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Resumo

A infecgéo por Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi ndo causa sinais patognomonicos e mais da metade dos
infectados ndo manifesta os principais sintomas da doenca de Chagas, seja ela cardiolégica ou digestiva. Os primeiros
métodos de diagndstico desenvolvidos foram os métodos parasitoldgicos. Em 1909, Carlos Chagas baseou-se no achado do
T. cruziem uma crianga, para afirmar que este agente era o responsavel pelas manifestagdes clinicas descritas. Tratava-se
de fase aguda da doenca e a pesquisa direta de T. cruzi no sangue periférico continua, 100 anos apos, sendo realizada da
mesma forma. O xenodiagndstico, descrito por Brumpt em 1914, passou a ser utilizado rotineiramente somente apés sua
padronizagao em 1974. Na fase cronica, na qual a parasitemia € baixa, estas metodologias apresentam alta especificidade e
baixa sensibilidade, contribuindo para a exclusédo de reagdes soroldgicas cruzadas, avaliagao de tratamento e isolamento e
caracterizagéo de cepas. Todovia, devido a baixa sensibilidade, um exame negativo ndo afasta a possibilidade de infecc¢ao.
Por outro lado, um exame positivo € um diagnostico de certeza indiscutivel. Na década de 1990, a reagao em cadeia da
polimerase (PCR) passa a ser recomendada como teste confirmatorio. Adisponibilidade nos laboratérios, o custo operacional
e financeiro limitam a utilizagdo de varias provas diagndsticas nas duas fases da infecgéo. Sendo assim, ha 100 anos, os
exames parasitolégicos continuam a colaborar com a elucidagéo de casos suspeitos desta importante tripanossomiase.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, diagndstico parasitolégico, Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, centenario
da doencga de Chagas.

Abstract

The Trypanosoma (Schizotripanum) cruziinfection doesn’t cause pathognomonic signs and the great number
of infected persons doesn’t show the main Chagas’ disease manifestations, neither cardiac nor digestives. The first
diagnosis are parasitological methods. In 1909, Carlos Chagas, observed T. cruzi infection in a child and affirmed
to be this the etiological agent the responsible by the Chagas’ disease symptoms. It was the acute phase and the
method for identification of T. cruzi by direct examining anticoagulated blood continues to be in use as the same way,
after one hundred years. The xenodiagnosis was described by Brumpt in 1914. Its frequent utilization started only in
1974 after standardization. In the chronic Chagas’ disease the parasites level in the circulatory blood system is low.
These methods present high specificity and low sensitivity having a role in: resolve cross-reaction serologic results,
treatment evaluation, parasite isolation and specimens characterization. However due to the low sensitivity a negative
result doesn’t mean no infection. In the other hand a positive result is a indisputable certain diagnosis. The diagnosis
via polymerase chain reaction — based assays has been studied since 1990. Then it was indicated to be used as a
confirmation method. Many diagnosis techniques have limited use in routine in the both infection phases due to the
need of specific laboratory facilities, high financier and operational costs. In this way in a period of one hundred years
the parasitological tests have been collaborated to detected the suspect cases of this important trypanosomiasis.

Key-words: Chagas’s disease, parasitological diagnosis, Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, Chagas’s disease centenary.
INTRODUGAO

O diagnéstico da infecgao pelo Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi, assim como para infecgdes por outras
etiologias, tem como base trés parametros distintos: as manifestacdes clinicas que, quando presentes, permitem
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ao clinico suspeitar da infecgdo; os antecedentes epidemioldgicos, que também induzem a suspeita; e os métodos
de diagndstico, em geral laboratoriais, que permitem confirmar ou excluir a suspeita diagnéstica na maioria das
situagdes. Como a doenga de Chagas néo apresenta nenhum sinal patognomaonico, o seu diagnéstico repousa sobre
a confirmacgao pelos dados laboratoriais da suspeita clinica. Na infecgéo por T. cruzi, mais da metade dos infectados
néo apresenta as principais manifestagdes da doenga de Chagas, seja ela cardiolégica ou digestiva'?3.

Os primeiros métodos de diagndstico desenvolvidos foram os métodos parasitoldgicos. Carlos Chagas baseou-
se no achado do T. cruzi em uma crianga de nome Berenice, para afirmar que este agente era o responsavel pelo
quadro clinico anteriormente descrito*. Tratava-se de fase aguda da doenga, e a pesquisa direta de T. cruzi no sangue
periférico continua, 100 anos apds, sendo realizada da mesma forma®.

O diagnéstico parasitoldgico pode ser aplicado nas duas fases da doenga. Na fase aguda, em decorréncia da
elevada parasitemia, os diferentes métodos utilizados apresentam alta sensibilidade. Ja na fase crénica, quando a
parasitemia € mais escassa esta modalidade de diagndstico, por ser altamente especifica, visa a exclusao de reagbes
soroldgicas cruzadas, avaliacao de tratamento e isolamento e caracterizacdo de cepas'?367.

Métodos diretos de diagnéstico parasitolégico

O exame a fresco é o método mais simples para o diagnéstico parasitoldgico. Neste método, uma aliquota de
sangue heparinizado (5 pL) obtida por pungéo venosa ou digital, € examinada entre lamina e laminula, ao microscopio
optico, em aumento de 400x. As coletas devem ser semanais, durante as seis primeiras semanas da doenga. Este
deve ser o método de primeira escolha para o diagndstico na fase aguda, quando se verifica a alta parasitemia. E um
dos métodos mais sensiveis (34% a 79%) e também o mais acessivel sob todos os aspectos. Apresenta sensibilidade
limitada na fase crénica quando a parasitemia é escassa’?358,

Para melhor visualizagdo do parasita, técnicas de coloragao podem ser utilizadas com corantes pandpticos
como Giemsa ou Leishman. Um esfregaco é confeccionado com sangue heparinizado (5 pL) colhido da mesma
forma que para pesquisa direta, ou uma gota espessa € obtida pela técnica para pesquisa de hematozoarios; sendo
ambas as preparagdes observadas ao microscopio com aumento de 400x ou 1000x"2358,

Estas metodologias de coloragao sdo importantes para diferenciar as forma de T. cruzi das de T. (Herpetosoma)
rangeli em regides onde existam as duas infec¢des. T. cruzi exibe dimensao menor (15 a 20 um) do que T. rangeli
(26 a 34 pm). Quando observados a fresco, também podem ser diferenciados pela movimentagao rapida e sinuosa,
de T. cruzi, e lenta, de T. rangeli?°°.

As metodologias acima descritas alcangam alta sensibilidade na fase aguda e sao frequentemente utilizadas
na pesquisa de transmissao transfusional®581°,

Existem ainda os métodos de concentracdo do sangue representados pelas técnicas de micro-hematocrito,
teste de Strout, QBC (Quantitative Buffy Coat) e técnica de Ficoll-Hypaque que aumentam a possibilidade de detecgéo
de baixas parasitemias??.

Para o micro-hematdcrito o sangue é centrifugado em tubo capilar heparinizado, prosseguindo-se a sua
observagao, ao microscopio, na interfase entre o plasma e as hemacias para o encontro dos parasitas no creme
leucocitario. O capilar deve ser cortado na regido dessa interfase, e o creme leucocitario observado entre [amina
e laminula. Este procedimento, porém, oferece risco de transmissao acidental e o técnico deve estar atento as
regras de biosseguranga®?2,

Na técnica de Strout s&o utilizados 5 a 10 mL de sangue obtidos sem anticoagulante, permitindo-se a sua
coagulagao. O soro, livre do coagulo, é submetido a dupla centrifugacao; a primeira a 160 g por 3 minutos. Logo
apos, o sobrenadante é transferido para outro tubo e centrifugado, pela segunda vez, a 400g por 5 minutos para
observar-se o sedimento ao microscopio®.

O Quantitative Buffy Coat Method® (QBC) é uma técnica de concentragdo mais utilizada para pesquisa
de plasmadios, cujo modelo também foi aplicado a doenga de Chagas. O sangue é centrifugado em tubo capilar
impregnado com corante vital laranja de acridina que cora os nucleos das células, especialmente o DNA. As formas
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tripomastigotas sdo observadas em um microscépio para fluorescéncia a 490nm?3. Desde as avaliagdes realizadas
por Amato Neto e colaboradores, em 1996, os kits de QBC n&o sao encontrados tao facilmente no Brasil, pelo seu
alto custo®''. Uma alternativa é a coloragdo por meio de azul de metileno, que também é um corante vital, e sua
observacgado pode ser realizada em qualquer microscopio de boa qualidade™.

Atécnica de Ficoll-Hypaque consiste na centrifugacao do sangue heparinizado sobre um gradiente de Ficoll-
Hypaque, mistura de polissacarideos hidrofilicos neutros, a 400g por 20 minutos, podendo-se encontrar os parasitas
na interfase, entre o plasma e o ficoll, na camada dos mononucleares®.

Os testes de concentragéo do sangue apresentam 80 a 90% de sensibilidade e sdo recomendados quando
houver forte suspeita de doenga de Chagas aguda e o exame direto a fresco for negativo. Em caso da presenca de
sintomas, ha mais de trinta dias, os métodos de concentragdo devem ser a primeira escolha, devido ao declinio da
parasitemia com o passar do tempo. Esses métodos s&o também os eleitos para o diagndstico em recém-nascidos com
infeccao congénita pesquisando-se a medula éssea e liquido cefalorraquidiano. Nos pacientes imunocomprometidos
a pesquisa do parasita deve ser realizada em outros fluidos bioldgicos ou tecidos®2.

Os métodos parasitoldgicos diretos devem ser empregados em toda a suspeita de fase aguda por qualquer
forma de transmisséo, observando-se a duragéo estimada da parasitemia?5%'3, Na transmissao vetorial, a parasitemia
é variavel sendo maior até 60 dias de evolugdo da doencga®5; na transfusional é muito elevada, com decréscimo aos 70
a 120 dias, e a doenga de base, que demandou a transfusao, contribui para esta manifestagéo'®*4; na congénita, alguns
estudos mostram correlagao entre parasitemia e persisténcia de anticorpos até 6 a 9 meses de vida, devendo-se realizar
a sorologia apos esse periodo se os exames parasitoldgicos forem negativos®521416; na oral, atualmente, a forma mais
frequente de transmissao no Brasil, a suspeita de infecgao costuma ser negligenciada, havendo maior possibilidade de
exames parasitolégicos negativos'®'"'; na reativagéo da fase crénica em individuos imunocomprometidos, especialmente
por HIV, a parasitemia € elevada com disseminagao dos parasitas até o sistema nervoso central sendo indicada a pesquisa
do liquor e até de outros fluidos bioldgicos pelo exame direto a fresco; em acidentes de laboratério a maioria dos casos
apresenta positividade ao exame a fresco, se negativo, devendo-se fazer os exames de concentragdo de sangue®5813,

A obtencdo de um exame direto positivo depende do tempo de evolugdo da doenga e do mecanismo de
transmissao. Nos primeiros dez dias esses exames sao frequentemente negativos e, apoés trinta dias do inicio dos
sintomas, os parasitas circulantes decrescem sendo necessario o exame de varias laminas ou de exames sucessivos®2.

Métodos indiretos de diagnéstico parasitolégico

Os métodos indiretos sdo métodos que visam a ampliar a parasitemia. Como s&o demorados seu uso € mais
recomendado na fase cronica®"®.

O xenodiagnostico, descrito por Brumpt em 1914, inicialmente foi pouco utilizado®. As primeiras referéncias
do emprego desse método no diagndstico da doenca de Chagas sédo de Torrealba, na Venezuela, em 1934; de
Emmanuel Dias, no Brasil, em 1940 e de Bacigalupo, na Argentina, em 1936°. O método s6 passou a ser utilizado
rotineiramente apds sua padronizagao por Cerisola e colaboradores, em 19742'. A partir de entéo foi um dos métodos
indiretos mais submetidos a sucessivas revisdes até hoje, visando a otimizagdo dos resultados'®??2°, Consiste
na alimentacao de ninfas de triatomineos de qualquer espécie, principalmente Triatoma infestans, uma das mais
adaptadas as condi¢des de criagdo e manutengdo em laboratério, com sangue do paciente?-3'. O xenodiagndstico
pode ser natural ou artificial. Para o xenodiagnéstico natural sado utilizadas de 30 a 40 ninfas, de 3°e 4° estadio, em
jejum, de 15 a 25 dias, contidas em frascos de plastico protegidos por tela de fil6. Quando sao escolhidas ninfas de
D. maximus, uma espécie que tem grandes dimensdes, utilizam-se ninfas de 1° estadio. Estes frascos sédo aplicados
sobre a pele de bragos e antebragos do paciente por 30 minutos ou até a replecdo das ninfas?35. As ninfas de 3°e
4° estadio chegam a aumentar até cinco vezes o seu peso corporeo; de 8 a 11 mg para 48 a 61 mg, e de 28 a 45
mg para 136 a 179 mg, respectivamente?.

O xenodiagnéstico artificial foi uma variagao introduzida para evitar reagdes de hipersensibilidade em pacientes
alérgicos ou imunocomprometidos, pacientes estes que aumentaram em numero com o advento da sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Esta metodologia evita o desconforto do contato do paciente com os insetos 33-%°,
A utilizagcdo do xenodiagnéstico artificial possibilita o uso de espécies como Rhodnius sp e T. palidipennis que sao
altamente suscetiveis ao parasita®®.

Nesta técnica o sangue (cerca de 8 mL) é colhido com anticoagulante, preferencialmente heparina, colocado
em frasco vedado com filme plastico especial ou condom, sem espermicidas e lubrificantes e oferecido as ninfas
contidas em outro frasco®-%*. No Laboratério de doenca de Chagas do Instituto Adolfo Lutz segue-se a seguinte
metodologia: o sangue colhido é colocado em frasco de borrel, aquecido a 37° C e vedado com filme plastico comum.
O sangue é oferecido as ninfas contidas em outro frasco. O conjunto de frascos é envolto por serpentinas plasticas
por onde passa agua aquecida por banho-maria a 37°C, por quarenta e cinco minutos, (aparato desenvolvido no
laboratério de doenga de Chagas do Instituto Adolfo Lutz). Neste mesmo laboratério o xenodiagnostico natural é
aplicado somente em animais silvestres*.

Ap0s o repasto sanguineo natural ou artificial os frascos com ninfas sdo mantidos em insetario climatizado a
26-28°C e umidade de 75 a 85%. As fezes obtidas por compressédo abdominal sdo examinadas no método artificial
aos 25, 35 e 60 dias, apos o repasto, e no natural 30 e 60 dias, apds a alimentacao. As fezes sédo colocadas com
uma gota de solugéo fisiolégica entre lamina e laminula para observagao ao microscépio com aumento de 400x para
observagéao de tripomastigotas metaciclicas e também de epimastigotas, que podem ser vistas em caso de compressao
muito intensa. A periodicidade do exame das ninfas e a forma de obtencdo das fezes (compresséao individual, em
“pool” ou por dissecagdo dos insetos) variam de acordo com a experiéncia de cada autor®*4'. Em nosso laboratério
realiza-se o exame individual que permite melhores resultados, uma vez que o uso de “pool” de fezes pode diluir as
amostras, no caso de baixa parasitemia.

Quando utilizado na fase aguda, para evitar a demora nos resultados, a primeira observagao pode ser
antecipada para cerca de 15 dias apds o repasto. Em nossa pratica rotineira, além do exame do material fecal, faz-se
a dissecgao de algumas ninfas, com leitura do conteudo intestinal. A sensibilidade do xenodiagndstico na fase aguda
€ de 85 a 100 % e na maioria dos servigos, quando aplicado em pacientes cronicos, é de 50%. A especificidade
também é alta, excetuando-se os casos de infeccdo por T. rangeli e a possibilidade de contaminagao do insetario por
Blastocrithidia triatomae um parasita de triatomineos®#2. As formas epimastigotas de blastocritidias sdo aparentemente
iguais as de T. cruzi, com a diferenga de que sdo mais numerosas, apresentam grande nimero de vacuolos em seu
citoplasma e um flagelo longo ao qual podem estar aderidas formas encistadas assemelhadas a bandeirinhas de
Sao Joao (straphangers)®.

A hemocultura é um método indireto introduzido como diagndstico parasitolégico desde a década de
1940. Apresentava resultados bem inferiores ao xenodiagnéstico, ndo sendo entdo muito utilizado. Os resultados
eram comprometidos, pois o sangue total era semeado em grande quantidade em poucos tubos, o que inibia
o desenvolvimento das formas de T. cruzi®5. Apds os trabalhos de Chiari e Brener, em 19667, com sucessivos
aperfeicoamentos, revistos por Chiari, em 1992, voltou a ser empregado até os dias de hoje com resultados
comparaveis aos do xenodiagnostico*#°. Varias modificagdes foram introduzidas e, atualmente, existe um consenso
quanto a algumas variaveis: o volume de sangue a ser semeado deve ser de 20 a 30 mL; o anticoagulante mais
usado é a heparina na concentracdo de 10 unidades/mL; o processamento do sangue deve ser imediatamente apds
centrifugacao a 4°C; a separacéo e o descarte do plasma é fator indispensavel, pois os anticorpos e o complemento
podem lisar os parasitas; a semeadura somente de hemacias e do creme leucocitario é realizada em varios tubos
(em geral seis tubos), para evitar a contaminagao de todo o material. O meio LIT (Liver Infusion Tryptose) é o mais
empregado e as culturas sdo mantidas em estufa a 28 °C para serem observadas mensalmente até 90 ou 120 dias.
Para o diagnostico da fase aguda, é interessante realizar leituras precoces (cerca de 15 dias)3“.

A hemocultura da mesma forma que o xenodiagndstico € empregada para o isolamento de cepas, avaliagéo
de tratamento e para a realizagéo de estudos de caracterizagao bioldgica e bioquimica dos parasitas*® 4748,

Os exames parasitologicos indiretos podem ser empregados também em estudos de campo e experimentais
com diferentes mamiferos silvestres, para o isolamento e monitoramento das cepas circulantes em diferentes regides*.
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A xenocultura € uma metodologia que consiste em semear o trato digestivo obtido por dissecgdo dos
triatomineos positivos no xenodiagndéstico, em meios de cultivo bifasicos, mantidos em estufa a 28 °C com
observacao semanal até 30 dias. Esta pratica é indicada para otimizar o isolamento de cepas e nao comumente
para o diagndstico de rotina*®49,

A inoculagdo em animais suscetiveis era praticada com frequéncia em décadas passadas. Na fase cronica
da tripanossomiase, nos primeiros anos apés a sua descoberta, o diagndstico de laboratério era feito por inoculagao
do sangue dos pacientes em cobaias. Chagas descreveu a presenca de formas parasitarias esquizogdnicas no
pulmao destes animais infectados, julgando serem formas de T. cruzi. Este achado passou a constituir um método
diagndstico na infecgdo experimental de cobaias até 1913, quando foi demonstrado que se tratava, na verdade, de
outro parasito, o Pneumocystis carini, e o método foi abandonado®. Atualmente esta metodologia é pouco utilizada
na rotina diagndstica. Um dos fatores limitantes é a necessidade da existéncia de biotérios para manutencao de
animais isogénicos, como os camundongos BalbC, mais suscetiveis ao T. cruzi. Porém, quando ha a possibilidade
de sua execugado, a maior possibilidade de sucesso € alcangcada com a inoculagdo de sangue de paciente na fase
aguda. Sao colhidos 5mL de sangue heparinizado e se procede a inoculagao intraperitoneal de 0,1 mL desse sangue
em camundongos machos jovens (1 més), por serem considerados mais suscetiveis. Prossegue-se entdo com a
observacgéao diaria do sangue retirado da cauda dos animais por 30 dias. Mesmo tendo o indculo sido sangue de
paciente em fase aguda, a parasitemia nos camundongos é baixa e persiste durante alguns poucos dias. Este
método é mais utilizado em institutos de pesquisa para estudos experimentais. Pouco usado em diagndstico de
rotina, mas, todavia, € mais uma alternativa diagndstica, quando os métodos diretos sdo negativos, tanto na fase
aguda quanto na crénica?35,

Pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir da década de 1990, sdo amplificados os acidos nucleicos
do parasita®®. O método pode ser aplicado em sangue de pacientes, fezes de triatomineos®®®' ou outros materiais
biolégicos, com alta sensibilidade, considerada por alguns autores, superior as do xenodiagnéstico e hemoculturas?.
Este método é indicado, acoplado a hibridizagdo com sondas moleculares, como teste confirmatério, por ter
apresentado resultados promissores. E, além disso, quando houver forte suspeita de fase aguda e os parasitolégicos
diretos forem negativos existe a indicagao da associacéo do diagnéstico molecular as técnicas sorolégicas (dosagem
de anticorpos IgM ). Na fase crénica também deve ser empregado quando os testes sorologicos forem duvidosos
e ainda para controle de cura apds tratamentos e em regides onde existe infeccdo por T. rangeli. Porém, existe a
preocupacgao quanto a especificidade, quando realizado em servigos de rotina. Acrescendo-se o fato de nao estar
disponivel comercialmente. Portanto, os resultados obtidos, para terem valor diagnéstico, devem ser oriundos de
instituicbes que compdem a rede nacional de referéncia para diagndstico da infeccdo e controle de qualidade®*5%3,

Conclusao

Os métodos parasitoldgicos apresentam uma sensibilidade pouco desejavel. Um exame negativo ndo afasta
a possibilidade da infecgédo, no entanto, um resultado positivo tem valor diagnéstico absoluto e confirma de forma
indiscutivel a infecgao por T. cruzi excetuando-se a infecgéo por T. rangeli.

Todos os exames indiretos séo considerados laboriosos, de custo elevado, ndo estando disponiveis em
laboratérios comuns de andlises e ndo sendo indicados como primeira escolha no dia a dia para o diagnéstico da
fase crbnica; mas a repetigéo seriada destas provas permite o aumento da positividade, otimizando os resultados.

A escolha do método diagnéstico para as duas fases da doenca de Chagas depende das facilidades
existentes em cada laboratério ou institutos de pesquisa, e o ideal seria a utilizacdo dos varios métodos
disponiveis simultaneamente.

Pode-se, entao, concluir que na época comemorativa do centenario da descoberta da doenca de Chagas, e
considerando-se os conhecimentos atuais, os exames parasitoldgicos, alguns deles também desenvolvidos ha 100
anos, continuam a colaborar para elucidar situagdes clinicas e epidemiologicas sugestivas da transmissao desta tao
importante tripanossomiase.
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