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IMPORTANCIA DO METODO DE OBTENCAO DAS DEJECOES
DOS TRIATOMINEOS NA AVALIACAO DA
SUSCETIBILIDADE TRIATOMINICA PARA

TRYPANOSOMA CRUZI

Ionizete Garcia da Silva, Alejandro Ostermayer Luquetti e
Heloisa Helena Garcia da Silva

Foi estudada a suscetibilidade de Dipetalogaster maximus, Rhodnius neglectus, R.
prolixus, R. robustus, Triatoma infestans ¢ T. rubrovaria ae Trypanosoma cruzi, através do
xenodiagndstico, em dois pacientes na fase aguda da doenga de Chagas. Usaram-se como
parametros o niimero de triatomineos infectados e o niimero de tripanosomas excretados. A
leitura do xenodiagndstico foi realizada pelos métodos da compressdo abdominal e o das
dejecdes espontdneas. Este foi mais eficiente que aquele, em relagdo ao niimero de T. cruzi
por ldmina pelo teste de Wilcoxon. Em um dos pacientes, tendo como pardmetro o niimero de
triatomineos infectados, a suscetibilidadedas espécies obedeceu a seguinte ordem: D. maximus
e R. neglectus (100%), R. robustus (95%), R. prolixus e T. rubrovaria (90%) e T. infestans
(85%). Nesse mesmo paciente, a suscetibilidade das espécies de triatomineos, avaliada pelo
nimero de T. cruzi excretados, usando-se a compressdo abdominal, encontra-se na seguinte
ordem: R. neglectus, R. prolixus, D. maximus e¢ R. robustus, T. infestans e T. rubrovaria. Pelo
método das dejecdes espontdneas, a ordem foi: D. maximus e R. prolixus, T. rubrovaria, R.
robustus, T. infestans e R. neglectus. No outro paciente, esse pardmetro, em ambas as técnicas
de leitura, mostrou a mesma ordem de suscetibilidade (R. neglectus, T. rubrovaria e T.
infestans), porém, o niimero de tripanosomas excretados foi significativamente maior pelo

método das dejecdes espontdneas.

Palavras-chaves. Suscetibilidade de triatomineos. Trypanosoma cruzi. Xenodiagndstico.

Doenga de Chagas. Fase aguda.

Diante da grande especificidade do
xenodiagnéstico na infecgdo chagdsica, tanto no
homem quanto em outros mamiferos, virios
trabalhos foram realizados para melhorar a
sensibilidade deste exame, principalmente com
relagdo a metodologia’ 15 1613, Outros autores tém
estudado a suscetibilidade das espécies de
triatomineos ao Trypanosoma cruzi na busca do
triatomineo mais adequado ao xenodiagndstico’® 4
691011121314192021 Neste trabalho, procurou-se
verificar o comportamento de Dipetalogaster
maximus, Rhodnius neglectus, R. prolixus, R.
robustus, Triatoma infestans e T. rubrovaria como
meios de cultura (in vivo), utilizados no

Departamento de Parasitologia, Instituto de Patologia Tropical
e Saide Piblica, Universidade Federal de Goids, Goiania,
GO.

Endereco para correspondéncia: Dr. Ionizete Garcia da Silva,
Depto. de Parasitologia/IPTSP/UFG, Caixa Postal 131, 74001-
970 Goiédnia, GO.

Recebido para publicagdo em 20/05/92.

xenodiagndstico, aplicado em dois pacientes (A.S.S.
¢ P.A.B) na fase aguda da doenga de Chagas, antes
de se iniciar tratamento tripanosomicida especifico.

Na histéria desses pacientes ndo havia
antecedentes de hospitalizagdo e/ou transfusio
sanguinea. Além disso, foi detectada a presenga de
triatomineos em suas residéncias e o sinal de Romana
napaciente A.S.S. Essas evidéncias levam-nos a crer
que esses pacientes adquiriram a doenga de Chagas
por transmissio natural (via triatomineo).

MATERIAL E METODOS
Pacientes

A.S.S. - eraprocedente da cidade de Caranhanha,
Bahia, do sexo feminino e com 13 anos de idade.
Quando chegou ao Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Goids (UFG), apresentava
febre alta e 0 sinal de Romatfia. Pelo exame de sangue
(direto) detectou-se a presenga de tripanosomas com
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cerca de 101 flagelados por ldmina usando-se
laminula de 22 x 22mm.

P.A.B. - era procedente de Tocantinépolis,
Tocantins, do sexo masculino e com 38 anos de
idade. Esse paciente foi encaminhado pela Fundagio
Nacional de Saxide (SUCAM), com exame de sangue
positivo para T. cruzi. O exame feito no HC/UFG
mostrou uma parasitemia de um flagelado para
15 ul de sangue.

Origem dos triatomineos

As espécies D. maximus, R. neglectus, R.
prolixus, R. robustus, T. infestans e T. rubrovaria
foram criadas numa cdmara biolégica, com
temperatura de 30+1°C, umidade relativa de
70+£5% e fotoperiodo de 12 horas. Esses
triatomineos foram criados em frascos pldsticos
azuis, semitransparentes, resultantes do
. aproveitamento de garrafas d’dgua, cilindricas,
medindo 9,0cmde didmetro por 14,5cm de altura!”.
O interior desses frascos foi coberto com papel
toalha, para absorver o material fecal, e um pedago
de papel rigido dobrado em “z” foi colocado
perpendicular & malha que revestia o frasco!?, para
possibilitar o repouso e facilitar a alimentagdo.

Xenodiagndéstico

Usou-se para este estudo ninfas de 1° estddio
de D. maximus, 10 dias apds a eclosdo das mesmas,

e ninfas de 4% estddio de R. neglectus, R. prolixus,
R. robustus, T. infestans e T. rubrovaria, criadas
nos frascos descritos anteriormente (9,0 x 14,5¢m)
e alimentadas com sangue de Gallus. gallus
domesticus (galinha)!”. Logo apés a ecdise do 4°
estdgio, as ninfas eram colocadas em frascos de
polietilieno de 3 x Scm, cilindricos e transparentes,
permanecendo nesses por 20 dias, em jejum. Apés
esse perfodo, os frascos eram acondicionados em
sacolinhas com alga e essas colocadas na parte
flexora do antebrago do paciente, e af permaneciam
cerca de 30 minutos. Colocaram-se 21 triatomineos
de cada espécie, por paciente, e o xenodiagnéstico
foi aplicado, diariamente, durante 5 dias na paciente
- A.S.8., comasespécies R. neglectus, T. rubrovaria
e T. infestans, e 7 diasno P.A.B., comR. prolixus,
D. maximus, T. rubrovaria, R. robustus, T. infestans
e R. neglectus.
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Métodos de leitura do xenodiagndstico

Cada triatomineo foi examinado
individualmente, aos 30 e 60 dias, por dois métodos:
1. pelométodo dacompressio doabdome (M.C.A.),
as fezes foram homogeneizadas em solugdo de
cloreto de s6dio a 0,6 % e examinadas entre lamina
elaminula (22 x 22mm) ao microscépio, com médio
aumento (400x); 2. pelo método das dejegbes
espontineas (M.D.E.), com auxilio de microplacas
pldsticas de fundo plano e microscépio de inversao!®,
Esse método consistiu em alimentar os triatomineos
até a replecdo total, o que é fundamental para
provocar as dejecGes (fezes e urina). Para isto,
imobilizaram-se os camundongos albinos!? e esses
foram colocados afixados aos tubos com os
triatomineos. Imediatamente apés a alimentagdo,
ou cerca de 3 minutos, os triatomineos eliminam as
fezes, e, cerca de 30 minutos, eliminam a urina. O
material, fezes e urina, foi colhido com
micropipetador, transferido para microplaca de
fundo plano e examinado com médio aumento
(400x) ao microscopio de inversio.

Contagem de tripanosomas

Através de micropipetador automdtico, colheu-
se Sul das dejegdes dos triatomineos e contou-se o
nimero de tripanosomas' com adaptagdo ao
microscépio do laboratdrio. Essa adaptagiio consistiu
em contar o mimero de campos microscépicos, no
sentido linear da laminula, que foi cerca de 49
campos, numa lamfnula de 22 x 22mm, ocular de
10x e objetiva de 40x. A partir desses dados
conheceu-se o didmetro e o raio (d/2=0,2245)e o

‘mimero de campos na ldmina (2.041). Como os

campos microscopicos séo circulares, hd entre eles
dreas, as quais convencionou-se chamar de
intercampos. A 4rea dos intercampos foi calculada
subtraindo-se da drea da laminula (L=484mm?) a
dos campos (C=380,13mm?2), que & igual a
103,87mm?2. Transformando-se essa 4rea
(intercampos) em campos microscépicos obteve-se
656 campos microscépicos. O niimero total de
campos éigual a 3.057 campos. Estima-se o niimero
de tripanosomas pela contagem em 50 campos,
sendo 10 campos em cada dngulo da laminula e 10
no centro. Para se conhecer o nimero de
tripanosomas nos 3.057 campos, multiplica-se o
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mimero encontrado de tripanosomas pelo fator
61,15 e tem-se o mimero de flagelados em Sul.

Andlise estatistica

Aplicou-se o teste de Wilcoxon para comparagio
da eficiéncia das técnicas de leitura do
xenodiagnéstico, e o “U” de Mann-Whitney para
comparagao da suscetibilidade dos triatomineos ao
T. cruzi.

RESULTADOS

Os resultados sio apresentados na Tabela 1 e
Figuras 1 e 2.

A Tabela 1 mostra que a técnica M.D.E. foi
mais eficiente do que a M.C.A., em relagido ao
mimero de tripanosomas por lamina (através da
leitura), do xenodiagnéstico realizado em ambos
pacientes chagégicos na fase aguda, pelo teste de
Wilcoxon, com p < 0,01.

A carga parasitdria dos triatomineos,
determinada através da técnica de leitura M.C. A,
em relag@o ao xenodiagndstico da paciente na fase
aguda A.S.S., indicou as espécies que se constitufram
como o melhor meio de multiplicagao do T. cruzi,
e essas encontram-se na ordem decrescente de
suscetibilidade: 1°- R. neglectus; 2° T. rubrovaria
e 3% T. infestans pelo teste “U”de Mann-Whitney,
ao nivel de 5%. Observou-se o mesmo quando a

leitura do xenodiagnéstico, foi realizada através da
técnica M.D.E. (Tabela 1).

Em relagdo ao paciente P.A.B., os resultados
do xenodiagnéstico, através da técnica M.C.A.,
mostram a suscetibilidade das espécies de
triatomineos ao T. cruzi, em ordem decrescente: 1°
R. neglectus; 2°- R. prolixus; 3° D. maximus e R.
robustus e 4° T. infestans e T. rubrovaria, pelo
teste de Mann-Whitney, ao nivel de 5%. Pela
técnica M.D.E., as espécies distribuiram-se da
seguinte maneira: 1°- D. maximus e R. prolixus; 2°
T. rubrovaria,;3° R. robustus; 4°- T. infestans e 5°
R. neglectus (Tabela 1).

Todos os triatomineos aplicados na paciente
A.S.S. (101 flagelados por lamina - parasitemia
alta) seinfectaram, porém, o nimero de triatomineos
infectados pelo T. cruzi nao serviu como parimetro
para caracterizar a suscetibilidade. No entanto, os
triatomineos aplicados no paciente P.A.B.
(parasitemia baixa), mostraram que o nimero de
triatomineos infectados foi diferente entre as
espécies, e essas apresentam-se na seguinte ordem:
1 D. maximus e R. neglectus(100%); 2° R.
robustus (95%); 3° R. prolixus e T. rubrovaria
(90%) e 4° T. infestans (85 %).

As Figuras 1 e 2 evidenciam uma oscilagio
didria da parasitemia nos pacientes na fase aguda da
doenga de Chagas, pelo menos das formas infectantes
para o triatomineo, avaliada pelo xenodiagndstico
didrio. Na paciente A.S.S. (Tabela 1 e Figura 1),

Tabela 1 - Nimero médic estimado de Trypanosoma cruzi em Sul de material fecal, através das
técnicas de leitura do xenodiagndstico, M.C.A. (método da compressdo abdominal) e
M.D.E. (método das dejecoes espontdneas), aplicados em chagdsicos na fase aguda,
usando 21 triatomineos de cada espécie.

Numero de Trypanosoma cruzi por limina (Sul)

Paciente Espécie
M.C.A. M.D.E.
AS.S. Rhodnius neglectus 2.900 63.000
Triatoma rubrovaria 2.100 25.000
Triatoma infestans 1.400 14.000
P.A.B. Rhodnius prolixus 120 31.000
Dipetalogaster maximus 45 31.000
Triatoma rubrovaria 25 10.000
Rhodnius robustus 45 5.900
Triatoma infestans 29 2.600
Rhodnius neglectus 950 350

Teste de Wilcoxon (p < 0,05)
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Figura 1 - Niimero estimado de Trypanosoma cruzi, em ninfas de Rhodnius neglectus (1),
Triatoma rubrovaria (2) e Triatoma infestans (3), através do xenodiagndstico diario

no chagdsico na fase aguda (A.S.S.).
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Figura 2 - Niimero médio estimado de Trypanosoma cruzi, em ninfasde Dipetalogaster maximus
(1), Rhodinius prolixus (2), Rhodnius robustus (3), Triatoma infestans (4) e Triatoma
rubrovaria (5), através do xenodiagndstico didrio no chagdsico na fase aguda (P.A.B.).

houve um pico da parasitemia nos 2° e 4°
xenodiagndsticos, correspondentes aos 2% e 4° dias
entre a internagao e o inicio do tratamento especifico.
Na Figura 1, fica nitido também que R. neglectus
comportou-se como o melhor meio de cultura (in
vivo) para replicar o T. cruzi. No paciente P.A.B.
(Tabela 1), os dados obtidos através do método de
leitura M.D.E. evidenciaram que as espécies D.
maximus e R. prolixus comportaram-se como 0s
melhores meios replicadores de T. cruzi.
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DISCUSSAO

A suscetibilidade de tniatomineos ao 7. cruzi
tem sido estudada por diversos pesquisadores?3 614
€ esses mostraram que as espécies de triatomineos
mais suscetiveis a cepa “Y” de T. cruzi eram da
mesma regido. Outros?! obtiveram resultados
inversos aos anteriores, e similares aos desse trabalho
comD. maximus e R. prolixus. Asespécies silvestres
de triatomineos tém-se mostrado mais suscetiveis
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a0 T. cruzi do que as domiciliadas!2. Esses resultados
sdo concordantes com os deste trabalho, no entanto,
existe investigagdo demonstrando o contrdrio®, O
comportamento de D. maximus, como uma das
espécies mais suscetiveis ao T. cruzi® 43, &
concordante com os resultados obtidos neste
trabalho. Desta forma, a suscetibilidade deve estar
associada a vdrios fatores que devem ser investigados
simultaneamente e que, até 0 momento, nao estao
bem esclarecidos. Ressalta-se que a técnica de
leitura do xenodiagnéstico tem papel importante no
estudo da suscetibilidade das espécies de triatomineos
ao T. cruzi, quando se usa como parimetro o
niimero de tripanosomas excretados. Neste trabalho,
atécnicade leituraM.D.E. mostrou-se mais eficiente
doqueoM.C.A. e,nopaciente P.A.B., determinou
outraordem de suscetibilidade. O M.D.E. apresenta
as seguintes vantagens sobre o M.C.A.:

1. ndo utiliza solugdo salina para diluigdo do
material fecal;

2. possibilidade de se examinar separadamente as
fezes e urina, o que ndo é possivel realizar com o
M.D.E.;

3. a urina apresenta predominincia de formas
tripomastigotas e, praticamente, livre de
contaminagdo por fungos e bactérias, o que &
fundamental na obtengao de in6culos e infecgio de
animais, possibilitando outras investigagGes;

4. podeserutilizadaparaisolamento e/ouclonagem
de cepas;

5. obtém-se maior quantidade de flagelados
(Tabela 1); ,

6. permite examinar o triatomineo sem provocar
traumatismo ou morte do inseto, o que é de
fundamental importancia para se estudar a interagao
parasita-hospedeiro e a determinagdo de curva
parasitémica do vetor infectado, durante os estddios
ninfais e sua longevidade.

D. maximus, R. neglectus e R. prolixus foram
as espécies que se comportaram como os melhores
meios de cultura (in vivo) para replicagao do T.
cruzi. Destas trés, sugere-se o uso de D. maximus,
pelas seguintes razdes: 1. por provocar menor
reagdo cutanea (picada); 2. por nao haver
possibilidade de se contaminar na criagdo, uma vez
que se utilizam ninfas de 1° estddio, provenientes
de ovos isolados em incubadoras; 3. gasta menor
tempo para atingir a replecao total, cerca de 10
minutos.

SUMMARY

Two patients on the acute phase of Chagas’ disease
were submitted toxenodiagnosis examination with different
species of triatomine bugs, in order to study bug
susceptibility to Trypanosoma cruzi. Species used were
Dipetalogaster maximus, Rhodnius neglectus, R. prolixus,
R. robustus, Triatoma infestans and T. rubrovaria. Both
the number of infected bugs, and the number of excreted
trypanosomes by bug, were used as parameters for
evaluation of species susceptibility. Xenodiagnosis reading
was performed by two methods, the classic abdominal
compression and the spontaneous dejection method, this
was more efficient than the former in relation to the
number of parasites per wet smear (by Wilcoxon test).
When susceptibility was evaluated by the number of
infected bugs, in one of the patients all D. maximus and
R. neglectus became infected (100% ), 95 % of R. robustus,
90% of R. prolixus and T. rubrovaria, and 85% of T.
infestans. When evaluation was performed through the
number of excreted parasites in this patient with reading
by abdominal compression, the higher susceptibility was
with R. neglectus, followed by R. prolixus, D. maximus
and R. robustus, T. infestans and T. rubrovaria, reading
by spontaneous dejection yielded better results for D.
maximus and R. prolixus _followed by T. rubrovaria, R.
robustus, T. infestans and R. neglectus. For the other
patient susceptibility evaluated by the number of excreted
parasites was similar by both reading methods and did
show the same susceptibility pattern (R. neglectus and
then T. rubrovaria and T. infestans), but the number of
excreted trypanosomes was much higher by the
spontaneous dejection method.

Key-words: Susceptibility of triatomines.
Trypanosoma cruzi. Xenodiagnosis. Chagas’ disease.
Acute phase.
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