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DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO PELO TRYPANOSOMA CRUZI 
EM GAMBAS, NATURALMENTE INFECTADOS, PELA 

REAÇÃO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA

Alexandre José Fernandes, Egler Chiari e Cléa Andrade Chiari

Em  116 gambás capturados no município de Bambuí-MG, fo i realizada a Reação de 
lmunofluorescência Indireta (R IU ) para a pesquisa de anticorpos circulantes arcri-Trypanosoma 
cruzi. 44(37,9%) foram reativos para T. cruzi, com titulos variando de 1:10 a 1:320. O parasito Joi 
demonstrado em exames parasitológicos em 43 (97,7%) desses animais. A R IF I apresentou 
indices de co-positividade (97,7%), co-negatividade (98,6%) e concordância (98,3%), quando 
comparada com o xenodiagnóstico e hemocultura. Considerando-se a diluição 1:20 como título 
discriminante de reagente e não reagente, a RIFI é indicada como um dos métodos ae diagnóstico 
da infecção chagásica em gambás. A RIFI em eluato de sangue dessecado (ESD) apresentou 
indicés de Lo-positividcide(78,2%) e concordância (76,0%) baixos e aiscordãncias marcantes em 
relação aos resultados não reagentes.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Gambás. Diagnóstico sorológico. Reação de Imuno- 
fluorescência Indireta.

A maioria dos estudos de prevalência de infec­
ção pelo Trypanosoma cruzi em mamíferos silvestres 
tem sido realizada a partir da demonstração do 
parasito através de exames a fresco, hemocultura e 
xenodiagnóstico, raramente sendo utilizados testes 
sorológicos. Várias tentativas, com resultados insa­
tisfatórios, foram realizadas na padronização das 
técnicas de diagnóstico através da pesquisa de anti­
corpos circulantes em gambás: fixação do complemen­
to e hemaglutinação indireta^3; imunofluorescência 
indireta1® e aglutinação em látex17.

Os métodos sorológicos têm sido usados em 
levantamento de prevalência da doença de Chagas 
humana, como métodos de escolha pela facilidade de 
colheita, armazenamento, transporte e processamento 
do material no laboratório e pela sua sensibilidade e 
especificidade10. A disponibilidade de técnicas se­
melhantes, entre elas a Reação de Imunofluorescência, 
Indireta, representaria uma contribuição inestimável 
na identificação de potenciais reservatório do T. cruzi.
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entre eles, o gambá. O emprego de eluato de sangue 
dessecado em papel de filtro, facilitaria a colheita do 
material, principalmente em trabalhos epidemioló- 
gicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Para a captura dos gambás foram utilizadas 
armadilhas de arame (20x20x60 cm) distribuídas em 
áreas rurais e no peridomicílio urbano do município de 
Bambuí, Minas Gerais. Nos animais capturados a 
investigação e isolamento do T. cruzi foram realizados 
através de:

Exam e a fresco
De cada animal examinaram-se cinco lâminas 

de sangue obtido por punção da veia marginal caudal 
com auxílio de um estilete.

Xenodiagnóstico
Feito com 30 triatomíneos de 3° estádio por 

gambá, sendo 10 Triatoma infestans, 10 Panstron- 
gylus megistus e 10 Rhodnius neglectus. Exame 
segundo Bronfen e cols5, para isolamento e amplifi­
cação das amostras de T. cruzi.

Hemocultura
Os animais foram puncionados via veia margi­

nal caudal com seringa de lml heparinizadas para
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cultivo e amplificação das amostras em meio LIT 
(“Liver Infusion Triptose”)6. Os tubos de hemocul- 
tura foram mantidos a 28°C e examinados aos 15,30, 
45 e 60 dias de incubação.

Sorologia

De cada gambá capturado foram colhidas amos­
tras de sangue via veia marginal caudal e o soro 
estocado à temperatura de -20°C. A pesquisa de 
anticorpos mú-T. cruzi foi realizada através da Rea­
ção de Imunofluorescência Indireta (RIFI)7. Como 
conjugado foi utilizada antigamaglobulina total de 
gambá, obtida em coelho e marcada com isotiocianato 
de fluoresceína, apresentando relação fluoresceína/ 
proteína em tomo de 9. Os soros foram diluídos a partir 
de 1:10 com fator de diluição igual a dois até 1:640. As 
diluições que apresentaram imunofluorescência seme­
lhante a observada no soro-controle reativo, obtido de 
gambá naturalmente infectado com exame a fresco, 
hemocultura e xenodiagnóstico positivo e título de 
anticorpos anti-T. cruzi maior que 1:20 foram consi­
deradas reagentes. Como controle de reação não- 
reativa, foi utilizado o soro de um gambá apresentando 
RIFI não reativa, com duas hemoculturas e dois 
xenodiagnósticos também negativos.

O antígeno foi preparado com formas epimas- 
tigotas da cepa Y de ü  cruzi cultivadas em meio LIT.

Em 25 gambás com exames parasitológicos 
(xenodiagnóstico e hemocultura) comprovadamente 
positivos para T. cruzi foram colhidos em paralelo ao 
soro amostras de sangue em papel de filtro “Melitta”, 
segundo o procedimento descrito por Alvarez e cols1. 
A RIFI foi processada 24 horas após o material ter 
sido colhido. Foram utilizados dez círculos de 6mm de 
diâmetro do eluato de sangue dessecado (ESD) eluí- 
dos em 293 /il de PBS, durante 30 minutos para que 
fosse obtida a diluição inicial de 1:10.

A avaliação dos resultados sorológicos (RIFI) 
foi realizada de acordo com Guimarães e c o l s *  3 .

RESULTADOS

Em 116 soros de gambás testados pela RIFI, 44 
(37,9%) foram reativos para T. cruzi com títulos 
variando de 1:10 a 1:320 (Tabela 1). O T. cruzi foi 
demonstrado em exames parasitológicos em 43 
(97,7%) desses animais. O único gambá com sorolo­
gia reativa e exames parasitológicos negativos apre­
sentou três reações reativas, em diferentes momentos, 
com títulos 1:80, três hemoculturas e três xenodiagnós­
ticos negativos. Os outros 72 (62;1%) gambás apre­
sentaram RIFI não-reativa com duas hemoculturas e 
dois xenodiagnósticos também negativos (Tabela 1).

Os resultados sorológicos reativos, consideran­
do-se como título discriminante de reagente e não

reagente a diluição 1:20, comparados com exames 
parasitológicos positivos para T. cruzi, apresentaram 
elevados índices de co-positividade (97,7%), co- 
negatividade (98,6%) e concordância (98,3%) 
(Tabela 2). Pôde-se verificar, ainda, que mesmo 
utilizando a diluição 1:10 como título discriminante, a 
RIFI apresentou resultados satisfatórios, não sendo 
observado exames falso-negativos (Tabela 3).

Entre os 25 gambás reagentes através da RIFI e 
parasitologicamente positivos para T. cruzi utilizados 
na avaliação em papel de filtro, oito (32,0%) apresen­
taram resultados falso-negativos e em sete (28,0%) 
foram observadas quedas de título. Um gambá apre­
sentou resultado não-reativo tanto no soro quanto no 
papel de filtro (Tabela 4). Este animal, na repetição da 
pesquisa de anticorpos em quatro amostras de sangue 
realizadas paralelamente a quatro hemoculturas e 
quatro xenodiagnósticos, em momentos diferentes, 
também mostraram resultados negativos. Quando 
comparados os resultados obtidos na pesquisa de 
anticorpos em soros e ESD, não foi observada dife­
rença estatisticamente significativa (p >  0,05) entre a 
proporção de reagentes/não reagentes, embora os 
índices de co-positividade (78,2%) e concordância 
(76,0%) apresentem valores baixos (Tabela 5).

DISCUSSÃO

Nesse trabalho, considerando-se a diluição 1:20 
como título discriminante de reagente e não reagente, a 
RIFI mostrou-se um excelente método de diagnóstico 
da infecção pelo T. cruzi em gambás (Tabela 2), 
concordando com Jansen e cols 14. A utilização de 
uma diluição baixa (1:10) como título mínimo discri­
minante (Tabela 3), pode ser também utilizada, mas 
devendo ser acompanhada do emprego de conjugado 
específico e de soros referência reagente e não rea­
gente, visando a não obtenção de resultados falso- 
negativos. Naqueles animais cuja sorologia for rea­
gente apenas na diluição 1:10 e negativo nos exames 
parasitológicos, aconselha-se repetir a RIFI.

Em apenas um animal não houve correlação 
entre os dados sorológicos e parasitológicos. Neste 
animal, mesmo com três hemoculturas e três xeno­
diagnósticos, não foi possível detectar o T. cruzi, 
apresentando somente a RIFI com título 1:80 em 
diferentes momentos. Resultados semelhantes foram 
observados em gambás inoculados com as cepas Y e F 
de T. cruzi e naturalmente infectados^4. Geralmente, 
quando o diagnóstico parasitológico é comparado com 
método sorológico, o número de casos sorologica- 
mente positivos é consideravelmente maior que o 
encontrado no parasitológico. A principal razão para 
esta diferença é que as reações sorológicas podem 
detectar infecções com parasitemias extremamente
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Tabela 1 -  Freqüência da recíproca de títulos de anticorpos circulantes anti-T. cruzi, obtidos através da Reação de 
Imunofluorescência Indireta (RIFI) e exames parasitolágicos de 116 gambás (T>. albiventris) capturados no 
município de Bambuí, MG.

Exames Recíproca dos títulos de anticorpos

Parasitológicos* NR 10 20 40 80 160 320 640 Total

Positivo 0 1 9 16 10 6 1 0 43
Negativo 72 0 0 0 1 0 0 0 73
Total 72 1 9 16 11 6 1 0 116
* Exame de sangue a fresco, hemocultura e xenodiagnóstico. 
N R  =  Não reagentes em soros diluídos 1:20.

Tabela 2 -  Distribuição cruzada de reações reagentes e não 
reagentes através da Reação de Imunofluorên- 
cia Indireta (RIFI) e a presença ou não de in­
fecção pelo T. cruzi entre 116 gambás (D. 
albiventris) capturados no municípios de Bam- 
buí-MG.

Exames
Parasitológicos

RIFI

Reagentes NãoReagente*

Total

Positivos 42 1 43
Negativos 1 72 73

Total 43 73 116

* Não reagentes em soros diluídos 1:20; índice de co-positividade =  
97,7%; índice de co-negatividade =  98,6%; Concordância =  98,3%.

Tabela 3 -  Distribuição cruzada de reações reagentes e não 
reagentes através da Reação de Imunofluores- 
cência Indireta (RIFI) e a presença ou não de in­
fecção pelo T. cruzi entre 116 gambás (D. 
albiventris) capturados no município de Bambuí 
-M G .

Exames RIFI Total
Parasitológicos

Reagente Não Reagente*

Positivo 43 0 43
Negativo 1 72 73

Total 44 72 116

* Não reagentes em soros diluídos 1:10; índice de co-positividade =  
Í00% ; índice de co-negatividade =  98,6%; Concordância =  99,1%.

baixas, como é freqüente em pacientes chagásicos 
crônicos^. Mesmo sendo as características de infecção 
pelo T. cruzi em gambás muito diferentes da do

Tabela 4 - Freqüência da recíproca dos títulos de anticor­
pos em soro e eluato de sangue dissecado (ESD) 
através de Reação de Imunofluorescência Indi­
reta (RIFI), 24 horas após a colheita, em 25 
gambás (D. albiventris) naturalmente infec­
tados pelo T. cruzi, parasitologicamente com­
provados.

Freqüência da recíproca dos títulos
TotalRIFI

NR 10 20 40 80 160

Soro 1 3 3 11 6 1 25
ESD 5 3 5 8 4 0 25

Tabela 5 -  Distribuição cruzada de soros e eluatos de san­
gue dissecado (ESD) reagentes e não reagentes 
processados pela Reação de Imunofluorescência 
Indireta (RIFI), considerando-se como título 
discriminante a diluição 1:20.

RIFI em . RIFI em ESD Total
soro Reagente Não Reagente

Reagente 16 5 21
Não Reagente 1 3 4

Total 17 8 25

índice de co-positividade =  76,2%; Concordância =  76,0%.

homem (pela facilidade de demonstração do parasita), 
aqueles animais apenas com sorologia reagente po­
deriam comportar-se como pacientes chagásicos crô­
nicos, em que a RIFI é a única evidência de infecção“*. 
Por outro lado, deve-se considerar a possibilidade de 
outras parasitoses serem responsáveis por resultados 
falso-reagentes, uma vez que pacientes^ e cães18
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com leishmaniose podem apresentar resultados rea­
gentes para doença de Chagas, e pelo fato deLeishma- 
nia spp. infectar gambás2 19. Importante considerar 
que todo resultado sorológico tem valor de probabi- 
lidadelO, uma vez que está diretamente relacionado 
com índices de sensibilidade do teste utilizado.

Quando a RIFI foi realizada em ESD, obser­
varam-se menores índices, se comparada com resul­
tados obtidos em soros processados em paralelo 
(Tabela 5). Mesmo tendo sido a RIFI realizada 24h 
após a colheita do material, foi verificada queda nos 
títulos de anticorpos nos eluatos em 28,0% das 
amostras testadas e 32,0% apresentaram resultados 
falso-negativos. Resultados semelhantes foram obser­
vados em ESD de caprinos com toxoplasmose* 1 e na 
detecção de anticorpos anti-7  ̂ cruzi em gambás 
através da reação imunoenzimática (ELISA)15. 
Deve-se ressaltar que mesmo sendo difícil a delimi­
tação das fases aguda e crônica da infecção chagásica 
em gambás, estes animais apresentam longos períodos 
de parasitemia patente3, o que provavelmente lhes 
conferem uma fase aguda mais longa do que nos 
demais mamíferos. É sabido também, que os níveis de 
IgM e IgG no soro de gambás experimentalmente in­
fectados pelo T. cruzi são similares aos observados em 
mamíferos placentários20. Desta forma, como 14 
(56,0%) dos ESD testados na RIFI foram procedentes 
de gambás com reiterados exames de sangue a fresco 
positivos, a maioria do material obtido era de animais 
em fase aguda da infecção, conseqüentemente, com 
maior concentração no soro de imunoglobulina da 
classe IgM. Tem sido verificado que a IgM apresenta 
maior capacidade de absorção no papel de filtro que 
IgG 12 e desta forma erros introduzidos na eluição e 
mesmo na diluição do material podem ter interferido 
na baixa concordância e queda de títulos na RIFI 
realizada com ESD.

A soro conversão de reagente/não reagente de 
um animal apresentando anteriormente título: 1:160, 
exame a fresco, hemocultura e xenodiagnóstico posi­
tivos foi confirmada em quatro amostras de sangue, 
paralelamente a quatro hemoculturas e quatro xeno- 
diagnósticos realizados em momentos diferentes. Re­
sultados semelhantes foram obtidos em gambás ex­
perimentalmente infectados21, sendo observado a 
negativação dos exames parasitológicos e sorológicos. 
Recentemente22, verificou-se que três pacientes 
acompanhados desde a fase aguda da doença de 
Chagas, as técnicas sorológicas convencionais tor- 
naram-se, na fase crônica, permanentemente não 
reagentes em diversos exames. Nestes três pacientes a 
pesquisa de anticorpos líticos foi negativa (um caso) 
ou negativo-duvidosa (dois casos) e xenodiagnóstico, 
também negativos. Os autores levantam a hipótese de 
cura espontânea da doença de Chagas. Estudos mais

detalhados não puderam ser realizados naquele gam­
bá, para que pudessem explicar os resultados nega­
tivos encontrados, uma vez que o animal morreu.

Os dados obtidos no diagnóstico de infecção 
pelo T. cruzi em gambás, nesse estudo, mostraram que 
a RIFI em soro deve ser o exame de escolha, seguida 
pelo xenodiagnóstico e/ou hemocultura. Com relação 
a RIFI em ESD, mesmo não havendo diferença 
estatisticamente significativa quando comparada com 
a RIFI em soros, deve-se levar em consideração os 
baixos índices de co-positividade e concordância 
(Tabela 5). Desta forma, devido à importância que 
assume no diagnóstico a sorologia da infecção cha­
gásica, seja em pacientes, seja em animais, deverá 
sempre se apoiar em testes de alta confiabilidade.

SUMMARY

One hundred and sixteen opossums captured in 
Bambui, M G  State, had an indirect fluorescent antibody 
test (IFAT) to detect circulating Trypanosoma cruzi anti­
bodies. Forty-four o f  them (37.9%) reacted to T. cruzi, 
showing, titres rangingfrom 1:10 to 1:320. Theparasite was 
demonstrated by parasitological examinations in 43 
(97.7%) o f these opossums. The IF A T  presented co-positi- 
vity (97.7%) co-negativity (98.6%) and agreement (98.3%) 
rates when compared to xenodiagnosis and hemoculture. 
Considering the dilution 1:20 to discriminate reactions 
from the nonreactive ones, the IF A T  is indicated as a diagnos­
tic method, opossums. ThelFATondryfilterpaperpresented 
low rates o f  co-positivity (78.2%), agreement (76.0%) and 
consistent disagreement related to the non-reactive results.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Opossums Serolo­
gical diagnosis. Indirect fluorescent antibody test
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