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TENTATIVA DE ISOLAMENTO PRIMÁRIO
DE T. CRUZI DE PACIENTES CRÓNICOS
DE DOENÇA DE CHAGAS POR HEMOCULTURA
— AGENTES BLOQUEADORES —

William Barbosa ''' , Ana Cândido Czerewuta * ": e Raquel Lopes de Oliveira

RESUMO

Em 250 tentativas de isolamento primário do T. cruzi. de pacientes crónicos, foram realiza-
dos 04 (quatro) experimentos distintos, de que participaram respectivamente, 100. 100, 30 c 20
pacientes. Nos 03 (três) primeiros experimentos o sangue para hemocultura foi colhido com hc-
parirta na proporção de l gota/5ml (5000u/5ml). Todos os casos fórum cultivados cm meio LIT,
130 o foram também em meio 199 mais soro fetal bovino a 30% (SPB 30%) c no meio anterior
suplementado com extrato total de barbeiro (7". infestans). Todos estes 230 casos foram incuba-
dos por 60 dias a 26° C c examinados de 15/15 dias. No último experimento a hemocultura tam-
bém foi realizada em meio LIT. mas o sangue foi colhido com E.D.T.A. cm todos os 20 casos:
IO destes foram lavados antes de inoculados, os outros 10 não foram lavados. A incubação foi fei-
ta a 26°C c foi mantida por tempo igual ou superior a 90 dias. Os resultados dos exames foram ne-
gativos nos primeiros 230 casos dos 03 (três) primeiros experimentos c foram positivos em 02
(dois) dos 10 casos lavados c em 06 (seis) dos não lavados, colhidos cm E.D.T.A. da última expe-
riência, A heparina mostrou-se um agente bloqueador importante para o isolamento do T. cruzi,
constituindo-se em conjunto com período de tempo de observação do cultivo como os mais im-
portantes fatores para o sucesso ou insucesso do isolamento. Os experimentos realizados com cepas
de T. cruzi, previamente isolados mostraram que os trypanosomas podem crescer e alguns se
mantêem vivos, por períodos tão longos quanto 40 dias em presença de soro imune específico ou
não imune, mas com complemento cm proporções tão altas quanto 20%, todavia não ultrapassam
os 40 dias em cultura na presença de heparina em concentrações iguais à usada para colcta de san-
gue.
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INTRODUÇÃO

Ma doença de Chagas depois do pe-
ríodo de latência da fase aguda e logo
upós alguns dias, torna-se extremamente
difícil ol»servar-se parasitas circulantes e o
inolamento do agente etiológico é cada
vê/, mais difícil à medida que a doença se
rronifica.

Inúmeras tentativas por técnicas de
xcnodiagnóstico múltiplos e sucessivos
(12, l li), com uso de variadas espécies de
Iriiilomíneos quase sempre maiores, e em
número cada vez maior, visando sugar
rmiis sangue (13) ou com variados meios
de cultura, cada vez mais sensíveis, e
ultimamente enriquecido com extraio to-
lal (ti, 16) ou parcial de órgãos de triato-
míneos (8) ou enriquecidos com compo-
nentes bioquímicos específicos: vitami-
na», sais e aminoácidos (l, 3, 4, 10, 11,
12) ou suplementado com meios com-
pletos, empregados em cultura de células,
neju de mamíferos ou de insetos mais so-
ro fetal bovino, vêem sendo usados até
ugoni com limitados resultados na ten-
lutiva do isolamento do T. cruzi de pa-
cirntes crónicos, seja em amostras úni-
cas ou múltiplas, seriados e sequenciais
de um mesmo paciente (l, 5, 6, 9, 10,
13),

C) presente trabalho retrata a nossa
experiência neste particular, realizada seja
em pacientes de forma crónica sob tra-
t i i T T i r i i i u específico, ou em controle desse
tnilumento, de pacientes atendidos na
fut*e aguda, e ainda de pacientes crónicos
•tendidos, rotineiramente, no Hospital
duH Clínicas da Universidade Federal de
(loiÚH, cm Goiânia.

Km face dos resultados apresenta-
do*, rir r nada mais que uma nota preli-
minar IIOÍH ronlinuaremoa de rotina, em-

pregando os conhecimentos agora adqui-
ridos visando melhorar e confirmar nos-
sos achados.

Este trabalho se desenvolveu ao
longo de 04 anos e em virtude do escopo
inicial que perseguíamos, a metodologia
foi se modificando: visando muitas
vezes, confirmar resultados obtidos, insti-
tuímos experimentos paralelos que se in-
corporaram ao trabalho.

MATERIAL E MÉTODOS

Realizamos tentativa de isolamento
de T. cruzi em 250 pacientes da forma
crónica da doença de chagas e de 10 pa-
cientes da fase aguda como testemunha.

Dos 250 pacientes da fase crónica o
primeiro experimento foi realizado em
100 pacientes, as hemoculturas foram
executadas, em meio LIT, exatamente.
como preconizaram MOURÃO &MELLO.
Na ocasião da colheita do sangue foi fei-
to xenodiagnóstico com 40 ninfas de 3P
e 4P estágios de T. infesfans para compa-
ração.

O 2P experimento também foi rea-
lizado em 100 pacientes de forma crónica
da doença de chagas e nele usamos os se-
guintes meios: meio LIT isoladamente,
meio 199 mais Soro Fetal Bovino (SFB)
a 30% e meio 199 mais SFB a 30%, 02
volumes mais extrato de barbeiro, l vo-
lume — usando respectivamente 4, 5 e 5
tubos com 2ml de meio cada, perfazendo
14 tubos. O inoculo consistiu da interfa-
se, de lOml de sangue colhido, em ''Con-
tainer"' heparini/ado, a vácuo, constituí-
do da massa de glóbulos brancos que foi
distribuído equitativamente em cada tu-
bo. As culturas foram mantidas por 60
dias a 28°C, quando foram desprezadas.



BARBOSA, W.; CZEREWUTA, A. C. e OLIVEIRA, R. L. de. - Tentativa de isolamento primário
de T. Cruzi de pacientes crónicos de doença de chagas por hemocultura - agentes bloqueaclores.
Rev. Pat. Trop. 12(2}: 155-163, maio/ago. 1983.

Dos experimentos suplementares
obtivemos os seguintes resultados.

As curvas de crescimento com he-
parina e sem heparina evidenciaram,
uma nítida diferença de crescimento
tanto da cepa recém isolada "Cepa Jo-

sé" quanto da cepa "Y", sendo
evidentemente, menor nos meios conten-
do heparina, e ao cabo de quarenta dias,
ao contrário, dos meios sem heparina em
que se encontravam os parasitas vivos e
em boas condições, estavam todos mor-
tos, naqueles em heparina. FIG. 1.
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FIGURA I - Curvas de crescimento de Trypanosoma Cruzi das cepas "Y" e "José" em Meio LIT
com ou sem heparina e/ou soro de chagasico.
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O 3P experimento foi realizado em
30 pacientes chagásicos crónicos, a hemo-
cultura foi feita com lOml de sangue he-
parinizado, que após centrifugado e
lavado com solução fisiológica, teve a
papa distribuída equitativamente em 14
tubos de cultura, de meio LIT enriqueci-
dos, 7 tubos com soro"fetal bovino (SFB)
a 30%, mais meio 199, 2/1 volume, e os
outros 7 tubos com o mesmo mais ex-
trato de barbeiro (l volume de extrato de
barbeiro para 2 volumes de 199 * SFB).

O tempo de cultivo foi de 60 dias,
quando foi desprezado. Os exames foram
realizados periodicamente de 15 em 15
dias.

O 4P experimento foi realizado em
20 pacientes chagásicos crónicos semean-
do 14 tubos de LIT, volume final de 5ml.
O sangue foi colhido em EDTA l gota pa-
ra cada 5ml.

Em 10 casos o plasma foi retirado e
os elementos figurados lavados com soro
fisiológico; 0,5ml de papa lavado foi ino-
culada em 5ml de LIT, e mantidos a 26°C
e examinados a cada 30, 45, 60, 75 e 90
ou mais dias com intervalos de mais ou
menos 15 dias.

No 2P grupo de 10 casos a massa de
elementos figurados não foi lavado, sim-
plesmente o sangue colhido em EDTA
Igt/Sml, o total, foi distribuído, equita-
tivamente, em 14 tubos de cultura em
LIT.

O exame periódico do cultivo em
todas as investigações foi feita por lâ-
mina corada pelo Giemsa e exame dire-
to, entre lâmina e lamínula.

Em função dos resultados alcan-
çados novos experimentos foram reali-

. tentando averiguar a importân-

cia de possíveis fatores bloqueadores
exógenos e endógenos impedicntes do
crescimento do T. cruzi.

O IP experimento em sequência
àqueles quatro básicos iniciais, constou da
execução de 02 curvas de crescimento em
meio LIT de uma cepa recém-isolada do

Trypanosoma "Cepa José11 isolada neste
meio, mas já perfeitamente estabilizada, e
da cepa "Y", comparativamente, em
que, em uma delas adicionamos heparina
em proporção habitualmente empregada
na colheita de sangue 5000u/5ml — e a
observação de cultivo por 60 dias.

Em outro experimento foi inocula-
da esta mesma cepa de T. cruzi, paralela-
mente à cepa "Y", inoculo de lóxlO5 em
duas baterias de 5 tubos de meio LIT,
contendo a primeira 10, 20, 30, 40
e 50% de soro chagásico, e a segunda ba-
teria, as mesmas proporções de soro não
chagásico e não inativado.

Este experimento foi repetido adi-
cionando-se heparina aos meios de cul-
tura contendo soro.

RESULTADOS:

No IP experimento todos os resul-
tados de hemocultura foram negativos
até 60 dias e os xenodiagnósticos apre-
sentaram 9% de positividade.

No 2P e 3P experimento todas as
hemoculturas foram negativas.

No 4P experimento foram obtidos
8 isolados de T. cruzi, 2 dentre os dez
(10) casos em que lavamos o sangue colhi-
do do paciente com salina e 6 (seis) no
material não lavado.

Os resultados destes experimentos
encontram-se resumidos na TABELA 1.



TABELA l - Sumário dos experimentos de tentativa de Isolamento em 230 pacientes Chagásicos crónicos comprovados.

Experimen-

to

IP

2P

3P

4P

4P

NP de

pacientes

100
100

30
10

10

Tempo de

Cultivo

(Dias)

60

60
60

> 90

> 90

INOCULO MEIO DE CULTURA

Anti-

coagu- Lavado Não lavado Lit. Lit. + 199

lante SFB 30% +

E. Bar. SFB

I lepar ina S* >

Ileparina S S S S

l leparina S S S S

Ktha S S

Kdta S S

NP de

199 -t- Isolamento

SFB +

E. Bar

0

S 0

S 0

2

f>

S " = Sim; SFB = Soro Fetal Bovino; E. Bar. = Extrato de Barbeiro
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Os experimentos realizados com os
Trypanosomas da "Cepa José" e "Y" em
cujos meios de cultura (LIT) se acrescen-
tou em ordem crescente 10, 20, 30, 40
e 50% de soro específico de paciente cha-
gásico ou soro normal, verificamos
que em ambos, houve crescimento ra-
zoável dos Trypanosomas, com até 20%
dos soros, que se mantiveram vivos até
38 dias.

Nos meios de cultura contendo so-
ros específicos e normal em que se adicio-
nou heparina houve diminuição do cresci-
mento e os parasitas estavam todos mor-
tos com 38 dias.

Nas concentrações maiores a partir
do ()9 dia, houve o aparecimento pre-
dominante de amastigotas e aglutinação
dos parasitas que impossibilitava a con-
tagem. TABELA 2.

TABELA 2 — Curvas de crescimento dos Trypanosomas das cepas "Y" e "José" até 38 dias em
Meio LtT com Soro Específico e nonnal na proporção de IO a 50%.

Dias do
Inoculo

6"

10°

15°

38P

%dos

soros e

natureza
Cepas

"Y"

"Y"
"José"

"Y"
"Jo»ê"

"Y"
"José"

10%

Positivo

CH

133
42

84
82

180
180

M'-
M

SH

80
26

94
98

280
190

v +*
V

Negativo

CH

86
36

120
88

240
260

M
M

SH

76
28

140
68

320
210

V
V

20%

Positivo

CH

24
22

60
60

140
A«.M

M
M

SH

28
24

86
80

186
AgM*

V
V

Negativo

CH

54
18

76
-44

210
AgM

M
M

SH

36
24

110
74

160
AgM"

V
V

OBSERVAÇÕES

Aã amostras cultivadas com
30% a 50% de Soros, mostra-
ram-se muito aglutinadas, n8o
permitindo a contagem — To-
davia observou-se nas outras
culturas com até 30% dos So-
ro Negativo, bastante leiflh. ma-
nias vivas. Nas outras concen-
trações com 40% e 50% as
leish manias estavam mortas.

M* = Mortas; V **-Vivas; AgM - Aglutinadas (Movimentos lentoa); AgM* — Aglutinadas (Movimentos menos lentos;
AgM * * = Aglutinadas (Movimentos bastante alivos); CH = Com Heparina; SH = Sem
Heparina.
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Este material revisto 38 dias após a
inoculação mostrou parasitas vivos e viá-
veis no meio LIT testemunha, e nos
rxperimentos sem heparina a "Cepa Y"
como soro normal apresentava em IP
í u lio Trypanosomas vivos e em gran-
de quantidade, e número razoável deles
até o 3P tubo que continha 30% de soro
humano normal-

Dos casos de fase aguda, todos reali-
zados paralelamente com os experimentos
l , 2, 3 e 4, em número de 17 casos, o T.
cruzi foi isolado.

COMENTÁRIOS

Das nossas observações e experi-
mentos pareceu-nos, absolutamente claro,
que um dos achados fundamentais, foi a
demonstração de que seria muito mais
importante a ação bloqueadora da hepa-
rina do que a lavagem do inoculo como
preconizaram CHIAR! & Cols. e outros.
Todavia, as observações não são conflitan-
tes: que houve um ligeiro aumento do
rendimento da hemocultura na mão da-
queles pesquisadores após a lavagem, é
inegável, porém esta poderia se dever
apenas à remoção da heparina, do inocu-
lo; que outra ação bloqueadora poderia
ter elementos celulares e plasmáticos do
soro chagásico sobre os parasitas san-
guícolas em seu seio — se não uma ação
aglutinante.

Mesmo aglutinadas e com aspecto
sincicial elas podem continuar evoluindo
e voltar à sua forma normal em boas con-
dições de cultivo. ADLER (1958) descre-
veu o crescimento anormal "in vitro" de
T. cruzi em grandes massas sensiais mul-
timicleadas em presença de antisoro es-
pecífico.

A própria ação lítica sobre epintu
tigotas de cultura, ela varia de intensidade
de cepa para cepa, não é pois constan-
te — Nas nossas experiências conccntrn
coes elevadas de até 20% do soro de
pacientes chagásicos ou de soro não clui
gásico sem descomplementar foi incii-
paz de impedir o crescimento do T.
cruzi, e permitiu recuperá-los viáveis 38
dias após o inoculo inicial.

Embora tenha sido demonstrado
viabilidade aparente de células, imuno-
competentes por período de até 6 me-
ses "in vitro", não identificáveis
MINTER GOEDBLOED (1978) e destrui-
ção de T, cruzi por rnacrófagos ativados,
experimentalmente (IIOLF, l(J7.r),
MEI.CHER & COLS, 1976) o fato de
isolarmos 6 (seis) de 10 (de/,) inoculo»
completos parece invalidar a hipótese df
uma possível atividade de leucócitos ini-
bir o crescimento do T. cruzi.

Outro ponto capital para ser levado
em consideração é o tempo de cultivo,
que exige meio adequado capaz, dr
permanecer por longo período em condi-
ções de permitir a vida do parasita, como
o LIT (Yeager, 1976). Isto é necessário
porque o rendimento da hemocultura pa-
rece crescer proporcionalmente ao tempo,
não devendo este ser inferior a 90 dias. A
esse respeito vale ressaltar a observação dt-
MINTER GOEDBLOED (1976) qm-
estudou o isolamento do T. cruzi por he-
mocultura de pequenos grupos de pacien-
tes ou animais usando um total de l ou
2ml de sangue por indivíduo e somente
0,1 a 0,2ml para cada cultura, e observou
que o prolongamento do período de ob-
servação para quatro ou cinco meses au-
mentava o índice de positividade, che-
gando a 5 culturas positivas dentre f>
pacientes xenopositivos. Fato todavia iju«'
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não se repetiu um ano depois num gru-
po de 16 pacientes, dos quais só isolou de

< .

CONCLUSÃO:

Verificamos em 250 tentativas con-
seeuíivas, de isolamento de T. cntzi por
hemocultura de chagásicos crónicos que
existem fatores hloqueadores até agora
insuspeitados, como a heparina e também
que anticorpos, complemento e células
sensibilizadas, na quantidade em que
habitualmente participam do inoculo não
interferem no resultado das hemoeultu-
ras, pelo menos, na totalidade das; cepa?
circulantes numa dada região, dai não ter
nenhuma importância no sentido de au-
mentar a sensibilidade da hemocultura,
retirar-se o plasma e lavar as células, se
não quando .«e usa heparina como ant i -
eoagulante. Verificamos também a im-
portância do tempo de cult ivo nos resul-
tados da hemocultura que não devem ser
inferior a 90 dias.

E provável que a técnica do exame
direto acompanhado do controle con-
comitante de uma lâmina corada pelo
Giernsa propicie resultados positivos mais

frequentes, uma vez que. em condições
desfavoráveis existe tendência, ern muitas
cepa? a partir do 4P dia de cultivo de se
apresentarem como a mastigo ta s - imó-
veis. ou mesmo cresceram de iniVio inde-
pendente destas condições, por fatores
intrínsecos, como tal.

SUMMARY:

\TTKMITS ()F PRIMAR V ISOLATION
BV l l K M O U l . T r R K O K

TRVPANOSOMA CRU/Í F ROM
PATIKNTS \ \ ITM UIROMCCHXGAS"

lí.~iO a l t rmp l s of priitiary isolation
•• ' ' I-I-H-! Ci-.. i , ! ..... ,;»)! «- l i rnnír c;istís

ot ('hagas' disease were earried out in
four separate trials. The 250 cases were
divided into four groups consisting res-
pectivelly of 100, 100. ;i() and 20 pa-
tients. In the first three experiments the
blood for hemoculture was taken with
heparin. One drop of the anticoagulant
for 5ml of blood \vas used. Ml blood sarn-
ples were inoculated on LIT culture
médium, l.'!0 samples w pré additionally
inoeulated on médium 19() plus 30%
fetal bovine serum (FHS 80%) and on
the former culture médium to which
total extract of the bug (Triatoma infes-
lans) vvas added. Ali these 230 samples
were ineubated for 60 days. at 26<X; and
were examined evcry 15 days. In the last
experirneiit. lhe hemoculture was also
earried out on 1,1'L médium but in these
20 cases ali blood samples were taken
with COTA: 10 of these samples were
washed hefore inoculalion. the other 10
samples were not washed, Incubation was
earried out at 26°C was maintained for
at least 90 days. The examinations
showed negative results in the first 230
cases of the first three experiments. In
the last experiment where blood samples
had l te e n colleeted wi th FJ)TA. we obser-
ved positive results in two out of the teu
samples in which blood was washed and
in si x out of the ten samples in which
blood was not washed. Tinia heparin
showed to be an important blocking
age ti t in the isolation of T. cruzi. The
type of anticoagulant used and the time
of observatíon of cnltures constitute
very important factors for the sueeess or
failure in isolation of T. cruzi.
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