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ResuMo: Comparou-se « técnica de reagdo de precipitina em tubos ca-
pilares com a de imunodifusdo em gel de agar, em papéis contendo sangue
de aves (galos) ingerido por triatomineos. Usaram-se 360 T. infestans e 270
P. megistus, estudando-se também a mortalidade comparativa das dudas espé-
cies. 0Os resultados sugerem que o método capilar apresenta ligeira vanta-
gem. Quanto ¢ mortalidade, « resisténcia ao jejum do T. infestans foi wuni-
forme durante todo o tempo de observacdo, enquanto que, para o P. megistus
a forca de mortalidade foi pequena até o 50° dia de jejum, cumentando acen-

tuadamente a seguir.

UNITERMOS:;
mineos.

Técnicas sorolégicas.

Tripanossomiase wmericand, Triato-

1 P

Tendo em vista a importdncia epide-
miolégica do levantamento dos indices
médios de sangue humano ingerido pelos
triatomineos, capturados no intradomici-
lio em diferentes ireas do Estado de Séo
Paulo, a Superintendéncia de Controle de
Endemias (SUCEN), hi algum tempo * 2

vem utilizando. como rotina. a reacio de

INTRODUCAO

precipitina em tubos capilares?, com as
modifica¢Bes propostas por Siqueira*, No
entanto, apoés os estudos de Ricciardi e
Mello * mostrando as vantagens de imu-
nodifusdo em gel de agar (Ouchterlony),
surgiram davidas sobre qual das técnicas
utilizar como padrio, pois que somente
através dos trabalhos de rotina, nfo pa-
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receu possivel uma conclusio segura, Rea-
lizou-se, entfo, um experimento compa-
rativo entre as citadas técnicas, utilizan-
do-se, para tanto, o conteiido do intestino
de triatomineos, alimentados somente em
aves, testado frente ao respectivo anti-so-
ro, de dez em dez dias, a partir da data
da dltima alimentagdo. Paralelamente,
procurou-se observar a mortalidade em
fungéo do tempo de jejum.

2 — MATERIAL E METODOS
2.1 — Amostragem e colheita
do material

Foram selecionados 630 exemplares de
triatomineos no 5.° estadio, sendo 360
ninfas do Triatoma infestans e as 270
ninfas restantes, do Panstrongylus megis-
tus. Todas procedentes do Insetirio da
SUCEN (Moji-Guagu) e alimentadas so-
mente em aves (galos), Apés o altimo
repasto, os exemplares visivelmente ali-
mentados foram sorteados, formando 24
grupos de 15 para T. infestans e 27 gru-
pos de 10 para o P. megistus. A seguir
foram colocados em caixas circulares de
papeldo, com didmetro de 8 cm e altura
de 3.5 cm, fechadas com filé6 de algodio,
elastico e esparadrapo. Apds numeradas,
as caixas retornaram ao citado Insetirio.

As datas previamente estabelecidas para
exame do material contido no intestino
desses triatomineos, foram fixadas para
intervalos de dez em dez dias, contados
a partir da data da dltima alimentagfo.
Foram submetidos aos testes, de cada vez,
os exemplares contidos em 2 caixas con-
tendo 7. infestans (30 exemplares) e 3
caixas com P. megistus (30 exemplares),
previamente sorteadas, do total geral de
24 e 27 caixas, respectivamente.

Aos 120 dias (12 sessbes de exames)
completaram-se todos os exames para o
T. infestans e aos 90 dias, para o P. me-
gistus (9 sessdes).
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Em cada uma das datas aprazadas para
os exames (1.* sessfo), as caixas previa-
mente sorteadas eram abertas e o mate-
rial do contetido intestinal de cada um
dos “barbeiros”, transferido por expressio
para papel de filtro, com o auxilio da pin-
¢a e lamina de microscopia. No préprio
papel de filtro (qualitative Klabin), eram
anotados o estidio evolutive e aquilo que
se convencionou chamar de “estado” em
que se apresentava o exemplar, ou seja,
morto seco (triatomineo morto, sem mate-
rial para teste) ; morto (triatomineo mor-
to, com material ainda em condigbes de
teste) ; triatomineo vivo seco (sem mate-~
rial para teste) e vivo (com material no
intestino).

2.2 — Reacdo de precipitina

Vinte e quatro horas apés a coleta, o
papel de filtro contendo a amostra era re-
cortado e imediatamente transferido para
tubo de ensaio, ao qual era acrescentado
1.5 ml de solucio salina a 0,85%. O
eluato permanecia por 24 horas em ge-
ladeira, para em seguida ser examinado,
inicialmente pela técnica de imunodifuséo
em gel de agar, utilizando-se para isso,
1.2% de Agar Oxoid para imunoeletrofo-
rese em salina que, apds fundido, era co-
locado na proporcdo de 4 ml por lamina
de microscopia. As etapas seguintes se-
guiram o utilizado por Ricciardi e Mel-
lo®. Quanto & técnica dos tubos capila-
res, seguiu-se Siqueira*, com modifica-
¢bes apenas no referente i espessura do
capilar utilizado.

As leituras foram, obrigatoriamente,
realizadas apés 24 e 48 horas para a téc-
nica de imunodifusfo, e até completarem
as 2 horas, para a técnica dos tubos ca-
pilares.

Os anti-soros utilizados, obtidos de coe-
lhos através de inoculagdo subcutinea do
antigeno, foram preparados segundo a
técnica descrita por Weitz °, modificada
por Siqueira 4,
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 3 ddo informacio ge-
ral sobre o comportamento dos insetos,
quanto a sobrevivéncia em cada sessfio
e respectivo estado, se seco ou normal;
deve-se chamar a atencio para o fato de
que somente os animais ‘“normais” per-
mitem comparagfo entre as duas técnicas.

3.1 — Comparacio das técnicas
de diagndstico

As Tabelas 2 e 4 mostram que houve
um comportamento diferente entre os tria-
tomineos. Para o P. megistus as percen~

tagens de positividade acusadas pelos dois
métodos em cada uma das nove sessGes,
foram sempre iguais (100%), com a fini-
ca excegdo da 6.%, discrepéncia esta que
pode ser perfeitamente desprezada.

Os T. infestans puderam ser seguidos
por doze sessbes; até a 5.* sessdo as téc-
nicas apresentaram resultados absoluta-
mente iguais, indicando sempre 100% de
positividade dos insetos em condigGes de
exame (nfo secos). A partir da 6.* ses-
sdo, porém, passa a haver uma discretis-
sima, contudo constante, diferenga em fa-
vor do método capilar, que sempre indicou
um maijor nimero de insetos positivos do
que o método de imunodifuso. Os resu-

TABELA 1

Numero de 7. infestans observados,

segundo sessdo,

sobrevivéncia e estado

\ Sobrevivéncia
\\ Mortos Vivos Total
\ T - -

Sesséio Estado Secos Normalis Secos Normalis Secos Normals
1.2 — 10 dias —_ 3 B — 27 — 30
28 — 20 dias — 2 — 28 — 30
3.8 — 30 dias — 3 — 27 — 30
48% — 40 dias 1 —_ —_ 29 1 29
52 — 50 dias 3 2 — 25 3 27
6.8 — 60 dias 9 1 — 20 9 21
78 — 70 dias 7 — — 23 T 23
88 — 80 dias 15 —_— — 15 15 15
9% — 90 dias 15 —_ — 15 15 15

10.8 — 100 dias 15 — — 15 15 15
11.% — 110 dias 16 1 1 12 17 13
122 — 120 dias 21 — — 9 21 9
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TABELA 2

Numero de T. infestans observados, segundo sessdo, tipo de exame e positividade

Tipo de ‘
exame Imunodifusio } Capilar
1
B
| :

\

Resul-
Sessédo tado : + - i + -
o~ “ .

18 — 10 dias 30 — 30 -
28 — 20 dias 30 — 30 _
3.8 — 30 dias 30 — 30 -
4.5 — 40 dias 29 — 29 _
58 — 50 dias 27 —_ 27 —
6% — 60 dias 19 2 21 —_
72 — 70 dias 19 4 22 1
88 — 80 dias 8 7 10 5
92 — 90 dias 12 3 14 1
10.2 — 100 dias 12 3 14 1
11.2 — 110 dias 5 8 8 5
12.2 — 120 dias 2 7 3 [¢]

TABELA 3

Numero de P. megistus observados, segundo sessdo, sobrevivéncia e estado

Mortos ‘ Vivos Total

Etapas, com intervalo _ i o
de 10 dias “ ‘.
Secos Normalis Secos \ Normais Secos | Normais

| | !
1a& — 10 dias — — —_ 30 — 30
238 — 20 dias —_ — — 30 — 30
32 — 30 dias —_ — — 30 — 30
42 — 40 dias —_ — — 30 — 30
54 — 50 dias —_ — —_— 30 —_ 30
62 — @60 dias —_ 1 — 29 — 30
7& — 70 dias 2 — -— 28 2 28
82 — 80 dias —_ — —_ 30 —_ 30
9% — 90 dias 16 — — 14 16 14
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TABELA 4

Numero de P. megistus observados, segundo sessfo, tipo de exame e positividade

Imunodifusao ] Capilar
Etapas, com intervalo
de 10 dias T |
+ - ‘ + -
|

12 — 10 dias 30 — 30 —
2.4 — 20 dias 30 — 30 —
32 — 30 dias 30 — 30 —
4.8 — 40 dias 30 —_ 30 —
52 — 50 dias 30 —_ 30 —
6.8 — g0 dias 28 2 29 1
78 — 70 dias 28 — 28 —
88 — 80 dias 30 — 30 —
9.4 — 90 dias 14 —_ 14 —

mos dos resultados, divididos em dois pe-
riodos (arbitrariamente em funcio dos re-

sultados ohservados), sdo apresentados nas
Tabelas 5 e 6.

TABELA 5

Numero de T. infestans, segundo diagnéstico

e técnica de exame, nas cinco primeiras
sessdes
T Capilar | |
~— + - | Total
Imunodifusdo . I
+ 146 — | 146
Total 146 — ‘ 146

TABELA 6

Numero de 7. infestans, segundo diagnéstico
e técnica de exame, nas sete ultimas sessdes

Capilar [
T - * - 1 Total
Imunodifuséo |
+ 7 — 7
- 15 19 34
Total ©oe2 19 { 111

|
|
|
|
|
i
{
1
|
|
i
i
[

A Tabela 6 mostra que, nos 15 insetos
em que houve discordincia de diagnés-
tico quanto a presenga de sangue, o mé-
todo capilar foi aquele que acusou a de-
vida positividade.

Parece, portanto, que o método capilar
tem pequena vantagem na detecgio de san-
gue, no 7T. infestans, & medida que o tem-
po de jejum aumenta e hd maior dificul-
dade de diagnéstico positivo, pela escas-
sez de alimento residual

Assim, o presente trabalho sugere que
o método capilar pode ser o escolhido co-
mo de rotina, quando apenas o problema
de diagnéstico é considerado, excluindo-
-se, por exemplo, consideragdes de custo.
Todavia, se uma confirmagio dos resulta-
dos se fizer necessiria, aconselha-se que
no novo projeto se trabalhe apenas com o
T. infestans, com observagdes sendo fei-
tas a partir de 60 dias de jejum, em in-
tervalos de 15 dias, e com malor naimero
de insetos em cada sessdo.

3.2 — Mortalidade
A Fig. 1 mostra a mortalidade das duas

espécies, através de curvas de sobrevivén~
cia. Deve-se lembrar que em cada sessdo
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Fig. 1 — Sobrevivéncia dos triatomineos, segundo dias em jejum,

o conjunto de insetos observados era in-
dependente do anterior, ndo se tendo, por-
tanto, a curva classica de sobrevivéncia
(ou mortalidade) acumulada, que exigi-
ria, em cada sess@o, observagio de todas
as caixas de papeldo, procedimento que se
julgou inconveniente para a presente pes-
quisa. Assim, procedeu-se a uma corre-
¢do, ajustando-se, & méo livre, curvas con-
tinuas decrescentes de sobrevivéncia, aos
dados observados.

Vé-se que a forga da mortalidade para
o T. infestans é razoavelmente constante
durante todo o periodo de observagio en-
quanto que, para o P. megistus, essa for-
¢a de mortalidade é menor no comego do
jejum, aumentando acentuadamente a ca-
da sessfo, a partir do 50.° dia (5. ses-
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sdo), o que poderia estar indicando di-
ferentes processos de metabolizacdo do
sangue.

4 — CONCLUSOES

Os resultados do experimento sugerem
que a técnica padrdo a ser utilizada como
rotina deva ser a dos tubos capilares.
Quanto a mortalidade, parece que o P.
megistus tem uma resisténcia inicial maior
ao jejum, enquanto que para o T. infes-
tans, a for¢ca de mortalidade mostrou-se
constante.
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SuMMARY: The techniques of precipitin in capilar tubes and imunodifu-
sion in agar jelly, for human blood sucked by arthropods were compared.
360 T. infestans and 270 P. megistus were observed, and the comparative
mortality of both species was also studied. The results suggest that the
capilar method is slightly better. As regards mortality, the resistance to fas-
ting by the T. infestans was uniform during the whole period of observation,
while for the P. megistus mortality was low wuntil the 50th day of fasting,
increasing markedly from then onwards.

UNITERMS: Sorological techniques. Trypanosomiases, South American.
Triatomids.
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