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O XENODIAGNOSTICO E OS CRITERIOS PARA AVALIAR O NIVEL
DE PARASITEMIA DO PACIENTE CHAGASICO CRONICO

Elisabeth Bronfen e Nelson Junqueira Alvarenga

A sensibilidade do xenodiagndstico e sua relagGo com a parasitemia da fase crénica da
doenca de Chagas foi verificada em 104 pacientes cronicos. As ninfas das espécies de triatomineos,
simultaneamente utilizadas nos xenodiagnésticos destes pacientes, divididos em dois grupos,
Joram examinadas de maneiras diferentes. Os indices de positividade totais obtidos nos dois grupos
(40,0% e 42,4%) e os percentuais de positividade por paciente sugerem uma reavaliagdo do que se
denomina a “quantificacdo da parasitemia do paciente chagdsico crénico, considerando a

metodologia de exame do xenodiagnéstico.
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O xenodiagndstico, junto com a hemocultura,
apesar de ser o exame de certeza parasitolOgica para os
individuos parasitados pelo Trypanosoma cruzi,
apresenta baixa sensibilidade para a fase cronica da
doenga de Chagas. Esta sensibilidade tem sido expli-
cada, principalmente, pela parasitemia escassa e irre-
gular que caracteriza esta fase.

O presente trabalho teve como objetivo reava-
liar a sensibilidade do xenodiagnostico através dos
indices de positividade obtidos com a utilizagio de
dois recursos metodologicos para o seu exame e a
relagédo deles com o que se denomina a “ quantificagio
da parasitemia do paciente chagasico cronico”.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois grupos de pacientes,
procedentes do Estado de Minas Gerais, de maneira
néo simultanea. O Grupo I, com 45 pacientes, perten-
cia a casuistica do Laboratério de Biologia de
Triatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas
do Centro de Pesquisas ‘“René Rachou’, sendo 21
homens e 24 mulheres, com duas reagdes sorologicas
concordantes para o Trypanosoma cruzi. O GrupoIl,
com 59 pacientes, sendo 49 homens e 10 mutheres,
triados por sorologia anti-T. cruzi entre candidatos a
doadores de sanguel. A faixa etaria dos dois grupos
compreendeu pacientes de 19 a 59 anos de idade.

O Grupo I foi submetido a um xenodiagnostico
com 90 insetos: 30 ninfas de 30 estadio de Panstrongylus
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megistus, Triatoma infestans ¢ Rhodnius neglectus.
O Grupo 11, a um xenodiagnostico com 120 insetos:”
40 ninfas de 3¢ estadio de P. megistus e T. infestans ¢
40 de 10 estadio de Dipetalogaster maximus.

Apos a realizagao de cada xenodiagnostico,
verificava-se o nimero de ninfas engorgitadas e o
daquelas que nao haviam sugado, sendo estas des-
prezadas. As caixas contendo os triatomineos ali-
mentados eram mantidas em insetario climatizado a
27 + 1°C ¢ 70,0% de umidade até o momento do exa-
me. As ninfas dos dois grupos de xenodiagnosticos, en-
contradas mortas e endurecidas no dia do exame, néao
foram examinadas.

A dissec¢ao das ninfas dos xenodiagnosticos do
Grupo I era feita com a retirada de todo o tubo
digestivo de cada inseto, que era acrescido de 5
microlitros de solugdo salina tamponada (PBS) e
esmagado entre lamina e laminula.

As ninfas dos xenodiagnosticos do Grupo II.
eram colocadas em miamero de 10 por espécie de
triatomineo em 5 ml de solugdo esterilizante de
WHITE durante 1 hora ¢ 30 minutos. Esta esterili-
zagdo prévia dos insetos permitia que as ninfas fossem
examinadas em condigbes assépticas nas etapas se-
guintes, conduzidas em capela. De cada ninfa era
retirado todo o contetido intestinal, com auxilio de
duas pingas, constantemente flambadas, ¢ colocado
diretamente em tubo de ensaio com 500 microlitros de
PBS estéril. Um total de 10 conteudos intestinais por
tubo de ensaio era triturado e homogeneizado com
auxilio de bastao de vidro. Uma aliquota de 5 micro-
litros da suspensdo era examinada entre lamina e
laminula por 200 campos microscopicos de 400 X.
Toda a suspensio negativa era semeada em tubo de
ensaio contendo 2,5 ml de meio LIT com ampicilina.
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A esta semeadura do material intestinal do triatomi-
neo, coletado e processado assepticamente, denomi-
namos de xenocultura?. As xenoculturas eram in-

cubadas a 28°C em estufa BOD-FANEM e exami-
nadas apo6s 20 dias.

Na analise estatistica dos dados foi utilizado o
teste qui-quadrado, considerando o nivel de signifi-
cancia para p < 0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o ntimero de insetos das trés
espécies utilizadas e examinadas nos dois grupos de
xenodiagnosticos. O T. infestans foi a espécie com o
maior numero de ninfas que sugaram, nos dois grupos.
A menor mortalidade observada foi do R. neglectus,
no Grupo I e, para o 7. infestans, no II. Estas duas
espécies foram a de maior chance numérica de serem
examinadas.

Tabela 1 - Capacidade alimentar e mortalidade das espécies de triatomineos simultaneamente utilizadas nos xenodiag-
nosticos dos pacientes chagésicos crénicos dos Grupos I e II,

Ne de ninfas

Espécie do Aplicadas Sugaram (%) Mortas (%) Examinadas (%)
triatomineo I I I II I It I It
P. megistus 1350 2360 1221 1545 93 165 1128 1380
(90,4) (65,5) (7,6) (10,7) (83,5) (58,5)
T. infestans 1350 2360 1312 2157 99 67 1213 2090
(97,2 (91.4) (7.5) 3.0 (98.9) (88,6)
R neglectus 1350 - 1286 - 58 - 1228 -
(95.3) (4,5) (91,0)
D. maximus - 2360 - 1326 - 166 - 1160
(56,2) (12,5) (49,2)
Total 4050 7080 3819 5028 250 398 3569 4630
(94,3) (71,0 (6.5) (7,9) (88,1) (65.4)

Dos 45 pacientes do Grupo1, 18 (40,0%) foram
parasitologicamente comprovados e, 25 (42,4%) dos
59 pacientes do Grupo II. As Tabelas 2 e 3 mostram a
positividade destes pacientes, agrupados pelo niimero
de espécies e o total de ninfas e “pools” positivos.

A Tabela 4 mostra a positividade por espécie de
triatomineo utilizada nos dois grupos de xenodiag-
nosticos. No Grupo I, o P. megistus positivou 10
pacientes (22,2%); o T. infestans, 12 (26,7%) e, o R.
neglectus, 5 pacientes (11,1%). No Grupo II, o P.
megistus e o T. infestans positivaram 15 pacientes
(25,4%) e, o D. maximus, 13 (22,0%).

Nao houve diferenga estatisticamente signifi-
cativa entre a positividade das diferentes espécies de
triatomineos, na comprovagao parasitoldgica dos 45
pacientes do Grupo I e dos 59 pacientes do Grupo II.

A Tabela 5 mostra a contribuigio da xenocul-
tura para a positividade de seis pacientes do Grupo I1I.

DISCUSSAO

Os percentuais de positividade obtidos neste
trabalho sugerem a utiliza¢io de mais de uma espécie
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de triatomineo no xenodiagnostico para a fase cronica
da doenga de Chagas, como foi mostrado na Tabela 4.
Se os xenodiagnosticos dos dois grupos tivessem sido
realizados s6 com o P. megistus, 18 pacientes posi-
tivos seriam considerados negativos (8 do Grupo I +
10 do Grupo II). Se s6 com o 7. infestans, 16 (6 do
Grupo I + 10 do Grupo II) e, se s6 com o R. neglectus
ouoD. maximus, 25(13 doGrupol+ 12 doGrupoIl).

Freitas10 sugeria que a utilizagio de um maior
nimero de ninfas por xenodiagnéstico aumentaria a
chance de alguma delas se infectar. Entretanto, no
presente trabalho, observou-se que o R. neglectus,
com 1.228 ninfas examinadas (Tabela 1), néo foi a
espécie com maior positividade nos 45 xenodiagnos-
ticos do Grupo I e o D. maximus, com 1.160 ninfas
examinadas, a espécie com menor indice de positivi-
dade nos 59 xenodiagnosticos do Grupo II.

Se se pode excluir, destes resultados, a influén-
cia da susceptibilidade das espécies de triatomineos? e
o numero de suas ninfas, na sensibilidade do xeno-
diagnostico, qual seria, no presente trabalho, o envol-
vimento dos percentuais de positividade obtidos nos
dois grupos, com a parasitemia escassa e irregular que
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Tabela 2 — Resuitado da comprovacdo parasitologica de 18 pacientes chagdsicos cronicos entre 45 submetidos ao

xenodiagndstico (Grupo I) agrupados pelo nimero de ninfas positivas por espécie de triatomineo.

Ne de espécies

Ne de ninfas positivas/espécie/total de

examinadas (% de positivas)

de triatomineos Pacientes
positivas (sexo — idade) P. megistus T. infestans R. neglectus Subtotal

LFTS (M-20) 22/28 (78,6) 18/29 (62,0) 9/27 (33,3) 49/84 (58,3)

3 WPS (M-26) 5/28 (17,8) 8/27 (29,6) 2/26 (7,7) 15/81 (18,5)
IK (F-50) 6/30 (20,0) 3/30 (10,0) 1/30 (3.3) 10/90 (11,1)
Subtotal 33/86 (38,4) 29/86 (33,7) 12/83 (14,4) 74/255 (29,0)
JTM (M-33) 3/18 (16,7) 2/30 (6,7) 0/29 (0) 5/77 (6,5)

2 JCS (M-30) 3/16 (18,7) 0/17 (0) 1/28 (3,6) 4/61 (6,5)
MMRF (F-40) 2/27 (1,4) 2/26 (1,7) 0/27 (0) 4/80 (5.0)
Subtotal 8/61 (13,1) 4/73 (5,5) 1/84 (1,2) 13/218 (6,0)
AMCC (F-48) 1/23 (4,3) 0/25 (0) 0/23 (0) 1/71 (1,4)

1 OVL (M35) 1/22 (4,5) 0/29 (0) 0/27 (0) 1/78 (1,3)
JDO (M-38) 1/28 (3,6) 0/25 (0) 0/20 (0) /13 (1,4)
MAS (M-36) 3/23(13,0) 0/30 (0) 0/30 (0) 3/83 (3,6)
Subtotal 6/96 (6,2) 0/109 (0) 0/100 (0) 6/305 (2,0)
JEG (M-39) 0/20 (0) 1/23 (4,3) 0/25 (0) 1/68 (1,5)

1 IPS (M-31) 0/30 (0) 2/30(6,7) 0/30 (0) 2/90 (2,2)
PMS (M-30) 0/28 (0) 1/25 (4,0) 0/23 (0) 1/76 (1,3)
IMM (F-49) 0/30 (0) 1/29 (3,4) 0/26 (0) 1/85 (1,2)
BMM (M-39) 0/30 (0) 1/25 (4,0) 0/20 (0) 1/75 (1,3)
LB (M-35) 0/30 (0) 2/30 (6,7) 0/28 (0) 2/88 (2,3)
CSP (M-35) 0/23 (0) 1/28 (3,6) 0/30 (0) 1/81 (1,2)
Subtotal 0/191 (0) 9/190 (4,7) 0/182 (0) 9/563 (1,6)

1 EFS (M-28) 0/30 (0) 0/29 (0) 3/30 (10,0) 3/89 (3,4)
Subtotal 0/30 (0) 0/29 (0) 3/30 (10,0) 3/89 (3,4)
Total 47/464 (10,1) 42/487 (8,6) 16/479 (3,3) 105/1430 (7,3)

caracteriza a fase cronica da doenga de Chagas3?

O xenodiagnoéstico positivo na fase cronica da
doenga de Chagas é considerado um indicador que
revelaria parasitemias baixas, intermediarias e
altasS 6 7 12, A quantificagdo desta parasitemia &
aferida através do nimero de xenodiagnosticos posi-
tivos por paciente, do nimero de ninfas positivas por
xenodiagnostico, do numero de caixas positivas por
xenodiagnostico por paciente ou do niimero de ““pools”
positivos por xenodiagnéstico.

No Grupo1, os 3 pacientes positivos com as trés
espécies apresentaram 11,1%, 18,5% e 58,3% de
positividade; os 3, com duas espécies, 5,0% e 6,5%, e,
aqueles 12, positivos com apenas uma espécie, de
1,2% a 3,6% de positividade. No Grupo II, 6
pacientes positivos com trés espécies apresentaram
50,0% a 100% de positividade; 6 pacientes positivos
com duas espécies, 25,0% a 44,4% e, 13 positivos
com uma das espécies, uma positividade de 11,1% a
25,0%. Portanto os maiores percentuais de positivi-
dade por paciente foram obtidos quando as ninfas
foram examinadas em “pool” e nio quando exami-
nadas individualmente. Se estes percentuais podem

estar refletindo a eficiéncia entre duas metodologias,
elas sugerem uma avaliagdo da parasitemia do pa-
ciente chagasico cronico. Considerando os grupos de
pacientes positivos com 3, 2 ou uma espécie, ob-
servou-se percentuais muito diferentes. Eles podem ou
nao estarem aferindo parasitemias altas, intermedia-
rios ou baixas ou indicando que podemos obter
maiores indices de positividade, usando recurso me-
todologico que os aumenta, por apresentar, inclusive,
maior eficiéncia4.

A baixa densidade de flagelados implica uma
grande dificuidade de visualizagdo do parasita no
intestino do triatomineo. Como ja foi demonstra-
do3 13 14  existem flutuagdes na positividade do
triatomineo infectado, especialmente visiveis através
do exame pela compressao abdominal em diferentes
dias apos a infec¢do2. Considerando os niveis de
adesdo entre o 1. cruzi e o epitélio intestinal do
insetol3, a dissec¢@o também esconde o parasita,
presente em baixa quantidade. Desta maneira, a
densidade de flagelados influi sobre a contagem final
do numero de insetos positivos por espécie de triato-
mineo e, mesmo, dentro da mesma espécie. Esta
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Tabela 3 — Resultado da comprovagao parasitologica de 25 pacientes chagdsicos cronicos entre 59 individuos examinados
(Grupo 1) agrupados pelo niimero de “pools” positivos por espécie de triatomineo (examinados ao microscopio e
apos xenocultura).

Neo de “pools” positivos/espécie/total de
examinados (% de positivos)*

Ne de espécies

de triatomineos Pacientes
positivas (sexo - idade) P. megistus T. infestans D. maximus Subtotal
NHR (F-30) 2/2 (100) 4/4 (100) 2/2 (100) 8/8 (100)
3 JAF (M-26) 3/3 (100) 2/3 (66,7) 1/1 (100) 6/7 (85,7)
JIS (M-37) 3/3 (100) 2/4 (50,0) 2/2 (100) 7/9 (77.8)
GMS (M-28) 1/3 (33,3) 2/4 (50,0) 1/1 (100) 4/8 (50,0)
DL (M-24) 1/2 (50,0) 3/3 (100) 1/1 (100) 5/6 (83,3)
RTL (F-42) 2/2 (100) 1/3 (33,3) 3/3 (100) 6/8 (75,0)
Subtotal 12/15 (80,0) 14/21 (66,7) 10/10 (100) 36746 (78,3)
EGB (M-49) 0/3 (0) 2/4 (50,0) 2/2 (100) 4/9 (44,4)
2 LFJ (F-19) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 1/2 (50,0) 2/8 (25,0)
LRM (F-28) 1/2 (50,0) 1/4 (25,0) 0/1 (0) 2/7 (28,6)
JSM (M-42) 1/3 (33,3) 0,4 (0) 1/1 (100) 2/8 (25,0)
DB (M-50) 1/1 (100) 1/4 (25,0) 0/2 (0) 2/7 (28.6)
JLB (M-47) 1/2 (50,0) 0/4 (0) 1/1 (100) 2/7 (28,6)
Subtotal 4/14 (28,6) 5/23 (21,7) 5,9 (55,5) 14/46 (30,4)
LAT (M-24) 1/2 (50,0 0/4 (0) 0/2 (0) 1/8 (12,5)
1 RPS (M-46) 1/3 (33,3) 0/4 (0) 0/1 (0) 1/8 (12,5)
JBV (M-25) 2/3 (66,7) 0/4 (0) 0/1 (0) 2/8 (25,0)
DSR (M-33) 2/3 (66,7) 0/4 (0) 0/1 (0) 2/8 (25,0)
JCN (M-29) 1/3 (33,3) 0/4 (0) 0/1 (0) 1/8 (12,5)
Subtotal 7/14 (50,0) 0/20 (0) 0/6 (0) 7/40 (17,5)
MA (M-33) 0/2 (0) 1/3 (33,3) 0/2 (0) 1/7 (14,3)
1 0JV (M-53) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 0/3 (0) 1/9 (11,1)
LPS (M-38) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 0/1 (0) 1/7 (14.3)
JCA (M-53) 0/2 (0) 1/4 (25,0) 0/1 (0) 1/7 (14,3)
WG (M-43) 0/2 (0) 2/3 (66,7) 0/3 (0) 2/8 (25,0)
Subtotal 0/12 (0) 6/16 (37,5) 0/10 (0) 6/38 (15,8)
MPD (F-31) 0/3 (0) 0/4 (0) 2/3 (66,7) 2/10 (20,0)
1 MCC (M-20) 0/2 (0) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 1/8 (12,5)
IL (M-46) 0/2 (0) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 1/8 (12,5)
" Subtotal 0/7 (0) 0/10 (0) 4/9 (44,4) 4/26 (15,4)
Total 23/62 (37,0) 25/90 (27,8) 19/44 (43,2) 67/196 (34,2)

* Cada “pool” continha 10 contetidos intestinais/espécie de triatomineo.

Tabela 4 — Positividade dos xenodiagnésticos por espécie de triatomineo obtida no total dos dois grupos (I e IT) de pacientes
chagdsicos cronicos e entre os individuos positivos por grupos.

% de positividade na

Ne de pacientes positivos/
amostra positiva

/total de estudados

(% positivos) por grupo
Espécie de Grupo I Grupo 11 Grupo I Grupo 11
triatomineo n=45 n=359 n=18 n=25
P. megistus 10 (22,2) 15 (25,4) 55,5 60,0
T. infestans 12 (26,7) 15 (25,4) 66,7 60,0
R. neglectus 5(1L1) NR 27,3 NR
D. maximus NR* 13 (22,0) NR 52,0

*NR = Nio realizado.
Grupo I: X? = 2,63, g 1.
Grupo II: X2 = 2,58, g. 1.
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Tabela 5 — Contribuicdo da xenocultura para a positividade de “pools” do P. megistus (P.m.), T. infestans (7T.i.)
e D. maximus (D.m.) negativos no exame ao microscépio dos xenodiagndsticos de seis pacientes do

Grupo II.

Pacientes NHR JAF

RTL

EGB LF LS

Espécic do triatomineo Pm Ti D.m Pm Ti D.m Pm

Ti

D.m Pm Ti D.m Pm Pm Ti D.m

. total de “*pools” examinados
espécie de triatomineo 2 4 2 3 3 1 2

3

3 3 4 2 3 3 2 3 3 1

N:de “pools™ positivosfespécie
Gc 1nalomineo no exame ao
MKTOSCUPIO

mn 34 mn i) n mn n

(100%)  (5%)  (100%) (67%) (33%) (00%) (100%)

N total de “pools™ positivos
10 exame 20 Microsedpio

"
(87.5%)

an
(57.1%)

o3

(0%)

58

(62.5%)

n [UA) H m K]

(100%)  (0%) (25.0%) (100%) (333%)  (0%) (0%  {(0%)

k]
(333%)

118
(125%)

077
0%)

N. de “pools™ positivos/especic
de triatomineo apds xenoctitura

m n 12

N:total de “pools™ positivos apds
xenocultura

88
(100%)

67
(85,7%)

13

6/8

0%

03 13 03 02 12 JUES 13 12}

419
(44.4%)

2%
(25.0%)

1
(143%)

“m
(100%)

N? total de “pools” positivos
especic de triatomingo

41
(100%)

P
(100%) (100%) (667%) (100%)

n
(100%)

13

(13.3%)

£l
(100%)

03
(0%)

"
(50.0%)

n
(100%)

03
0%)

1Y)
(33.3%) (50.0%)

03
(0%)

13
(33.3%)

(%}
(%)

influéncia é interpretada como susceptibilidades di-
ferentes interespécies ou individuais dentro de uma
mesma espéciell.

A xenocultura, amplificando em meio LIT, as
interagdes triatomineo-T. cruzi de baixa densidade de
flagelados negativos ao exame microscdpico conven-
cional, mostrou também um outro aspecto a ser
considerado na quantificagido da parasitemia do pa-
ciente chagasico crénico.

As Tabelas 3 e 5 mostraram como seis, dos 25
pacientes positivos do Grupo II, aumentaram suas
positividades apos a xenocultura. O paciente NHR,
sem mais um ‘‘pool” positivo, mostraria 87,5% de
positividade (7tubos positivos em 8 examinados ao
microscopio) (Tabela 5) e nao 100% (8/8) (Tabela 3).
O paciente JAF teria mostrado uma positividade de
57,1% (4/7) e nao 85,7% (6/7); RTL, 62,5% (5/8);
EGB, 33,3%; LFJ, 12,5% e o paciente LPS nio teria
sido parasitologicamente comprovado e sua positivi-
dade néo teria sido 14,3% (1/7).

Os resultados do presente trabalho sugerem
fortemente que se reavalie o conceito de ““quantifica-
¢ao0 de parasitemia do paciente chagasico cronico”
uma vez ter-se demonstrado que modificagdes na
metodologia de exame do xenodiagnodstico alteram
seus indices de positividade individual.

SUMMARY

Xenodiagnosis sensibility and its relation to
Chagas’ disease chronic phase parasitemia was verified irc
104 patients. The nymphs of the triatomine species, si-
multaneously utilized in the xenodiagnosis of these patients,
divided into two grupos, were examined in different ways.
The positivity rates achieved in the two groups (40,0% and

42,4%) and the individual positivity rates suggest a reava-
liation in what is called “quantification of the chronic
chagasic patient parasitemia”, considering the methodo-
logy used in the xenodiagnosis examinations.

Key-words: Parasitemia. Chagas’ disease. Chronic
phase. Xenodiagnosis. :
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