doenca no mundo, estima-se que esses casos alcancem cerca de trés milhdes de pessoas
portadoras da doenca. [12]. Essa condi¢cdo estd relacionada como uma das quatro
principais endemias, destacando-se como um dos desafios para a saude publica [13].

Apesar da alta carga da doenga, predominantemente na América Latina, menos
de 10% dos portadores de T. cruzi sdo diagnosticados e apenas 1% recebem tratamento
[14]. A natureza silenciosa da doenca contribui para o subdiagndstico, até 70% dos
individuos infectados podem nao desenvolver nenhum sintoma nem dano especifico a
orgdos [15]. O diagndstico precoce e preciso é crucial para o tratamento eficaz e a
implementagcdo do manejo clinico, controle e eliminacio medidas [15]. Quando se
consegue um diagndstico clinico, as perturbag¢des dos tecidos podem ja estar demasiado
avancadas para uma intervencao. Por isso, a deteccao de parasitas deve ser precedida do
inicio dos sintomas [16]. Outro ponto a se considerar, ao diagndstico da doencga é a grande
variedade genética do parasito, que engloba sete genotipos diferentes agrupados em
unidades discretas de tipagem (DTUs) [17]. Além do fato de o T. cruzi compartilhar
antigenos com outros parasitas filogeneticamente proximos, como T. rangeli e
Leishmania spp., os testes sorologicos esbarram na problematica de resultados falso-
positivos [18]. O objetivo desse trabalho é realizar uma revisao bibliografica sobre os
avancos e atualizacdes realizados das técnicas utilizadas na rotina laboratorial
diagnostica da doenca de Chagas.

2. Metodologia

O presente estudo foi realizado por meio de uma revisado integrativa da literatura
cientifica, conduzida com o objetivo de reunir, analisar criticamente e sintetizar as
evidéncias disponiveis sobre o diagnostico da doenca de chagas, elucidando seus avangos
e importancia considerando estudos nacionais e internacionais. A revisdo sera
estruturada com base no método de revisdo integrativa.

Foi realizado por meio de buscas de dados PubMed/MEDLINE, Web of Science,
Scopus, Embase, LILACS, SciELO e CINAHL, usando palavras chaves como “diagnostico”,
“chagas”, “exames”, “tripanossoma cruzi”. A primore foi realizada busca de 102 artigos,
mas apenas 33 artigos foram selecionados para incorporar o trabalho, e excluidos 69 por

ndo atenderem ao tema proposto.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Técnicas Parasitoldgicas

O exame parasitoldgico foi o primeiro método a ser desenvolvido no diagnostico
de chagas, esse teste foi desenvolvido por Carlos Chagas mediante a pesquisas realizadas
para confirmacdo diagnostica do caso de uma crianga que se apresentava na fase aguda
da doenca [19]. Décadas depois o exame ainda permanece sendo utilizado como um meio
para comprovar a infeccao pelo protozoario [19]. O diagnoéstico parasitologico na fase
aguda da doenga de Chagas é realizado pela demonstrac¢do de formas tripomastigotas do
T. cruzi em amostras de sangue diretamente ao exame microscopico [11]. Os
tripomastigotas podem ser observados em sangue periférico recém-coletado, ou em
demais fluidos organicos e sao divididos em parasitoldgicos diretos e indiretos [20; 21].
No parasitolégico direto, o parasito é observado no microscdpio, os métodos principais
aplicados no parasitoldgico direto sdao: Creme Leucocitario, Microhematécrito, Gota
espessa, Gota de sangue a fresco, Strout e Esfregaco [20;21]. Creme Leucocitario: consiste
em coletar cerca de 5 a 10 ml de sangue através de uma punc¢ao venosa com
anticoagulante e posteriormente centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm [20 ;21]. Com o
auxilio de uma pipeta, remover a interface (parte branca, entre plasma e hemacia),
assentar em uma lamina e corar pelo método de Walker. Observar em um microscépio
Optico a uma objetiva de 100x com 6leo de imersao [20 ; 21]

Microhematdcrito: técnica de concentracdo para elevar o nivel de sensibilidade
na deteccdo de T. cruzi no decorrer da fase aguda ou congénita da doenca de Chagas. Deve-
se coletar o sangue com EDTA ou heparina e deslocar por capilaridade para um
microtubo. [20;21]. Apenas 2/3 do microtubo (75 pl de sangue com anticoagulante) deve
ser preenchido, logo ap6s, vedar com massa selante adequada. Centrifugar por cerca de 5
a 10 minutos a 160 gramas (em centrifuga) [20;21]. Fixar o micro capilar em uma lamina
e observar a camada leucocitaria (interface entre as camadas de plasma e hemacias)
através do microscopio Optico com objetiva de 100x. [20;21]. Outra possibilidade é
romper o microtubo na regido adjacente ao creme leucocitario para analise entre lamina
e laminula com aumento de 400x%, o parasito é notado devido a sua movimentagdo rapida
[20;21]. Gota espessa: nessa técnica gota espessa, a visibilidade dos parasitas é mais
notoria comparado ao exame de sangue a fresco, sdo depositadas duas ou trés gotas de
sangue (em torno de 25 pl) em 1 cm® de uma lamina [20;21]. Construir um quadrado
manipulando a ponta de outra lamina, as hemacias sdo lisadas e a lamina é ruborizada
pelo método de Giemsa. Em um local apropriado em temperatura ambiente, aguardar a
lamina secar para principiar a pigmenta¢do empregando o método de Walker [20;21].

3.2 Técnicas Soroldgicas

Durante a fase cronica existe a producdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi, na qual
os niveis de parasitemia se encontram abaixo do limite de detec¢do por microscopia e
assim, o diagndstico se baseia, sobretudo, na deteccdo de anticorpos IgG especificos
[22;23]. Ainda que os testes imunoldgicos apresentem alta sensibilidade, é corriqueira a
observacao de adversidades de especificidade em virtude de reagcdes cruzadas com
antigenos de distintos parasitas, mormente com os do género Leishmania [22]. A vista
disso, é de preceito da Organizacdo Mundial de Saude a compulsoriedade de em pelo
menos dois de trés testes imunolégicos efetuados nas mesmas amostras a fim de
estabelecer a existéncia de anticorpos anti-T. cruzi [22]. Para detec¢do de anticorpos anti-
T.cruzi da classe IgG sdo necessarias duas coletas com intervalo minimo de 21 dias entre
uma coleta e outra [11]. Para confirmag¢do é necessaria preferencialmente execucdo
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pareada, que possibilite comparar os resultados, ou seja, sorologia negativa na primeira
amostra e positiva na segunda por qualquer um dos métodos [11]

Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC): fundamenta-se na interatividade
entre antigenos de T. cruzi e anticorpos do soro de chagasicos, sucedida pela fixacdo do
terceiro componente do sistema complemento (C3), converta-se (C3Bb) [24]. O soro a ser
experimentado é inativado pela temperatura, dissolvido em série e acrescido a uma placa
de microtitulacdo preliminarmente sensibilizada com antigenos de T. cruzi. Caso o soro
apresente anticorpos, sucedera a geracdo de imunocomplexos [24]. Em seguida é
incorporada em cada po¢o uma matriz de complemento usualmente oriundo de cobaia ou
coelho. O passo subsequente é a juncao em agrupamento de hemacias de carneiro e
anticorpos contra estas células (sistema indicador ou hemolitico) [24]. Na hipdtese de
haver complemento livre no meio, as hemacias serdo lisadas, todavia se o complemento
estiver conectado aos imunocomplexos ndo acontecera a hemolise e a reagdo sera julgada
como positiva para T. cruzi. [24]

Hemaglutinacao: consiste numa reacdo muito simples, mais rapida e sensivel que
o teste de fixacao de complemento, na detec¢do de anticorpos anti-T. cruzi no soro de
individuos infectados [22]. Baseia-se na aglutinacao de hemacias de carneiro, recobertas
com antigenos citoplasmaticos de T. cruzi em presenca de soro que contenha anticorpos
para este parasita [22]. Havendo anticorpos anti-antigenos de T. cruzi, os mesmos
formarao ligacdes entre as hemacias, interagindo com os antigenos na sua superficie [22].
Assim, visualmente ocorrera a formag¢do de um manto nas placas de microtitulagdo. Em
virtude do baixo custo, nitidez dos resultados e simplicidade de execucao tem sido
amplamente utilizada em situagdes de rotina [22].

Imunofluorescéncia indireta: O antigeno é apresentado com formas
epimastigotas de T. cruzi, sdo colhidas da cultura em meio LIT em fase consideravel de
desenvolvimento, lavados e agregados em uma solucdo de formol, paraformadeido e/ou
liofilizado [25]. Os anticorpos do soro de infectados sdo posicionados sobre uma lamina
com antigenos de T. cruzi. Tais anticorpos anti- T. cruzi sao manifestados devido a
aplicacdo de anticorpos anti-imunoglobulina (Ig) humana associados a fluoresceina, e
analisados em microscdpio de fluorescéncia [25]. A vasta aplicacdo deste método é
consequéncia mormente a algumas vantagens: relativa simplicidade de alcancar reagdes
padronizadas, resultados regulares, elevada sensibilidade, e a possibilidade de
processamento paralelo a um imenso nimero de protétipos [25]

Elisa: esta técnica consiste em detectar anticorpos contra o parasita através da
utilizacdo de um segundo anticorpo, conjugados a enzimas, que, em presenca de
substratos especificos, geram produtos coloridos, cuja quantificacio é feita
espectrofotometricamente [22]. Este método oferece alta sensibilidade, utilizacao de
baixas quantidades de soro, processamento simultaneo de varias amostras e, finalmente,
facil uso em trabalhos realizados em campo [22]

Western Blot: o0 método consiste em o antigeno de T. cruzi ser resignado a
eletroforese em gel de poliacrilamida, para resolu¢do das proteinas em acordo com o
critério de massa molecular o deslocamento do material fracionado em gel para
membranas de nitrocelulose [26]. prossegue-se como na técnica da rea¢do antigeno-
anticorpo analogo a metodologia ELISA, [26]. Os soros sdo posicionados sobre as fitas de
nitrocelulose e em situacdes em que ha uma reacao positiva, sucedera o aparecimento de
bandas caracteristicas, [26].
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3.3 Técnicas Moleculares

Os métodos moleculares, especialmente a PCR, sdo uma abordagem que tem sido
considerada mais sensivel para o diagnostico de T. cruzi em relacio aos métodos
tradicionais apresentando grande importancia no acompanhamento da patologia DC [33].
O diagnostico molecular pode ser utilizado para o diagndstico precoce de transmissao
congénita e de infeccbes agudas por transmissdo via oral, transfusional ou de
transplantagdo, ou por reativacdo devida a imunossupressao [33]. E sendo também util
no monitoramento da resposta ao tratamento em doentes cronicamente infectados [33].

Reacdo em Cadeia da Polimerase ou PCR: este método de diagndstico baseia-se
no emprego de oligonucleotideos sintéticos que amplificam sequéncias de DNA
especificas do patégeno-alvo [22]. Esta estratégia de diagndstico tem duas grandes
vantagens: ndo depender da imunocompeténcia do organismo infectado e do tempo de
infeccdo como nos testes sorolégicos, bem como s6 detectar o DNA na presenca do
patdgeno no fluido biologico [20;21]. A sensibilidade do teste depende, em grande parte,
do numero de repeticdes dos segmentos alvos da amplificacdo (sitios), enquanto que a
especificidade depende dos iniciadores (primers) empregados. E um método mais
sensivel do que os métodos parasitoldgicos classicos de deteccao do T. cruzi na fase
cronica da infeccdo [20;21].

O método de PCR permite detectar DNA do parasita em diferentes amostras
bioldgicas, tais como: sangue total; soro; liquor; conteudo fecal/ tubo digestivo de
triatomineos; cortes de tecidos [20;21]. A extracdo consiste de: a) lise celular para a
liberacao do DNA da célula; b) remocao de proteinas que podem interferir no processo de
amplificacdao ou que degradam o DNA alvo (DNAses); c) precipita¢do e concentracdo do
DNA extraido [20;21]. Estes procedimentos podem ser feitos através do uso de métodos
in house, kits comerciais ou preparados comerciais [20;21].

A PCR Qualitativa: tem como principio a amplificacdo in vitro de sequéncias
especificas do material genético (DNA ou RNA) do organismo [27], e seu resultado baseia-
se na visualizacdo do produto amplificado em gel de agarose ou poliacrilamida (presenca
- PCR positiva ou auséncia - PCR negativa) [21]. O avan¢o nas técnicas moleculares com o
desenvolvimento da PCR qualitativa aprimorou as condi¢des de deteccdo de patdgenos,
aliando especificidade e sensibilidade ao diagndstico [28;29;30]. PCR QUANTITATIVA: O
principio do método esta baseado na deteccao de fluorescéncia no tubo de reacao a
medida que o DNA dupla fita é sintetizado, determinando a quantidade de DNA de uma
amostra que foi amplificado [21].

Porém além do custo, pode ser citada a necessidade de sua execucdo em
laboratoérios com elevada tecnologia e com espago exclusivo para a sua realizagdo como o
principal fator limitante no que se refere ao emprego do teste de PCR em situacdo
ambulatorial ou hospitalar, ou mesmo na rotina dos bancos de sangue, apesar de ser uma
técnica muito importante para o diagnostico da doenca de Chagas [22].

3.4 Testes Rapidos

Nas ultimas 2 décadas, o desenvolvimento comercial produziu testes de
diagnostico rapido (RDTs) projetados para detectar imunoglobulina G (IgG) especifica
para T. cruzi [31]. Os RDTs sdo ferramentas de diagnostico de ponto de atendimento faceis
de usar que normalmente fornecem resultados em 30 minutos, [12]. Esses dispositivos
ndo requerem equipamento elétrico, sio armazenaveis e geralmente funcionam em
temperatura ambiente. Além disso, alguns podem funcionar com amostras muito
pequenas de sangue total, permitindo o diagndstico por meio de picadas no dedo [12].
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A Anvisa ratifica primeiro kit para diagnéstico molecular da doenca de Chagas.
Denominado como Kit NAT Chagas (Nucleic Acid Test for Chagas Disease) engloba todos
os compostos imprescindiveis para o reconhecimento do DNA do T. cruzi. [32]. Nos testes
realizados, o kit Chagas demonstrou alta sensibilidade, e apto a verificar a existéncia de
material genético correspondente a somente dez por cento do DNA do parasito na
amostragem [32]. A performance foi a mesma da analise molecular desempenhada em
centros de referéncia. O Kit sera empregue também no monitoramento terapéutico com
o intuito de constatar falhas [32].

4. Conclusao

O presente trabalho permitiu de forma abrangente amparo, sobre os avangos e
desafios no diagnéstico da doenca de Chagas, evidenciando a importancia do
aprimoramento constante das técnicas laboratoriais frente a complexidade bioldgica do
T. cruzi e as diversas manifestacdes clinicas da doenca. O estudo analisou, por meio de
revisdo da literatura, as principais metodologias aplicadas a detec¢ao da infecgao,
ressaltando suas indicacoes conforme a fase evolutiva do parasitismo e a evolucao das
técnicas.

As técnicas parasitologicas, embora historicamente relevantes e de baixo custo,
mostraram-se limitadas a fase aguda da doenca, dada a exigéncia de elevada parasitemia
para detecgdo direta, dada a exigéncia de elevada parasitemia para detec¢ado direta. Ja os
métodos sorologicos, amplamente utilizados na pratica clinica, demonstram alta
sensibilidade e tém sido fundamentais para o rastreio e confirmacdo de casos na fase
cronica. No entanto, a ocorréncia de reacdes cruzadas e a necessidade de testes
confirmatorios indicam que ainda ha espago para melhorias em sua especificidade.

Nesse cenario, as metodologias moleculares e os testes rapidos surgem como
ferramentas complementares de grande valor, contribuindo para diagndsticos mais ageis,
confiaveis, sensiveis e adaptaveis a diferentes realidades epidemioldgicas e estruturais. A
aprovacao de kits como o NAT Chagas, que utilizam tecnologias de biologia molecular,
representa um marco promissor no diagnostico precoce e no monitoramento terapéutico
da doenca, sobretudo em areas com alta carga de infeccao.

Dessa forma, conclui-se que o enfrentamento da doenca de Chagas exige uma
abordagem diagnostica integrada e tecnicamente qualificada, baseada na combinacdo de
diferentes métodos laboratoriais. O fortalecimento da rede publica de diagndstico, o
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novas tecnologias e a capacitacao
continua dos profissionais de saude sdo medidas indispensaveis para ampliar o acesso ao
diagnostico e garantir o controle efetivo desta enfermidade negligenciada. Somente com
o reconhecimento da importancia do diagndstico laboratorial como eixo estratégico em
saude publica sera possivel reduzir a subnotificagdo, promover o tratamento oportuno e
mitigar os impactos da doencga de Chagas na populacdo afetada.
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