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A enorme importancia que tem adquirido o esludo da {ripanoso-
mose americana, doenca de Chagas ou esquizolripanose, lorna muilo opor-
luna a descricio dos mélodos de laboratorio aplicaveis ao diagnostico da
enfermidade, dentre os quais os mais importanles ¢ decisivos sdo, sem
duvida, aqueles que visam a demonstracio, direla ou indireta, do Schizo-
(rypanum cruzi no sangue do homem ou dos animais.

Processo indireto dos mais recomendaveis ¢ a « prova do barbeiro »
ou xenodiagnostico, que consisle em verificar-se st barbeiros « puros »
infectam-se apos haverem sugado o sangue de um suposto portador.

No presente trabalho lencionamos dar uma descricdo pratica ¢ de-
lalhada deste mélodo que, proposto por Brumpl em 1914, vem encon-
lrando cada vez maior aplicacio por parle dos pesquizadores e clinicos
que lidam com a (ripanosomose de Chagas.

INSETOS

A primeira condicio para o emprego rigoroso do xenodiagnostico
¢ a garantia da pureza dos insetos ulilisados, os quais devem provir de
criacio no laboratorio e ser completamente isentos de qualquer inteccao
por flagelados. Do cullivo das principais especies de barbeiro, que ¢
facilmente conseguido e mantido, trataimos espcecialmente em {rabalho an-
terior (Dias, 1938).

Para constante garantia da pureza de uma criacio de reduvideos
julgamos indispensaveis as seguintes normas: 1.2) empregar para alimen-
lacio animais de laboralorio ainda nao usados, de preferencia pombo
ou cobaio; 2.2) nunca readmitir na criacio barbeiros que liverem estado
em contacto com pessoas ou animais possivelmente infectados, mesmo
quando aparentemente nio lenham ingerido sangue suspeito; 3.2)
nunca introduzir na criacio insetos de oulra procedencia; 4.2) controlar
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periodicamenle os barbeiros, examinando-lhes as dejecdes ou o conleudo
mlestinal.

Verificado em um unico barbeiro a exislencia de [Tlagelados, o sfock
de onde ele proveio estara perdido para fim de xenodiagnostico, devendo
a criacio ser recomecada a parlir de ovo. Tal evenlualidade nunca
ocorreu em nosso laboralorio, onde ha anos manlemos criacoes normais,
observando eslritamente as normas acima.

A especie de reduvideo a ser ulilisada nao ¢ indilerenle. pois ja
verificamos que especies diversas podem ler receplividade variavel para
diferentes amostras de Schizolrypanum cruzi. Assim, nao so lor de-
monslrado que uma amoslra brasileira desle parasilo ifeclava 2. me-
gistus, . sordida e T. infestans cm percenlagens significalivamenle
maiores do que Rhodnius prolicus (Dias, 1939 ). como lambem amosiras
venezuelanas de S. cruzi evoluiram em maior percenlagem de Rhodnius
prolixus normais, do que em Panslrongylus megistus ¢ Trialoma infestans.
Deve preferir-se, para o xenodiagnostico em delerminada regiao, wma e€s-
pecie local, ou melhor, o (ransmissor natural mais importante da molestia,
nessa reqiao.

A idade mais convenienle dos barbeiros destinados a prova deve
seir média —— «larvas ja de cerlo tamanho ou ninfas, ndo so pela quan-
lidade relalivamenle grande de sangue que ja podem sugar, como pela
pequena mortalidade nessa fase ¢ o longo lempo que podemos esperar
para sua observacio » (Dias, 1936, p. 107).

Numero — Afim de que sejam maiores as possibilidades de se con-
seguirem resullados positivos, ou de que tenham maior significa¢io os re-
sultados negativos, devemos procurar usar em cada prova sempre um
certo numero de barbeiros. Via de regra usam-se de cada vés 3 a
6 exemplares, podendo o numero aumenltar ou diminuir conforme o in-
leresse do momento.

[Larvas vasias e famintas devem ser de preferencia escolhidas para
1so, pois lerdo maior probabilidade de realisarem uma succao mails ra-
pida e mais complela do que as ainda parcialmente cheias. E muilo
facil reconhecer-se quando o barbeiro eslad apto a sugar em dado mo-
mento: introduzindo-se o dedo por algum lempo no recipienle onde eles
se acham, os mais famintos logo se aproximam estirando a lromba, sendo
enlio recolhidos.

APLICACAO

Ha diversas maneiras simples de se colocarem os barbeiros de prova
para sugar, podendo eles ser poslos direlamenle sobre a pele, livres ou
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encerrados em um recipiente qualquer. Dispositivos praticos, adaptacdes
de outros empregados na alimentaciio de piolhos ¢ de carrapatos, podem
ser facilmente improvisados, como os que se véem nas figuras 1 ¢ 2 da
~estampa 1. Constam estes dispositivos de uma caixa de papeldo fechada
de um lado por uma tampa (de rosca preferentemente) e do outro por
dupla camada de gaze segura por esparadrapo; o lado da gaze fica man-
tido fixo de encontro a4 péle do doador por meio de barbantes ou de tiras
de pano. Os reduvideos realisam facilmente a refeicio hematica nestas
condicdes, que favorecem além de tudo a possibilidade da aplicacio ao
abrigo das vistas dos circunstantes ou mesmo das do proprio paciente.

O tempo de aplicacdo deve ser o bastante para permitir que os
insetos se encham completamente de sangue. Quando varios barbeiros
sdo usados a refeicio dura em geral de 15 a 30 minutos. Tanto quanto
possivel deve-se prolongar o contacto, quando se observa que os insetos
insuficientemente cheios continuam a sugar ou procuram de novo intro- -
duzir a tromba. Naturalmente, maior o grau de replecio, melhor para
o resultado da prova.

CONSERVACAO

Apos a succdo recolhem-se os barbeiros cheios para o interior de
tubos de mosquito (est. 2, fig. 1), tubos de ensaio ou de Borrel, onde vio
aguardar exame. Fecham-se estes tudos com rolha de cortica, com al-
godido, ou melhor, com gaze dupla segura por elastico; esta ullima lem
a vantagem de facilitar a evaporacido das dejecdes, cuja acumulacio chega
as veses a danificar os reduvideos. Dentro dos tubos colocam-se liras
de papel de filtro ou de jornal dobradas, as quais os insetos aderem.

Rotulos externos devem conter as indicacdes necessarias, como nu-
mero de ordem, indicacdo de pessoa ou animal, data, local, ele. Nio &
recomendavel que muitos exemplares sejam conservados juntos em pe-
quenos recipientes.

Dos barbeiros aplicados, somente os que nitidamente se encheram
de sangue devem ser separados para exame; Os que apenas sugaram
pouco ¢ os que nada sugaram nao devem ser nem aproveitados na prova
nem voltar para junto dos barbeiros puros. Tornam-se suspeifos € como
tal devem ser conservados & parte ou ser destruidos.

EXAME

Quanto tempo apos a aplicacio devem ser examinados os barbei-
ros? O infervalo variara, conforme as circunstancias. Tratando-se de
infeccdes relativamente intensas, alguns dias bastardo; mas nas infeccdes
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pobres um prazo mais longo ¢ necessario, alim de que oS raros para-
sitos ingeridos possam se mulliplicar a ponlo de se tornarem mais facil-
mente encontraveis no contetido intestinal dos insetos.

Adotamos como regra nunca dissecar os barbciros anles de de-
corrido 1 mez e consideramos tempo 6timo entre o 40.© e o 60.° dia.
Um intervalo excessivamente longo ndo ¢ recomendavel, pois com O
correr do tempo a infeccdo pode desaparecer espontaneamente, conforme
ja tem sido observado (cf. Dias, 1934a, 1936a, 19360, Dias & Romaiia,
1939). Quando necessariQ, os barbeiros de prova devem ser alimentados
em animal indene, para podérem esperar, em boas condi¢des, o momento
da disseccio.

Varias sio as maneiras de se pesquisar o parasitismo nos bar-
beiros. O exame das dejecdes a fresco, entre lamina e laminula, ¢ a
mais simples, mas apresenta o inconvenienle da ncerteza da oblencao
do material no momenlo descjado. As dejecdes podem ser 1nais segura-
mente obtidas encerrando-se barbeiros dentro de placas secas, logo depois
de alimentacdo em animal normal. A tecnica da pungao relal permile
a qualquer instante a obtencdo do conleido do intestino poslerior, sem
o sacrificio do inseto: foi por n6s anteriormente descrita (Dias 1936)
¢ consiste simplesmente na introducio da extremidade de uma pipeta
capilar no orificio anal (est. 2, fig. 2). A pipeta ¢ feita com a partefinade
pipetas estiradas comuns e sua ponta deve ser bem afilada, para poder
ser introduzida sem dano. Uma vés introduzida (a pequena profundi-
dade, devido ao curto diametro da empola retal) o material penetra por
capilaridade; uma ligeira pressdo sobre o abdome favorece a obtencio
do material, que serd examinado em natureza ou apos diluicio em sOro
fisiologico. Todo cuidado deve ser tomado ao se introduzir a pipela,
para que ela nfo rompa o revestimenlo externo e penetre na cavidade
geral e niio no réto; a puncdo da cavidade geral fornecerid hemolinfa,
que sera reconhec1da a0 microscopio pela presenca de células (amebo—
citos). A puncio retal é mais facilmente praticada em ninfas e larvas
do que em adultos, e, quando realisada em boas condicdes, € perfeitamente
indcua. Algumas veses a simples compressao abdominal fez com que
o conteiido retal seja expelido. |

Disseccdo — Nos casos em que se deseje a verificagao definitiva
de um resultado, ou em que ndo haja interesse na conservacio dos bar-
beiros em estado vivo, é indicada a disseccdo. Esta é muito facil, em
razio do tamanho dos reduvideos, e tem por fim a retirada de parte
do tubo digestivo para confeccio de preparados. Deve ser examinado
de preferencia o duodeno, ou porcdo intestiniforme do mesenteron, que
¢ a porcio tubular adelgacada intermediaria entre o esiomago € a em-
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pola relal (est. 2, fig. 3). E’ no duodeno quc os parasitos, sob a forma de
critidia, se multiplicam mais intensamente e mais precocemente.

Um modo comodo de proceder 4 disseccio ¢ o seguinte: Segurando-
se 0 barbeiro pelo térax com uma pinca curva, corta-se a tesoura a mar-
gem do conexivo, separando-se as folhas quilinosas dorsal e ventral do
exoesqueleto. Pela retirada da folha dorsal ficam a descoberto os orgaos
internos in loco. Com oulra pinca puxa-se para cima de uma lamina,
o estomago, que se destaca facilmente pela ruptura do esofago, ¢ distende-
se com cuidado o duodeno. Pode-se entdo retirar este ultimo em todo
ou em parte, seccionando-o em dois pontos e transportando-o para lamina
onde sera feita a diluicdo do conteido para exame. Lsta lecnica per-
mite o exame do material mais apropriado livre o mais possivel de
impurezas e detritos, ¢ tem ainda a vantagem de deixar o inlestino pos-
terior intacto dentro da carcassa do inseto. Sendo positivo o exame e
desejando-se praticar inoculacio em animal, estard preservada a ultima
porcio-do tubo digestivo, na qual se encontram as formas infectantes do
flagelado. Com alguma pratica, consegue-se sem nenhuma diticuldade
a obtencio de material puro de cada um ou de todas as principals por-
cdes do conduto intestinal dos reduvideos.

REGISTRO DAS PROVAS

Para registro das provas de xenodiagnostico ¢ dos seus resultados
¢ vantajoso o emprego de um caderno Impresso cm cujas paginas en-
confram-se as principais indica¢des a serem preenchidas, referenles ao
paciente, aos insetos utilisados e aos resultados dos exames. O modelo
abaixo é por nés usado, em cadernos de 200 paginas com duas fichas

em cada uma.
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COMPARACAO COM OUTROS PROCESSOS INDIRETOS

O xenodiagnostico, além de ser de facil aplicacido, fornece resul-
tados bastante seguros. Sensibilidade e simplicidade, sdo as duas vanta-
gens basicas do processo, cuja principal desvantagem consisie no tempo
que tardam os resultados a serem verificados. Este inconveniente, entre-
tanto, ¢ comum a todos os meios de pesquisa indirela do Schizofrypanum
cruzi, aos quais temos que recorrer depois de exgotados os recursos dos
exames diretos do sangue, a fresco ou em gotas espessas: a inoculagido em
animal e a cultura in vitro.

Destes tres processos indirelos, qual oferece maiores vantagens de
praticabilidade ?

Parece evidenle que o xenodiagnostico € o que maiores vantagens
reune, para uma aplicacdo pralica em maior ou menor escala. Barbeiros
normais para prova sio facilmente conseguidos, quer de criacdes feitas
a proposito, quer de Instituicdes ou Laboratorios onde numeroso stock
pode ser sempre mantido; o transporte dos insetos € o mais facil pos-
sivel, podendo os interessados receber pelo correio os exemplares de que
necessitem. A aplicacio dos hemipteros é a mais simples possivel, bem
como sua conservacio A4 espera de exame, o qual por sua vés nido ofe-
rece dificuldades maiores. As facilidades de criacio ou obtencio, de
transporte, de aplicacdo, de conservacio e de exame dos barbeiros, fazem
do xenodiagnoslico o meio de mais pralica aplicacdo, em grande es-
cala sobretudo. Com ele nio podem rivalisar a inoculacio nem a cul-
tura, cujo emprego oferece na pratica tanto maiores dificuldades quanto
maior for a extensdo que se dé ou que se procure dar as investigacgoes.

A 1inoculacido, que tem sobre o xenodiagnostico a vantagem apa-
renle de permitir a pesquisa de parasitos em maiores volumes de san-
cue, oferece entretanto maior numero de inconvenientes, como a difi-
culdade de transportie, de manutencio e de exame, que apresentam os
animais de experiencia ¢ que sio sem duvida maiores do que as apresen-
tadas pelos barbeiros. ‘Além disto, nem sempre ¢ facil a escolha do
animal mais adequado 4 inoculacfio, que além das variacdes especificas
oferece variacoes individuais de sensibilidade a infeccdo. A variacdo de
virulencia do germen, ndo sO0 de amostras diversas como da mesma
amostra, € outro fator que se deve levar em conta: a par das inoculacoes
que determinam infeccles intensas € mais ou menos facilmenle eviden-
ciaveis, ha as que sfo ligeiras e fugazes, sOmente demonstraveis por
“buscas direlas reileradas ¢ prolongadas, € as «cripticas », que escapam
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ainda a essas buscas, neccssitando por seu turno a aplicacio de pro-
cessos Indirelos de evidenciaciio. '

A cullura in vitro, que até cerlo ponto pode ser comparavel ao
xenodiagnosiico (xenoculilivo), ¢ muito inferior a esle, sobreludo pela

facilidade de contaminacfdo bacleriana dos meios, que impede muitas veses
a observacdo dos resultados.

A cultura e a inoculacio em animal sdo métodos que mais convém
dentro do laboratorio. O xenodiagnostico é o método mais pratico e
mais conveniente 4s investigacdes epidemiologicas extensas.

O xenodiagnostico € um processo natural de diagnostico. Com
cle, procuramos repetir o que se passa na natureza, infectando os bar-
beiros na sua fonte habitual, que é o sangue dos vertebrados. Conforme
ja tivemos ocasifio de dizer, o indice de infestacdo dos reduvideos em
determinado local representa como que o resultado de um « xenodiagnos-
lico » natural (Dias 1936, p. 91). A grande susceptibilidade dos bar-

beiros ao desenvolvimento do S. cruzi fez com que Brumpt os qualifi-
casse de « merveilleux hotes vecteurs ».

« Un tel résultat vient donc démontrer la réelle ulilité de la mé-
thode de diagnostic proposée par Brumpt, méthode dont l'emploi est
indispensable dans des zones ou l'on veut déterminer, par le diagnoslic
¢tiologique, la proportion de porteurs, humains ou animaux, du Schizo-
frypanum cruzi » — tal fol nossa conclusio (Dias, 1934b) ao cabo dos
primeiros ensaios que empreendemos em Lassance, que repetidas e va-
riadas pesquisas ulteriores nfo fizeram senio confirmar.

SUMARIO

O xenodiagnoslico ¢ um processo muilo valioso para o diagnostico
etiologico da molestia de (Chagas. Consiste em alimentar-se barbeiros
normais em supotos portadores da infeccio e determinar-se, depois, si
eles adquirem ou niao o parasilismo. Em cada regido deve ser empregada,
de preferencia, o transmissor local mais importante. Tres a seis ninfas
tamintas sio geralmente empregadas em cada prova, devendo ficar em
contacto com o doador até encherem-se completamente (15-30 minulos).
S1 0 exame de fezes — esponlianeamente eliminadas ou obtidas por pungdo
anal — nfo revelar a presenca de flagelados, os insétos devem ser disse-
cados 40 a 60 dias depois da succdo, para exame do conteido duo-
denal. o
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SUMMARY

Xenodiagnosis is a very valuable method for the etiological
diagnosis of Chagas’ disease. It consists in allowing the clean insect
transmitter to feed upon the suspected carrier, and in ascertaining
whether the bugs become infected. The principal local vector is the
most suitable species to be used in a given region. Three to six hungry
nymphs are usually employed in each test and must feed until repletion
(15-30 minutes). If flagellates are not detected in the faeces or in
the rectal contents, obtained by anal puncture, insecls are dissected 40-60
days after the «infective meal » and the duodenal contents is examined.
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Estampa 1

Fig. 1-— Aplicagio de barbeiros em caso cronico de molestia de Chagas (Teo-
dora Beatriz). Dispositivo 1mprovisado.
Fig. 2 — Aplicacio de barbeiros em cio, por meio de dispositivo improvisado.
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Listampa 2

- Conservacio dos insclos apos a aplicacio.
Pralica da puncio anal em ninla de P.omegistus.

3 — Preparacio de lubo digestivo de P. megistus, distendido.  Porcao di-
lalada proxima a4 cabeca = eslomago; poreao lubular alongada == duo-
deno; porcio ampular terminal = rélo ou inlestino posterior. Segundo

Dias, 1931 a.
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