Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 84 (2): 237-240, abr./jun. 1989
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Trypanosoma cruzi samples isolation by xenodiagnosis and hemoculture from patients with
chronic Chagas® disease — Fifty nine chronic chagasic patients were simultaneously submitted to
xenodiagnosis and hemoculture for Trypanosoma cruzi samples isolations. The xenodiagnosis was
done with 40 Panstrongylus megistus, Triatoma infestans and Dipetalogaster maximus nymphs,
performing 120 triatomines. Groups of 10 insects per specie were dissecated and the intestinal
content pooled and examined, after previous trituration and homogenization. The microscopically
negative material was seed into LIT medium and examined after 20 days. Twenty nine patients
were parasitologically proved, being 15 only by xenodiagnosis, 4 only by hemoculture and 10 by
both methods. It was discussed the parasitological comprovation difficulties in chronic chagasic
patients, the value of the simultaneous utilization of different triatomine species in xenodiagnosis
and the hemoculture, in a favorable positive association to the sensitivity increase in the diagnosis’
disease. The 49.2% of positivity obtained in this group, visualize approaches like clinic-therapeutic
assay and or epidemiological {case-control) with the purpose to investigate a possible association
with T. cruzi samples and different clinic forms in Chagas’ disease.
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- Com o objetivo de isolamento e amplificagao
de amostras do Trypanosoma cruzi, 59 pacien-
tes chagdsicos cronicos foram submetidos a xe-
nodiagnostico ¢ hemocultura concomitantes.
O tempo consumido na metodologia tradicional
do exame do xenodiagnostico (Cerisola, 1975),
0s fatores envolvidos na interacdo vetor-parasita
(Zeledon, 1975) aliados A necessidade de isola-
mento das amostras diretamente do triatomi-
neo, levaram-nos a introduzir modifica¢cdes na
sua composicao e exame.

MATERIAIS E METODOS

Facientes — Cinqlienta e nove pacientes cha-
gasicos crdnicos, em sua maioria nascidos em
dreas endémicas do Estado de Minas Gerais e
morando em Belo Horizonte por um periodo
minimo de quatro anos consecutivos, foram
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triados por sorologia anti-T. cruzi, com IFI =
1 40, em candidatos a doadores de sangue.

Composicio do xenodiagnostico — Cada pa-
ciente foi submetido a um xenodiagnéstico
constituido de 40 ninfas de 19 estddio de
Dipetalogaster maximus, 40 ninfas de 39 estd-
dio de Panstrongylus megistus e 40 ninfas de
39 estddio de Triatoma infestans. Foram aplica-
das no brago e antebraco de cada paciente, 12
caixas contendo 10 insetos de cada espécie de
triatomineo. Os triatomineos que nfo se ali-
mentaram foram eliminados, Os demais foram
incubados em insetdrio climatizado a 27 £ 1 °C
com 70% de umidade.

Exame do xenodiagnostico — O exame dos
triatomineos de cada xenodiagndstico foi reali-
zado em torno do 300 dia apds o repasto no
paciente. No dia do exame, os insetos foram co-
locados em numero de 10 por espécie em 5 ml
de solu¢do esterilizante de White (0,25 g de
HgCl,, 6,50 g de NaCl, 1,25 ml de HCI concen-
trado, 250 ml de etanol a 95% e 750 ml de
H,0) durante 1 h 30 min. De cada ninfa era re-
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tirado todo o conteudo intestinal em condigGes
assépticas e colocado diretamente em tubo de
ensaio com 500 ul de PBS estéril. Um total de
10 conteudos intestinais/tubo de ensaio foi tri-
turado ¢ homogeneizado com auxilio de bastdo
de vidro. Uma aliquota de 5 ul da suspensio foi
examinada entre lamina e laminula por 200
campos microscopicos de 400 X. Cerca de
250 ul da suspensio positiva e toda a suspensio
negativa foi semeada em tubo de ensaio conten-
do 2,5 ml de meio LIT preparado de acordo
com Camargo (1964) acrescido de 6,6 mg/ml de
amplacilina (xenocultura). A xenocultura do
material negativo em LIT tinha a finalidade de
confirmar ou nido a negativacdo observada a
fresco. As xenoculturas foram incubadas a
27 * 1 9C e examinadas apds 20 dias. Os tubos
negativos eram desprezados e 0S positivos se-
meados em meio LIT para amplificagdo.

Hemocultura — De cada paciente, foram co-
lhidos 30 ml de sangue venoso com heparina ¢ o
‘'plasma separado por centrifugacdo (600 g/
30 min). O sedimento foi lavado uma vez com
meio LIT, centrifugado (600 g/20 min), e distri-
buido em seis tubos de rosca contendo 6 ml de
LIT. As culturas foram examinadas apé6s 30, 45

e 60 dias de incubac¢do a 28 UC. Apéds o dltimo .

exame, os tubos ainda negativos foram ceniri-

fugados a 600 g/15 min e o sedimento examina-
do.

Infeccdo dos camundongos — 200 ul da sus-
pensdo do conteudo intestinal positivo em PBS
¢ igual volume das hemoculturas positivas fo-
ram inoculadas intraperitonealmente em ca-
mundongos albinos, ndo isogénicos, machos de
+ 20 g e em irradiados com raios gama na dose
de 600-650 rads. Foram realizadas nos camun-
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dongos hemoculturas em meio LIT logo apds o
aparecimento de parasitemia no exame a fresco
ou no 309 dia ap6s a inoculagdo, naqueles ani-
mais sem parasitemia patente.

RESULTADQS

A Tabela I mostra o desempenho das trés es-
pécies de triatomineos utilizadas nos xenodiag-
nosticos de 59 pacientes chagdsicos crdnicos.
Este desempenho foi estatisticamente significa-
tivo (X* = 763,77. gl. = 2) em favor do T. in-
festans como 0 inseto que sugou em maior
numero, seguido por P, megistus e D. maximus.
Nio houve diferenca estatisticamente significa-
tiva entre a positividade das espécies de triato-
mineos (X? = 2,58. gl. = 2). O T. infestans
apesar de ter o maior nimero de insetos exa-
minados revelou igual potencialidade para posi-
tivar 0 xenodiagnostico ao P, megistus, que por
sua vez foi igual ao D. maximus, inseto com me-
nor nimero de ninfas examinadas. A xenocul-
tura acresceu somente 1,7% na positividade dos
tubos semeados com material negativo ao exa-
me direto.

A Tabela II mostra a compara¢do do diag-
nostico parasitologico em pacientes chagdsicos
cronicos utilizando-se o xenodiagndstico com
uma, duas e trés espécies simultineas de triato-
mineos ¢ hemocultura. Os resultados mostram
um acréscimo de cerca de 10% na positivacdo
dos pacientes com a adi¢cdo de mais uma espécie
de triatomineo no xenodiagndstico. A positiva-
¢do da hemocultura foi comparavel ao xeno-
diagndstico com uma s6 espécie de triatomineo.
Das 14 hemoculturas positivas, 10 foram tam-
bém positivas no xenodiagnostico.

TABELA I

Desempenho das trés espécies de triatomineos utilizadas simultaneamente no xenodiagndstico de 59 pacientes
chagasicos crOonicos

N9 de ninfas

Espécie do _
triatomineo Aplicadas Sugaram Nio Mortas  Examinadas Positivas Positivagdo
sugaram (%)
P megistus 2360 1545 B15 165 1380 230 16,7
T. infestans 2360 1326 1034 166 1160 190 16,4
D. maximus 2360 2157 203 67 - 2090 251 12,0
Total 7080 5028 2052 398 4630 671 14,5
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TABELA 11

Comparagio do diagndstico parasitologico em
pacientes chagasicos cronicos utilizando-se o
xenodiagnostico com uma, duas e tr€s espécies
simultineas de triatormnineo e hemocultura

Numero de espécies de triatominecos
usados no xenodiagnostico

Hemocultura
Uma Duas Trés
- 23,7 32,2 424 24,1
(14/59)* (19/59) (25/59) (14/58)

* Numerador = n® pacientes positivos. Denomina-
dor = n? pacientes estudados.

A associagdo da hemocultura com o xeno-
diagnostico revelou 30,5 (18/59), 33,9 (20/59)
e 49,2% (29/59) de pacientes positivos quando
associada com uma, duas ou trés espécies de
triatomineo, respectivamente.

DISCUSSAO

O trato intestinal de triatomineos é um ma-
terial muito denso para ser observado apenas
com O seu esmagamento entre ldmina e laminu-
la. A homogeneiza¢io e suspensdo obtida pela
tritura¢cdo em PBS, conferiu a amostra do mate-
rial intestinal a ser examinado, uma clarificacdo
- que facilitou sua observacdo ao microscépio.
A semeadura do material negativo em meio
LIT, por ter contribuido com 1,7% na positivi-
dade, além de ter minimizado possiveis erros
no diagnostico final, fortaleceu a seguranca do
resultado conferido através do exame a fresco
do ““pool’” de tratos intestinais.

A composicdo do xenodiagnostico com trés
diferentes espécies de triatomineos no$ faz re-
fletir sobre o xenodiagnéstico tradicional pa-
dronizado por Cerisola (1975). No presente
trabalho, se o xenodiagnostico tivesse sido
realizado apenas com o 7. infestans ou apenas
com o P. megistus, teriam sido positivos 15 dos
59 pacientes (25,42%). Se o fosse apenas com o
D. maximus, teriam sido positivos 13 dos 59 pa-
cientes (22,03%). Portanto, 10 pacientes positi-
vos seriam considerados negativos (16,94%).
Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica-
mente significativa entre a potencialidade ou
susceptibilidade entre as trés espécies, o seu
emprego simultineo aumentou a positividade
de 23,7% para 42,4%. E se este grupo de pacien-
tes tivesse sido submetido apenas 4 hemocultu-
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1a, a positividade seria igual a 24,1%, percentual
semelhante ao que teria sido obtido através do
xenodiagndstico realizado com apenas uma es-
pécie.

Os resultados mostram a dificuldade para
isolar o T. cruzi em pacientes chagasicos croni-
cos nos procedimentos do xenodiagnédstico e
hemocultura. Os 49,2% de positividade parasi-
tologica obtidos na associagdo xenodiagnéstico
e hemocultura, como jd propunham Chiari &
Brener (1966), teriam sido menores se utiliza-
dos separadamente. Os 10 pacientes que tive-
ram comprovac¢do simultinea e os quatro que
somente foram positivos na hemocultura sio
resultados intrigantes assim como o fato de ndo
ter sido encontrado nenhum triatomineo posi-
tivo entre os 120 colocados para sugar em cada
um dos 30 pacientes ndo comprovados parasi-
tologicamente, ¢ também os 15 pacientes com
uma, duas ou trés espécies positivas e a hemo-
cultura negativa.

Deve-se também considerar que este resulta-
do (49,2% de positividade) foi obtido através
de apenas um xenodiagndstico ¢ uma hemo-
cultura por paciente. E possivel que esta posi-
tividade fosse maior se os 30 pacientes negati-
vos desse grupo fossem submetidos mais vezes
a estes procedimentos para isolamento do pa-
rasita. Cancado & Brener (1979), estudando a
“evolu¢do natural da parasitemia xenodiagnds-
tico reveldvel” em pacientes chagdsicos croni-
cos, obtiveram 40% de positividade média em
um grupo de 14 pacientes submetidos a 184
xenodiagndsticos seriados. Chiari et al. (1979)
realizando hemocultura e xenodiagnostico com
40 ninfas de T. infestans em pacientes chagdsi-
cos cronicos de Bambui (MG) encontraram
55,0% de pacientes positivos na hemocultura
enquanto que apenas 27,5% foram positivos no
xenodiagnéstico. Provavelmente as amostras de
T cruzi do grupo de pacientes de Bambui de-
vam ser caracteristicas biologicas e bioquimicas
diferentes das amostras isoladas no presente
trabalho, procedentes de pacientes de vdrias
regibes do Estado de Minas Gerais.

Enquanto que nas cepas do 7. cruzi dos pa-
cientes de Bambui foram encontrados quatro
diferentes zimodemas (A, B, C ¢ D) (Romanha
et al., 1979; Romanha, 1982), no atual grupo
de pacientes foi encontrado somente o zimo-
dema A (Romanha, comunica¢do pessoal).
A baixa parasitemia dos pacientes chagdsicos
cronicos ou a provivel existéncia de periodos
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de auséncia de parasitemia durante intervalos
variados, provavelmente explicam a baixa sensi-
bilidade do xenodiagnéstico ¢ da hemocultura.
Ambos os procedimentos, ao que tudo Indica,
estdo proximos dos seus limites de positividade,
quando a nivel de 50% (Mourdo & Melo, 1975;
Chiari & Dias, 1975; Krettli et al., 1984) para
“se isolar o T. cruzi em Minas Gerais.
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RESUMO

Isolamento de amostras do Trypanosoma
cruzi por xenodiagnostico e hemocultura de pa-
cientes na fase cronica da doenca de Chagas —
Cingilenta ¢ nove pacientes chagasicos cronicos
foram submetidos a xenodiagnosticos ¢ hemo-
cultura concomitantes para isolamento de
amostras de Trypanosoma cruzi. O xenodiag-
nostico foi composto de 40 ninfas de Panstron-
eyius megistus, Triatoma infestans ¢ Dipetalo-
gaster maximus num total de 120 triatomineos.
Os insetos foram dissecados em grupo de 10 por
espécie e o0 conteudo intestinal, agrupado, exa-
minado apds prévia trituragdo e homogeneiza-
¢d0. O material negativo ao microscépio foi se-
meado em meio LIT ¢ examinado apds 20 dias.
Vinte e nove pacientes foram parasitologica-
mente comprovados, sendo 15 apenas no xeno-
- diagnoéstico, guatro apenas com a-hemocultura
e 10 por ambos 0os métodos. Discutem-se as di-
ficuldades para a comprovagdo parasitologica
dos pacientes chagdsicos cronicos, o valor da
utilizagdo simultinea de diferentes espécies de
triatomineos no xenodiagnéstico e a hemocul-
tura, numa associacdo positiva favoravel ao
aumento da sensibilidade para o diagnostico da
doenca de Chagas. A positividade de 49,2%
obtida neste grupo de pacientes visualiza abor-
dagens do tipo ensaio clinico-terapéutico efou
epidemiologico (tipo caso-controle) com a fina-
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lidade de investigar uma possivel associacdo en-
tre amostras do 7. cruzi e diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas.

Palavras-chave: xenodiagnostico — hemocultura —
isolamento de Trypanosoma cruzi
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