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RESUMO: Em marsupiais (Didelphis), portadores de infecção natural pelo
T. cruzi, procurou-se levar a efeito xenodiagnósticos com o emprego de ninfas
de Rhodnius neglectus e de Triatoma infestans e através do exame periódico
de lotes formados por cinco insetos. Pôde-se observar o melhor rendimento por
parte do exame do intestino posterior, mediante dissecção. O tempo ótimo foi
situado no intervalo correspondente a 15 e 20 dias, e a eficiência de R. neglectus
foi superior. Esse resultado, aliado à facilidade de sua manutenção em laborató-
rio, sugere a utilização rotineira desse triatomíneo para fins de xenodiagnóstico.

UNITERMOS: Tripanossomíase americana. Xenodiagnóstico. Rhodnius ne-
glectus. Triatoma infestans. Reservatórios, tripanossomíase americana. Didel-
phis. Trypanosoma cruzi.

I N T R O D U Ç Ã O

O método do xenodiagnóstico, desde
sua descrição por Brumpt2 (1914), tem
sido largamente utilizado com a finalida-
de de detectar a presença de tripanosos-
míase americana, tanto em homens como
em animais. Desde que a técnica implica
o exame do conteúdo intestinal dos tria-
tomíneos empregados, torna-se necessário

conhecer a melhor ocasião para fazê-lo,
após a realização do repasto sangüíneo
infectante. No entanto, o estabelecimento
desse período tem sofrido variações consi-
deráveis de acordo com diversos autores.
Certamente, para isso, contribuem fatores
múltiplos de variadas origens mas que,
a grosso modo, podem ser atribuídos tan-
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to à cepa do Trypanosoma cruzi, como
ao organismo do vertebrado submetido à
prova e, também, ao triatomíneo utilizado.

O estudo de tempo ótimo foi, inicial-
mente, feito por Freitas4, 5 (1947, 1950)
que concluiu situando-o ao redor dos 60
dias. De certa forma, esse resultado veio
confirmar orientação adotada anterior-
mente e que estabelecia esse período nos
dias incluídos entre o 40.° e o 60.° (Dias 3,
1940). Embora esse prazo fosse geral-
mente adotado, não existe ainda aspecto
uniforme a respeito, e grande parte dos
autores estabelecem, pelo menos, o pri-
meiro exame, aos 30 dias ou mesmo an-
teriormente (Zeledón e Vieto13, 1957;
Schenone e col.11, 1968; Marsden e col.7,
1969; Almeida e col. 1 1973; Schenone
e col.12, 1974; Miles e col.8, 1975).

Em época mais recente, alguns estudos
foram feitos com a finalidade de deter-
minar o período de maior positividade no
intestino dos insetos. Nesse sentido, Roh-
wedder e col.10 (1970), realizando exa-
mes periódicos dos triatomíneos utiliza-
dos, concluíram pela sua localização entre
os 15 a 25 dias do repasto para Triatoma
infestans. Resultado semelhante foi obti-
do por Patterson e Miles9 (1973) estabe-
lecendo como ótimo o 25.° dia, em Rhod-
nius prolixus.

No decurso das investigações sobre os
aspectos ecológicos da tripanossomíase
americana, levadas a efeito na região Su-
deste do Brasil, tivemos a contingência de
aplicar o xenodiagnóstico em animais sil-
vestres e domésticos. Surgiu daí a opor-
tunidade de tentar simplificar o método
combinando, para tanto a utilização de
um triatomíneo facilmente colonizável em
laboratório como o Rhodnius neglectus, com
o estabelecimento de prazo mais breve
para a realização do exame microscópico.
Com esse objetivo programou-se série de
experiências cujos resultados apresenta-
mos.

MATERIAL E MÉTODOS

As observações foram realizadas com a
utilização de marsupiais (Didelphis) na-
turalmente infectados e de triatomíneos
das espécies Rhodnius neglectus e Tría-
toma infestans., colonizados em laborató-
rio. Os trabalhos dividiram-se em duas
etapas.

Primeira etapa — Utilizaram-se sete
didelfídeos, seis Didelphis azarae e um
D. marsupialis, capturados em várias lo-
calidades do Estado de São Paulo, Brasil
(Tabela 1), e cuja positividade à infec-
ção tinha sido previamente estabelecida
mediante xenodiagnóstico preliminar.

Em ocasião simultânea, esses marsu-
piais foram oferecidos à alimentação de
ninfas de 3.° e 4.° estádios de R. negelc-
tus, em número de 150 insetos para cada
animal. Decorrido o prazo de uma hora,
separaram-se os triatomíneos que se apre-
sentavam ingurgitados, desprezando-se os
demais. A partir dessa data, os insetos
foram examinados em intervalo regular
de 84 horas, correspondente a cerca de
3,5 dias, escolhido arbitrariamente, até o
total de 11 exames, ou seja, 38,5 dias de-
corridos do repasto sangüíneo.

Para o exame dos triatomíneos retira-
va-se, do conjunto correspondente a cada
gambá, dez exemplares. Desse número,
cinco foram examinados mediante a coleta
de material fecal por simples compressão
abdominal e os outros cinco através a dis-
secção e retirada do intestino posterior.

Segunda etapa — Face aos resultados
obtidos na etapa anterior, procedeu-se a
realização desta empregando-se ainda sete
gambás. Desses animais, quatro foram os
mesmos utilizados na primeira etapa, aos
quais se acrescentaram três outros. Com
exceção do exemplar de Didelphis marsu-
pialis, que participou do primeiro grupo,
todos os demais foram D. azarae (Tabe-
la l). A exemplo do que se fez anterior-
mente, a positividade dos novos animais



foi estabelecida através de xenodiagnós-
tico preliminar.

Seguindo a mesma orientação, esses
marsupiais foram, simultaneamente, sub-
metidos à alimentação de ninfas de 3.°
e 4.° estádios de R. neglectus e de T. in-
festans, em lotes de 150 espécimens de
cada triatomíneo para cada animal. Após
uma hora de alimentação, foram separa-
dos os exemplares que se apresentavam
repletos e desprezados os outros. A contar
dessa data, os exames foram realizados
com o mesmo intervalo regular de 84 ho-
ras, ou seja, cerca de 3,5 dias até com-
pletar o mesmo período de 38,5 dias con-
tados a partir da alimentação. Para cada
exame retirava-se um lote de dez ninfas
do conjunto correspondente a cada gam-
bá, constituído por cinco representantes de

cada triatomíneo. Com base nos resulta-
dos obtidos na primeira etapa, procedeu-
se ao exame de todos esses insetos, me-
diante a dissecção e retirada do intestino
posterior.

Os triatomíneos utilizados em ambas as
fases supradescritas foram retirados de
colônias mantidas em insetário e com as
seguintes origens:

Rhodnius neglectus (RCT-20) — De
uma fêmea coletada em cópula em pal-
meira macaúba (Acrocomia) no municí-
pio de Pitangueiras, Estado de São Pau-
lo, Brasil (III. 1969).

Triatoma infestans (RCT-2) — De vá-
rios adultos procedentes de coletas domi-
ciliares em diversos municípios do Estado



de São Paulo. Brasil (II . 1968 a II.
1973).

Em todos os exames considerou-se co-
mo positivo aquele no qual a microscopia
revelou a presença de formas vegetativas
de protozoário em movimentação ativa.

R E S U L T A D O S

De acordo com o exposto, caberá apre-
ciar os resultados obtidos em cada um dos
estágios. No primeiro, com o objetivo de
observar possível associação entre o tem-
po e o processo de exame. No segundo,
procurando confirmar esse aspecto com-
parando as duas espécies triatomínicas.

Primeira etapa — As Tabelas 2 e 3 for-
necem idéia dos resultados conseguidos,
respectivamente, com a compressão abdo-
minal e a dissecção do intestino posterior
das ninfas de R. neglectus. Pode-se ver
a ocorrência de maior número de insetos
positivos a partir do 6.° exame, corres-

pondente a 21 dias do repasto, para as
fezes obtidas por compressão do abdome.
Quanto ao exame direto do conteúdo do
intestino posterior, obtido por dissecção
do inseto, verifica-se maior número de
positivos desde, praticamente, o 2.° exa-
me, ou seja, o sétimo dia contado da he-
matofagia. Testando-se a proporção des-
se tipo de resultados obtidos pelo uso das
duas técnicas, observou-se maior positivi-
dade para a dissecção, estatisticamente
significante, a um nível de 5% quando
do 5.° exame (K = 5,62). No entanto,
não houve diferença estatística (K =1,01)
quando do 6.° exame, ao mesmo nível de
5%, sendo, nessa oportunidade, pratica-
mente equivalente o rendimento dos dois
processos.

Verifica-se também a ocorrência de
variações individuais, sendo a mais mar-
cante a referente ao gambá 466/12, o úni-
co representante aqui da espécie Didel-
phis marsupialis, e cuja positividade pa-
rece ter sido bem mais demorada do que
os demais, para ambas as técnicas.



Calculando-se o percentual de insetos
que se revelaram como positivos no total
de cada exame, obteve-se o aspecto dos
gráficos da Figura 1. Pode-se ali obser-
var a maior rapidez do processo baseado
na dissecção do intestino posterior e a
maior positividade até o 5.° exame cor-
respente ao período de 17,5 dias.

Segunda etapa — Pela análise dos da-
dos constantes das Tabelas 4 e 5, pode-se
observar, em linhas gerais, a repetição do
comportamento de R. neglectus, com a
precocidade dos resultados positivos des-
de, praticamente, o 3.° exame. Ao nível
do 5.º exame dá-se nova ascensão desse
rendimento.

Comparando-se os dados obtidos com
esse triatomíneo e Triatoma injestans, ob-
servou-se maior proporção de positivos
para Rhodnias neglectus. As diferenças
foram estatisticamente significantes a um
nível de 5%, quer seja para o 5.° exame
( K = 1 , 7 5 ) . quer seja para o 6.° ( K =



2,19). De maneira geral, esse aspecto
manteve-se ao longo das observações.

Calculando-se o percentual de ninfas
que se revelaram positivas em relação ao

total de cada exame, obteve-se o aspecto
dos gráficos da Figura 2. Pode-se obser-
var a maior rapidez e superior rendimen-
to do R. neglecfiis em relação ao T. in fes-



tans, com a utilização do processo de dis-
secção do intestino posterior. Da mesma
forma que na etapa anterior obteve-se re-
sultado significante a partir do 5.° exame,
ou seja, com cerca de 17,5 dias.

C O M E N T Á R I O S

Como já foi mencionado anteriormente,
um dos principais objetivos deste estudo
residiu no estabelecimento de menor pe-
ríodo para a positividade do xenodiag-
nóstico, que permitisse razoável seguran-
ça. Certamente, são numerosos os fatores
que intervém no resultado obtido com es-
se método, influindo direta ou indireta-
mente no desenvolvimento do T'. cruzi no
intestino do triatomíneo. Em vista disso,
dificilmente será possível isolar um deles
livrando-o da influência dos demais. No
entanto, mesmo que de maneira aproxi-
mada, algo pode ser deduzido, como no
caso dos dados conseguidos neste trabalho.

Inicialmente, as informações obtidas na
execução da primeira etapa sugerem a su-
perioridade do processo de dissecção do
intestino posterior sobre o do simples exa-

me de material fecal obtido por compres-
são abdominal do inseto. Essa vantagem
manifestou-se principalmente pela preco-
cidade. Assim, o 5.° exame realizado aos
17,5 dias apresentou-se significantemen-
te com maior rendimento. Este tornou-se
equivalente para ambas as técnicas por
ocasião do 6.° exame levado a efeito aos
21 dias. Tais aspectos sugerem a possibi-
lidade de adotar a dissecção em época an-
terior a esse período. Poderá, pois, ser
fixada no intervalo entre os 15 e 20 dias
do repasto sangüíneo.

Quanto à comparação entre as cepas
de R. neglectus e T. infestans, parece ter
havido maior vantagem para aquele, tan-
to na positividade como no menor tempo.
A partir do 5.° exame, os resultados para
ambos os insetos tenderam a se aproxi-
mar. De qualquer maneira, se for consi-
derado o mesmo período referido no pa-
rágrafo anterior, pode-se admitir a sua
confirmação nesta segunda série de ob-
servações, a despeito de algumas discre-
pâncias. Estas ocorreram principalmente
nos exames mais precoces como se pode
observar nas Tabelas 3 e 4 e pelas cur-
vas obtidas com R. neglectus (Figs. l (D)
e 2) . Assim sendo, levando-se em conta
a multiplicidade de fatores que podem in-
fluir em tais resultados, será oportuno
considerar as condições em que foram le-
vadas a efeito as experiências suprades-
critas.

Inicialmente, as cepas de T. cruzi fo-
ram todas de origem animal, especifica-
mente de didelfídeos, e totalmente desco-
nhecidas quanto às suas características.
Não será possível dizer qual o número
exato e, assim, sua influência foge com-
pletamente ao controle nos resultados ob-
tidos. Da mesma forma, os gambás (Di-
delphis) utilizados, além de pertencerem
a duas espécies, tiveram procedência va-
riada. Assim, à somatória da ação de to-
dos esses fatores deve ser atribuída, ne-
cessariamente, grande parte da variabili-
dade de dados. Já se chamou a atenção
para, no caso dos vários marsupiais con-



siderados individualmente, o que se ob-
servou com o n.° 466/12, único represen-
tante de D. marsupialis, que parece ter
discrepado sensivelmente dos demais, to-
dos pertencentes à espécie D. azarae. Va-
le a pena assinalar também que, no cri-
tério de positividade, adotou-se a presen-
ça de formas do parasito em mobilidade
ativa. Na verdade, ocorreu, em várias
oportunidades, principalmente após os 9.°
e 10.° exames, a constatação de formas
imóveis, aparentemente mortas, embora o
resultado fosse rotulado como negativo.
Mas, de qualquer forma, compreende-se
que tais aspectos deixassem de ser con-
trolados. É que o objetivo principal re-
sidiu no diagnóstico mais rápido de in-
fecções naturais e, por conseguinte, os
marsupiais representaram o papel de por-
tadores de infecções de variadas proce-
dências.

Quanto aos triatomíneos empregados, a
focaliazção do Rhodnius neglectus de-
veu-se à facilidade com que esse inseto
se mantém e à rapidez com que se re-
produz em condições de laboratório. A
comparação dos seus resultados com aque-
les obtidos em Triatoma infestans sofre
o prejuízo resultante da constituição das
duas colônias. Com efeito, enquanto a pri-
meira foi formada por um clone, a se-
gunda reuniu indivíduos de várias ori-
gens. Daí a provável influência desse fa-
tor, possivelmente traduzida por variações
na sensibilidade à infecção, por parte dos
representantes de T. infestans emprega-
dos. Com efeito, tem sido de longa data
considerado que o T. cruzi tenderia a se
desenvolver melhor em triatomíneos da
mesma procedência (Little e col.6, 1966).
Embora isso seja admitido a nível de es-
pécie, não se pode afastar a possibilidade
que o mesmo ocorra em relação a grupos
infra-específicos. Contudo, em que pese
a existência de tais variáveis, forçoso é
levar em conta que o tempo ótimo de evo-
lução do parasito no intestino posterior
parece ser menor do que se supunha. Co-
mo foi citado, algumas observações têm

indicado o tempo de cerca de 25 dias
para Rhodnius prolixus e, mesmo para
T. infestans, esse período não iria além
dos 20 dias (Rohwedder e col.10, 1970;
Patterson e Miles9, 1973). Dessa manei-
ra, embora deva admitir-se a presença de
numerosas variáveis, os resultados deste
trabalho vêm possibilitar o emprego de
Rhodnius neglectus para o xenodiagnósti-
co, pelo menos para animais silvestres, re-
duzindo o tempo de exame para o inter-
valo de 15 a 20 dias, contados a partir
do repasto sangüíneo.

C O N C L U S Õ E S

Face ao exposto, podemos concluir o
que segue.

1. O método do xenodiagnóstico pode
ser aplicado para animais silvestres,
pelo menos a Didelphis, com o em-
prego de ninfas de 3.° e 4.° estádio
de Rhodnius neglectus.

2. O melhor rendimento poderá ser ob-
tido mediante o exame do conteúdo
intestinal posterior obtido após dis-
secção.

3. O tempo ótimo parece estar incluí-
do no intervalo compreendido entre
15 e 20 dias após o repasto sangüí-
neo, mediante a utilização de, pelo
menos, cinco insetos.

4. Além da redução do prazo para exa-
me, a utilização de R. neglectus apre-
senta a vantagem de se tratar de tria-
tomíneo facilmente colonizável e de
elevada taxa de reprodução em con-
dições de laboratório.

5. De maneira geral, nesta série de ob-
servações, o R. neglectus mostrou-se
superior ao Triatoma infestans no que
respeita seu desempenho para fins de
xenodiagnóstico.

6. Tais resultados abrem possibilidade
de sua aplicação em casos humanos
da infecção chagásica. Contudo, isso
somente poderá ser feito após a rea-
lização de novas observações.
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SUMMARY: Third and fourth instars of Rhodnius neglectus and Triatoma
infestans were fed on wild opossums (Didelphis) with natural infeccions by
Trypanosoma cruzi and, examined at regular 3.5 days intervals. Best results
were obtained with rectum examinations and the infeccion was more easily
detected from the 15th to the 20th days. R. neglectus showed better perfor-
mance than T. infestans and so its utilisation in the xenodiagnosis technique
is suggested.

UNITERMS: American trypanosomiasis. Xenodiagnosis. Rhodnius neglectus.
Triatoma infestans. Trypanosomiasis reservoirs. Didelphis. Trypanosoma cruzi.
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