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DE T. CRUZI DE PACIENTES CRONICOS
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— AGENTES BLOQUEADORES —
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RESUMO

Em 250 tentativas de isolamento primdrio de T. cruzi. de pacientes cronicos, foram realiza-
dos 04 (quatro) cxperimentos distintos, de que participaram respectivamente, 100, 100, 30 ¢ 20
pacicntes. Nos 03 (trés) primeiros experimentos o sanguc para hemocultura foi colhido com he-
parina na proporgio dc 1 gota/5ml (5000u/5ml). Todos os casos foram cultivados em meio LIT,
130 o foram também em meio 199 mais soro fetal bovino a 30% (SEB 30%) ¢ no mcio anterior
suplementado com extrato total de barbeiro (T. infestans). Todos estes 230 casos foram incuba-
dos por 60 dias a 26° C ¢ examinados d¢ 15/15 dias. No Gltimo cxperimento a hemocultura tam-
bém foi realizada em meio LIT, mas o sanguc foi colhido com E.D.T.A. em todos os 20 casos:
10 destes foram lavados antes de inoculados, os outros 10 nio foram lavados. A incubagdo foi fci-
ta a 269C ¢ foi mantida por tempo igual ou superior a 90 dias. Os resultados dos exames foram ne-
gativos nos primeiros 230 casos dos 03 (trés) primeiros experimentos ¢ foram positivos em 02
(dois) dos 10 casos lavados ¢ em 06 (seis) dos ndo lavados, colhidos em E.D.T.A. da ultima expe-
riéncia. A heparina mostrou-se um agente bloqueador importante para o isolamento do T. cruzi,
constituindo-se em conjunto com periodo de tempo de observagdo do cultivo como 0s 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 ¢ alguns se
mantéem vivos, por periodos tdo longos quanto 40 dias em presenga de soro imune especifico ou
ndo imune, mas com complemento em proporgdes tio altas quanto 20%, todavia nao ultrapassam
os 40 dias em cultura na presenga de heparina em concentragdes iguais a usada para coleta de san-

gue.
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INTRODUCAO

Na doenca de Chagas depois do pe-
riodo de laténcia da fase aguda e logo
apos alguns dias, torna-se extremamente
dificil observar-se parasitas circulantes e 0
isolamento do agente etiologico ¢é cada
vez mais dificil a medida que a doenca se
cronifica.

[niimeras tentativas por técnicas de
xenodiagnostico  multiplos e sucessivos
(12, 13), com uso de variadas espécies de
{riatomineos quase sempre maiores, € em
niimero cada vez maior, visando sugar
mais sangue (13) ou com variados meios
de cultura, cada vez mais sensiveis, e
ultimamente enriquecido com extrato to-
tal (8, 16) ou parcial de orgdos de triato-
mineos (8) ou enriquecidos com compo-
nentes bioquimicos especificos: vitami-
nas, sais e aminoacidos (1, 3, 4, 10, 11,
12) ou suplementado com meios com-
pletos, empregados em cultura de células,
seja de mamiferos ou de insetos mais so-
ro fetal bovino, véem sendo usados até
agora com limitados resultados na ten-
tativa do isolamento do T. cruzi de pa-
cientes cronicos, seja em amostras uni-
cas ou multiplas, seriados e seqiiénciais
de um mesmo paciente (1, 5, 6, 9, 10,
13).

O presente trabalho retrata a nossa
experiéncia neste particular, realizada seja
em pacientes de forma cronica sob tra-
tamento especifico, ou em controle desse
tratamento, de pacientes atendidos na
fuse aguda, e ainda de pacientes cronicos
atendidos, rotineiramente, no Hospital
dus Clinicas da Universidade Federal de
Goias, em Goidnia.

Km face dos resultados apresenta-
dow, ele ¢ nada mais que uma nota preli-
minar pois continuaremos de rotina, em-

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

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

MATERIAL E METODOS

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

Dos 250 pacientes da fase cronica o
primeiro experimento foi realizado em
100 pacientes, as hemoculturas foram
executadas, em meio LIT, exatamente,
como preconizaram MOURAO &MELLO.
Na ocasido da colheita do sangue foi fei-
to xenodiagnostico com 40 ninfas de 39
e 40 estagios de T. infestans para compa-
ragao.

0 20 experimento também foi rea-
lizado em 100 pacientes de forma cronica
da doenca 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, 1 vo-
lume — usando respectivamente 4,5 e 5
tubos com 2ml de meio cada, perfazendo
14 tubos. O inéculo consistiu da interfa-
se, de 10ml de sangue colhido, em “*Con-
tainer”” heparinizado, a vacuo, constitui-
do da massa de globulos brancos que foi
distribuido equitativamente em cada tu-
bo. As culturas foram mantidas por 60
dias a 280C, quando foram desprezadas.
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Dos experimentos suplementares
obtivemos os seguintes resultados.

As curvas de crescimento com he-
parina e sem heparina evidenciaram,
uma nitida diferenca de crescimento
tanto da cepa recém isolada “Cepa Jo-
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N® DE PARASITAS x©0'

N DE PARASITAS x 0%

”

$¢” quanto da cepa “Y”, sendo
evidentemente, menor nos meios conten-
do heparina, e ao cabo de quarenta dias,
ao contrario, dos meios sem heparina em
que se encontravam os parasitas vivos e
em boas condigdes, 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 chagésico.
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0 39 experimento foi realizado em
30 pacientes chagasicos cronicos, a hemo-
cultura foi feita com 10ml de sangue he-
parinizado, que apos centrifugado e
lavado com solucdo fisiologica, teve a
papa distribuida 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 (1 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.

0 49 experimento foi realizado em
20 pacientes chagasicos cronicos semean-
do 14 tubos de LIT, volume final de Sml.
O sangue foi colhido em EDTA 1 gota pa-
ra cada 5ml.

Em 10 casos o plasma foi retirado e
os elementos figurados lavados com soro
fisiologico; 0,5ml de papa lavado foi ino-
culada em 5ml de LIT, e mantidos a 260C
e examinados a cada 30, 45, 60, 75 e 90
ou mais dias com intervalos de mais ou
menos 15 dias.

No 20 grupo de 10 casos a massa de
elementos figurados ndo foi lavado, sim-
plesmente o sangue colhido em EDTA
1gt/5ml, o total, foi distribuido, equita-
tivamente, em 14 tubos de cultura em
LIT.

O exame periodico do cultivo em
todas as investigagdes foi feita por la-
mina corada pelo Giemsa e exame dire-
to, entre lamina e laminula.

Em funcdo dos resultados alcan-
¢ados novos experimentos foram reali-
zados, tentando averiguar a importan-

cia de possiveis fatores bloqueadores
exogenos e endogenos impedientes do
crescimento do 7. cruzi.

O 19 experimento em seqiiéncia
aqueles quatro basicos iniciais, constou da
execucdo de 02 curvas de crescimento em
meio LIT de uma cepa recém-isolada do
Trypanosoma “‘Cepa José™ isolada neste
meio, mas ja perfeitamente estabilizada, e
da cepa “Y”, comparativamente, em
que, em uma delas adicionamos heparina
em proporg¢do habitualmente empregada
na colheita de sangue 5000u/5ml — e a
observacio de cultivo por 60 dias.

Em outro experimento foi inocula-
da esta mesma cepa de T. cruzi, paralela-
mente a cepa “Y”, inoculo de 16x10° em
duas baterias de 5 tubos de meio LIT,
contendo a primeira 10, 20, 30, 40
e 50% de soro chagisico, e a segunda ba-
teria, as mesmas proporcdes de soro nio
chagasico e ndo inativado.

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

RESULTADOS:

No 19 experimento todos os resul-
tados de hemocultura foram negativos
até 60 dias e os xenodiagnosticos apre-
sentaram 9% de positividade.

No 20 e 39 experimento todas as
hemoculturas foram negativas.

No 49 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 ndo lavado.

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



TABELA 1 — Sumirio dos experimentos de tentativa de Isolamento em 230 pacientes Chagasicos cronicos comprovados.
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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 especifico de paciente cha-
gasico ou soro normal, verificamos
que em ambos, houve crescimento ra-
zoavel dos Trypanosomas, com até 20%
dos soros, que se mantiveram vivos até

38 dias.

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

Nas concentragdes maiores a partir
do 69 dia, houve o aparecimento pre-
dominante de amastigotas e aglutinagao
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 LIT com Soro Especifico e normal na proporgo de 10 a 50%.

% dos 10%

20%

soros e Positivo Negativo Positivo Negativo

Dias do natureza
Inoculo Cepas CH SH CH SH CH

SH CH SH OBSERVACOES

69 " ids 133 80 86 76 24
“Jose” 42 26 36 28 22
100 > 84 94 120 140 60

“Jog¢” 82 98 88 68 60

150 2 G 180 280 240 320 140
“Jose™ 180 190 260 210 AgM

380 “Yr M* Aok M v M
“Jose” M \4 M Wi M

As amostras cultivadas com
30% a 50% de Soros, mostra-
ram-se muito aglutinadas, nfo
permitindo a contagem — To-
davia observou-se nas outras
culturas com até 30% dos So-

ro Negativo, bastante leishma-
186 210 160 nias vivas. Nas outras concen-
AgM* AgM  AgM** tragdes com 40% e 50% as

leishmanias estavam mortas.

28 54 36
24 18 24

86 76 110
80 4 74

A M v
v M Vi

M * = Mortas; V **= Vivas; AgM = Aglutinadas (Movimentos lentos); AgM * = Aglutinadas (Movimentos menos lentos;
AgM ** = Aglutinadas (Movimentos bastante ativos); CH = Com Heparina; SH = Sem

Heparina.

I’ste material revisto 38 dias apos a
inoculagdo mostrou parasitas vivos e via-
veis no meio LIT testemunha, e nos
experimentos sem heparina a ““Cepa Y”
como soro normal apresentava em 19
tubo Trypanosomas vivos e em gran-
de quantidade, e numero razoavel deles
até o 39 tubo que continha 30% de soro
humano normal.

Dos casos de fase aguda, todos reali-
zados paralelamente com os experimentos
1, 2,3 e 4, em nimero de 17 casos, o T.
cruzi foi isolado.

COMENTARIOS

Das nossas observacdes e experi-
mentos pareceu-nos, absolutamente claro,
que um dos achados fundamentais, foi a
demonstracio de que seria muito mais
importante a agdo bloqueadora da hepa-
rina do que a lavagem do in6culo como
preconizaram CHIARI & Cols. e outros.
Todavia, as observac¢des ndo sio conflitan-
tes: que houve um ligeiro aumento do
rendimento da hemocultura na mio da-
queles pesquisadores apos a lavagem, é
inegivel, porém esta poderia se dever
apenas a remocdo da heparina, do inécu-
lo: que outra agdo bloqueadora poderia
ter elementos celulares e plasmaticos do
soro chagasico sobre os parasitas san-
guicolas em seu seio — se ndo uma acdo
aglutinante.

Mesmo aglutinadas e com aspecto
sincicial elas podem continuar evoluindo
e voltar a sua forma normal em boas con-
di¢des de cultivo. ADLER (1958) descre-
veu o crescimento anormal “‘in vitro™ de
T. cruzi em grandes massas sensiais mul-
tinucleadas em presenga de antisoro es-
pecifico.

A propria agio litica sobre epimas
tigotas de cultura, ela varia de intensidade
de cepa para cepa, ndo ¢ pois constan-
te — Nas nossas experiéncias concentra
coes elevadas de até 20% do soro de
pacientes chagasicos ou de soro nido cha
gasico sem descomplementar foi inca-
paz de impedir o crescimento do T.
cruzi, e permitiu recupera-los viaveis 38
dias ap6s o inoculo inicial.

Embora tenha sido demonstrado
viabilidade aparente de células, imuno-
competentes por periodo de até 6 me-
ses  “invitro”, nio identificaveis
MINTER GOEDBLOED (1978) e destrui-
¢do de T. cruzi por macrofagos ativados,
experimentalmente ~ (HOLF, 1975,
MELCHER & COLS, 1976) o fato de
isolarmos 6 (seis) de 10 (dez) inéculos
completos parece invalidar a hipotese de
uma possivel atividade de leucocitos ini-
bir o crescimento do 7. cruzi.

Outro ponto capital para ser levado
em considera¢do é o tempo de cultivo,
que exige meio adequado capaz, de
permanecer por longo periodo em condi-
¢oes de permitir a vida do parasita, como
o LIT (Yeager, 1976). Isto é necessario
porque o rendimento da hemocultura pa-
rece crescer proporcionalmente ao tempo,
ndo devendo este ser inferior a 90 dias. A
esse respeito vale ressaltar a observacio de
MINTER GOEDBLOED (1976) que
estudou o isolamento do 7. cruzi por he-
mocultura de pequenos grupos de pacien-
tes ou animais usando um total de 1 ou
2ml de sangue por individuo e somente
0,1 a 0,2ml para cada cultura, e observou
que o prolongamento do periodo de ob-
servacdo para quatro ou cinco meses au-
mentava o indice de positividade, che-
gando a 5 culturas positivas dentre 0
pacientes xenopositivos. Fato todavia que
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nao se repetiu um ano depois num gru-
po de 10 pacientes, dos quais so isolou de

-
‘.

CONCLUSAO:

Verificamos em 250 tentativas con-
secutivas de isolamento de T. cruzi por
hemocultura de chagasicos cronicos que
existem fatores bloqueadores até agora
insuspeitados, como a heparina e também
que anticorpos, complemento e células
sensibilizadas, na quantidade em que
habitualmente participam do inoculo nido
interferem no resultado das hemocultu-
ras, pelo menos, na totalidade das cepas
circulantes numa dada regido, dai nao ter
nenhuma importincia no sentido de au-
mentar a sensibilidade da hemocultura,
retirar-se o plasma e lavar as células, se
nio quando se usa heparina como anti-
coagulante. Verificamos também a im-
portancia do tempo de cultivo nos resul-
tados da hemocultura que nido devem ser
inferior a 90 dias.

E provavel que a técnica do exame
direto acompanhado do controle con-
comitante de uma limina corada pelo
Giemsa propicie resultados positivos mais
freqiientes, uma vez que. em condicoes
desfavoraveis existe lendéncia, em muitas
cepas a partir do 49 dia de cultivo de se
apresentarem como amastigotas — imo-
veis. ou mesmo cresceram de infcio inde-
pendente destas condicoes. por fatores
intrinsecos. como tal.

SUMMARY:

\TTEMPTS OF PRIMARY ISOLATION
BY HEMOCULTURE OF
TRYPANOSOMA CRUZI FROM
PATIENTS WITH CHRONIC CHAGAS'
DISEASE BLOCKING AGENTS.

250 attempls of primary isolation

1 arrmy Ciearn: Linaviores ohrontie cages

of Chagas’ disease were carried out in
four separate trials. The 250 cases were
divided into four groups consisting res-
pectivelly of 100, 100, 30 and 20 pa-
tients. In the first three experiments the
blood for hemoculture was taken with
heparin. One drop of the anticoagulant
for 3ml of blood was used. All blood sam-
ples were inoculated on LIT culture
medium, 130 samples were additionally
inoculated on medium 199 plus 30%
fetal bovine serum (I'BS 30%) and on
the former culture medium to which
total extract of the bug (Triatoma infes-
tans) was added. All these 230 samples
were incubated for 60 days, at 260C and
were examined every 15 days. In the last
experiment. the hemoculture was also
carried out on LIT medium but in these
20 cases all blood samples were taken
with EDTA: 10 of these samples were
washed before inoculation, the other 10
samples were not washed. Incubation was
carried out at 260C 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 heen collected with EDTA, we ohser-
ved positive results in two out of the ten
samples in which blood was washed and
in six out of the ten samples in which
blood was not washed. Thus heparin
showed to he an important blocking
agent in the isolation of T. cruzi The
type of anticoagulant used and the time
of observation of cultures constitute
very important factors for the success or
failure in isolation of T. cruzi.
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