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DIAGNOSTICO DE INFECCAO PELO TRYPANOSOMA CRUZI
EM GAMBAS, NATURALMENTE INFECTADOS, PELA
REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Alexandre José Fernandes, Egler Chiari e Cléa Andrade Chiari

Em 116 gambds capturados no municipio de Bambui-MG, foi realizada a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIF1) para a pesquisa de anticorpos circulantes anti-Trypanosoma
cruzi. 44(37,9%) foram reativos para T. cruzi, com titulos variando de 1:10 a 1:320. O parasito foi
demonstrado em exames parasiiolégicos em 43 (97, 7%) desses animais. A RIFI apresentou
indices de co-positividade (97,7%), co-negatividade (98,6 %) e concordéncia (98,3%), quando
comparada com o xenodiagnostico e hemocultura. Considerando-se a diluicdo 1:20 como Hitulo
discriminante de reagente e ndo reagente, a RIFI é indicada como um dos méiodos ae diagnostico
da infeccdo chagdsica en gambas. A RIFI em eluato de sangue dessecado (ESD) apresentou
indices de co-positividade (78,2%) e concordéncia (76,0%) baixos e uiscorddncias marcantes em

relagao aos resultados nao reagentes.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Gambas, Diagnéstico sorolégico. Reagdo de Imuno-

fluorescéncia Indireta.

A maioria dos estudos de prevaléncia de infec-
¢éo pelo Trypanosoma cruzi em mamiferos silvestres
tem sido realizada a partir da demonstracao do
parasito através de exames a fresco, hemocultura e
xenodiagnostico, raramente sendo utilizados testes
sorologicos. Varias tentativas, com resultados insa-
tisfatorios, foram realizadas na padronizagdo das
técnicas de diagnostico através da pesquisa de anti-
corpos circulantes em gambas: fixagao do complemen-
to e hemaglutinagao indireta?3; imunofluorescéncia
indiretal® e aglutinagao em latex!7.

Os métodos sorologicos tém sido usados em
levantamento de prevaléncia da doenga de Chagas
humana, como métodos de escolha pela facilidade de
colheita, armazenamento, transporte e processamento
do material no laboratorio e pela sua sensibilidade e
especificidadel0. A disponibilidade de técnicas se-

melhantes, entre elas a Reagdo de Imunofluorescéncia,

Indireta, representaria uma contribui¢ao inestimavel
na identificagao de potenciais reservatorio do T, cruzi,
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entre eles, o gamba. O emprego de eluato de sangue
dessecado em papel de filtro, facilitaria a colheita do
material, principalmente em trabalhos epidemiolo-
gicos.

MATERIAL E METODOS

Para a captura dos gambas foram utilizadas
armadilhas de arame (20x20x60 cm) distribuidas em
areas rurais e no peridomicilio urbano do municipio de
Bambui, Minas Gerais. Nos animais capturados a
investigacdo e isolamento do 7. cruzi foramrealizados
através de:

Exame a fresco

De cada animal examinaram-se cinco laminas
de sangue obtido por pung¢ao da veia marginal caudal
com auxilio de um estilete.

Xenodiagndstico

Feito com 30 triatomineos de 3¢ estadio por
gamba, sendo 10 Triatoma infestans, 10 Panstron-
gylus megistus e 10 Rhodnius neglectus. Exame
segundo Bronfen e cols®, para isolamento e amplifi-
cagao das amostras de 7. cruzi.

Hemocultura

Os animais foram puncionados via veia margi-
nal caudal com seringa de 1ml heparinizadas para
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cultivo ¢ amplificagao das amostras em meio LIT
(“Liver Infusion Triptose”)0. Os tubos de hemocul-
tura foram mantidos a 28°C e examinados aos 15, 30,
45 e 60 dias de incubagao.

Sorologia

De cada gamba capturado foram colhidas amos-
tras de sangue via veia marginal caudal e o soro
estocado & temperatura de —20°C. A pesquisa de
anticorpos anti-7. cruzi foi realizada através da Rea-
¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT)7, Como
conjugado foi utilizada antigamaglobulina total de
gamba, obtida em coelho e marcada com isotiocianato
de fluoresceina, apresentando relagio fluoresceina/
proteina em torno de 9. Os soros foram diluidos a partir
de 1:10 com fator de dilui¢ao igual a dois até 1:640. As
diluigdes que apresentaram imunofluorescéncia seme-
thante a observada no soro-controle reativo, obtido de
gamba naturalmente infectado com exame a fresco,
hemocultura e xenodiagnéstico positivo e titulo de
anticorpos anti-7. cruzi maior que 1:20 foram consi-
deradas reagentes. Como controle de reagio ndo-
reativa, foi utilizado o soro de um gamba4 apresentando
RIFI nao reativa, com duas hemoculturas e dois
xenodiagnosticos também negativos.

O antigeno foi preparado com formas epimas-
tigotas da cepa Y de T cruzi cultivadas em mejo LIT.

Em 25 gambas com exames parasitologicos
(xenodiagnostico ¢ hemocultura) comprovadamente
positivos para 7. cruzi foram colhidos em paralelo ao
soro amostras de sangue em papel de filtro “Melitta”,
segundo o procedimento descrito por Alvarez e colsl.
A RIFI foi processada 24 horas apos o material ter
sido colhido. Foram utilizados dez circulos de 6mm de
diametro do eluato de sangue dessecado (ESD) elui-
dos em 293 ul de PBS, durante 30 minutos para que
fosse obtida a diluig¢ao inicial de 1:10.

A avaliagao dos resultados sorologicos { RIFT)
foi realizada de acordo com Guimaraes e cols!3.

RESULTADOS

Em 116 soros de gambas testados pela RIFI, 44
(37,9%) foram reativos para T cruzi com titulos
variando de 1:10 a 1:320 (Tabela 1). O T cruzi foi
demonstrado em exames parasitologicos em 43
(97,7%) desses animais. O unico gamba com sorolo-
gia reativa e exames parasitologicos negativos apre-
sentou trés reagdes reativas, em diferentes momentos,
com titulos 1:80, trés hemoculturas e trés xenodiagnos-
ticos negativos. Os outros 72 (62;1%) gambas apre-
sentaram RIFI nao-reativa com duas hemoculturas e
dois xenodiagnosticos também negativos (Tabela 1).

Os resultados sorologicos reativos, consideran-
do-se como titulo discriminante de reagente e nao
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reagente a dilui¢do 1:20, comparados com exames
parasitologicos positivos para 7. cruzi, apresentaram
elevados indices de co-positividade (97,7%), co-
negatividade (98,6%) e concordancia (98,3%)
(Tabela 2). Pode-se verificar, ainda, que mesmo
utilizando a dilui¢ao 1:10 como titulo discriminante, a
RIFI apresentou resultados satisfatorios, nao sendo
observado exames falso-negativos (Tabela 3).

Entre os 25 gambas reagentes através da RIFI e
parasitologicamente positivos para 7. cruzi utilizados
na avalia¢do em papel de filtro, oito (32,0%) apresen-
taram resultados falso-negativos e em sete (28,0%)
foram observadas quedas de titulo. Um gamba apre-
sentou resultado nao-reativo tanto no soro quanto no
papel de filtro (Tabela 4). Este animal, na repeti¢do da
pesquisa de anticorpos em quatro amostras de sangue
realizadas paralelamente a quatro hemoculturas e
quatro xenodiagnosticos, em momentos diferentes,
também mostraram resultados negativos. Quando
comparados os resultados obtidos na pesquisa de
anticorpos em soros ¢ ESD, no foi observada dife-
renga estatisticamente significativa (p > 0,05) entre a
proporgdo de reagentes/ndo reagentes, embora 0s
indices de co-positividade (78,2%) e concordancia
(76,0%) apresentem valores baixos (Tabela 5).

DISCUSSAO

Nesse trabalho, considerando-se a diluigao 1:20
como titulo discriminante de reagente e no reagente, a
RIFI mostrou-se um excelente método de diagnostico
da infecg¢@o pelo T. cruzi em gambas (Tabela 2),
concordando com Jansen e colsl4. A utilizagio de
uma dilui¢ao baixa (1:10) como titulo minimo discri-
minante (Tabela 3), pode ser também utilizada, mas
devendo ser acompanhada do emprego de conjugado
especifico e de soros referéncia reagente e nio rea-
gente, visando a ndo obtengdo de resultados falso-
negativos. Naqueles animais cuja sorologia for rea-
gente apenas na dilui¢ao 1:10 e negativo nos exames
parasitologicos, aconselha-se repetir a RIFI.

Em apenas um animal nio houve correlagdo
entre os dados sorologicos e parasitologicos. Neste
animal, mesmo com trés hemoculturas e trés xeno-
diagnosticos, nao foi possivel detectar o 7. cruzi,
apresentando somente a RIFI com titulo 1:80 em
diferentes momentos. Resultados semelhantes foram
observados em gambas inoculados com as cepas Y e F
de T: cruzi e naturalmente infectadosl4. Geralmente,
quando o diagnéstico parasitologico é comparado com
método soroldgico, o numero de casos sorologica-
mente positivos € consideravelmente maior que o
encontrado no parasitologico. A principal razio para
esta diferenga é que as reagdes soroldgicas podem
detectar infecgdes com parasitemias extremamente
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Tabela 1 - Freqiiéncia da reciproca de titulos de anticorpos circulantes anti-T. cruzi, obtidos através da Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e exames parasitolégicos de 116 gambas (D. albiventris) capturados no

municipio de Bambui, MG.

Reciproca dos titulos de anticorpos

Exames
Parasiologioos™ g 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 i1 6 1 0 116

* Exame de sangue a fresco, hemocultura e xenodiagnostico.
NR = Naio reagentes em soros diluidos 1:20.

Tabela 2 — Distribuicdo cruzada de reagées reagentes e ndo
reagentes através da Reagdo de Imunofluorén-
cia Indireta (RIFI) e a presenga ou nio de in-
Jeccao pelo T. cruzi emtre 116 gambds (D.
albiventris) capturados no municipios de Bam-

Tabela 4— Fregiiéncia da reciproca dos titulos de anticor-
pos em soro e eluato de sangue dissecado (ESD)
através de Reagdo de Imunofluorescéncia Indi-
reta (RIFI), 24 horas apds a colheita, em 25
gambds (D. albiventris) naturalmente infec-

bui-MG. tados pelo T. cruzi, parasitologicamente com-
provados.
Exames RIFT Total RIF1 Fregiiéncia da reciproca dos ttulos Total
Parasitolégicos g oagentes NaoReagente* NR 10 20 40 80 160
Positivos 42 1 43 Soro 1 3 3 11 6 1 25
Negativos 1 72 73 ESD 5 3 5 8 4 0 25
Total 43 73 116

* Nio reagentes em soros diluidos 1:20; Indice de co-positividade =
97,7%; Indice de co-negatividade = 98,6%; Concordéancia = 98,3%.

Tabela 3 — Distribuicdo cruzada de reacoes reagentes e nio
reagentes através da Reacdo de Imunofluores-
céncia Indireta (RIFI) e a presenga ounao de in-
Sfecedo pelo T. cruzi entre 116 gambas (D.

Tabela 5 - Distribuicdo cruzada de soros e eluatos de san-
gue dissecado (ESD) reagentes e ndo reagentes
processados pela Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), considerando-se como ttulo
discriminante a dilui¢do 1:20.

albiventris) capturados no municipio de Bambui RIFI em RIFT em ESD Total
- MG. SOro ~
Reagente  Nao Reagente
RIFT Reagente 16 5 21
Exames Total Nao Reagente 1 3 4
Parasitologi .
arasitolgicos , Reagente  Nao Reagente* Total 17 8 25
Positivo ‘ 43 0 43 Indice de co-positividade = 76,2%; Concordancia = 76,0%.
Negativo 1 72 73
Total 44 72 116

* Néo reagentes em soros diluidos 1:10; Indice de co-positividade =

100%; indice de co-negatividade = 98,6%; Concordancia = 99,1%.

baixas, como ¢ freqilente em pacientes chagasicos
cronicos8, Mesmo sendo as caracteristicas de infecgao
pelo T. cruzi em gambas muito diferentes da do

homem (pela facilidade de demonstragao do parasita),
aqueles animais apenas com sorologia reagente po-
deriam comportar-se como pacientes chagasicos cro-
nicos, em que a RIFI é a inica evidéncia de infecgao?.
Por outro lado, deve-se considerar a possibilidade de
outras parasitoses serem responsaveis por resultados
falso-reagentes, uma vez que pacientes? e caesl8
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com leishmaniose podem apresentar resultados rea-
gentes para doenga de Chagas, e pelo fato de Leishma-
nia spp. infectar gambas? 19, Importante considerar
que todo resultado sorologico tem valor de probabi-
lidadel0, uma vez que estd diretamente relacionado
com indices de sensibilidade do teste utilizado.

Quando a RIF] foi realizada em ESD, obser-
varam-se menores indices, se comparada com resul-
tados obtidos em soros processados em paralelo
(Tabela 5). Mesmo tendo sido a RIFI realizada 24h
apds a colheita do material, foi verificada queda nos
titulos de anticorpos nos eluatos em 28,0% das
amostras testadas e 32,09 apresentaram resultados
falso-negativos. Resultados semelhantes foram obser-
vados em ESD de caprinos com toxoplasmose!l ¢ na
deteccdo de anticorpos anti-7. cruzi em gambas
através da reagdo imunoenzimatica (ELISA)!S.
Deve-se ressaltar que mesmo sendo dificil a delimi-
tagdo das fases aguda e cronica da infecgdo chagasica
em gambas, estes animais apresentam longos periodos
de parasitemia patente?, o que provavelmente lhes
conferem uma fase aguda mais longa do que nos
demais mamiferos. E sabido também, que os niveis de
IgM e IgG no soro de gambas experimentalmente in-
fectados pelo 7. cruzi sao similares aos observados em
mamiferos placentarios20. Desta forma, como 14
{56,0%) dos ESD testados na RIFI foram procedentes
de gambas com reiterados exames de sangue a fresco
positivos, a maioria do material obtido era de animais
em fase aguda da infecgao, conseqiientemente, com
maior concentragdo no soro de imunoglobulina da
classe IgM. Tem sido verificado que a IgM apresenta
maior capacidade de absor¢do no papel de filtro que
IgG12 ¢ desta forma erros introduzidos na eluigéo e
mesmo na diluigdo do material podem ter interferido
na baixa concordancia e queda de titulos na RIFI
realizada com ESD.

A soro conversdo de reagente/nao reagente de
um animal apresentando anteriormente titulo: 1:160,
exame a fresco, hemocultura e xenodiagnostico posi-
tivos foi confirmada em quatro amostras de sangue,
paralelamente a quatro hemoculturas e quatro xeno-
diagndsticos realizados em momentos diferentes. Re-
sultados semelhantes foram obtidos em gambas ex-
perimentaimente infectados2l, sendo observado a
negativagao dos exames parasitologicos e sorologicos.
Recentemente22, verificou-se que trés pacientes
acompanhados desde a fase aguda da doenga de
Chagas, as técnicas sorolégicas convencionais tor-
naram-se, na fase cronica, permanentemente nao
reagentes em diversos exames. Nestes trés pacientes a
pesquisa de anticorpos liticos foi negativa (um caso)
ou negativo-duvidosa (dois casos) e xenodiagnéstico,
também negativos. Os autores levantam a hipotese de
cura espontinea da doenga de Chagas. Estudos mais
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detalhados n&o puderam ser realizados naquele gam-
ba, para que pudessem explicar os resultados nega-
tivos encontrados, uma vez que o animal morreu.
Os dados obtidos no diagnostico de infecgao
pelo T: cruzi em gambas, nesse estudo, mostraram que
a RIFI em soro deve ser o exame de escolha, seguida
pelo xenodiagnostico e/ou hemocultura. Com relagio
a RIFI em ESD, mesmo ndo havendo diferenga
estatisticamente significativa quando comparada com
a RIFI em soros, deve-se levar em consideragio os
baixos indices de co-positividade e concordancia
(Tabela 5). Desta forma, devido 4 importancia que
assume no diagnoéstico a sorologia da infec¢io cha-
gasica, seja em pacientes, seja em animais, devera
sempre se apoiar em testes de alta confiabilidade.

SUMMARY

One hundred and sixteen opossums captured in
Bambui, MG State, had an indirect fluorescent antibody
test (IFAT) to detect circulating Trypanosoma cruzi anti-

bodies. Forty-four of them (37.9%) reacted to T. cruzi,
showing, titres ranging from 1:10 to 1:320. The parasite was
demonstrated by parasitological examinations in 43
(97.7%) of these opossums. The IFAT presented co-positi-
vity (97.7%) co-negativity (98.6%) and agreement (98.3%)
rates when compared to xenodiagnosis and hemocultyre.
Considering the dilution 1:20 to discriminate reactions
from the nonreactive ones, the IFAT is indicated as a diagnos-
tic method, opossums. The IFAT on dry filter paper presented
low rates of 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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