COMPROVAGCAO PARASITOLOGICA NA FASE CRONICA DA DOEN-
CA DE CHAGAS POR HEMOCULTURAS SERIADAS EM MEIO “LIT”

Oto G. Mourdo ** e Egler Chiari ***

Foram realizadas hemoculturas seriadas, semeando-se 0,2 ml de sangue de
pacientes com Doenca de Chagas na fase crénica, em cada um de 14 tubos de
ensaio contendo 6 ml de meio LIT. O exame foi repetido por 3 dias consecuti-
vos, oblendo-se um total de 42 tubos semeados, correspondentes a uma série.
A colheita do material foi repetida 30 e 60 dias apés. As hemoculturas foram
mantidas a 28°C e examinadas com 30, 45 e 60 dias.

Dos 1337 tubos semeados 54 apresentaram-se positivos, observando-se gue
a maior freqiiéncia de tubos positivos ocorreu apbs 45 dias de incubacdo, o que
permitiu o diagnostico parasitolégico de 13 entre 15 pacientes examinados
(86,6%).

A hemocultura seriade em meio LIT deve ser considerada como uma téc-
nica a ser utilizada na triagem de pacientes para ensaios clinicos ou outros
tipos de pesquisas que indiquem a necessidade de prévio diagnostico parasitols-
gico. Por ser um método trabalhoso e demorado ndo € possivel recomendar o
seu emprego em diagndstico de rotina.

INTRODUCAO

A utilizagcdo da hemocultura como mé-
todo de diagnéstico parasitolégico da Do-
enca de Chagas durante a fase croénica
tem sido limitada pelos baixos indices de
positividade obtidos. No entanto, permane-
ce a necessidade de padronizacio de méto-
dos que permitam detectar o Trypanosoma
cruzi em pacientes na fase cronica. A ana-
lise dos resultados obtidos por Chiari &
Brener (4), quando utilizaram o meio LIT
em hemoculturas, sugere que a associacio
deste método a técnica de hemoculturas
seriadas poderia aumentar a sensibilidade
do método, permitindo o seu emprego na
selecao de pacientes parasitologicamente
comprovados, que se destinam a ensaios
clinicos e na avaliacido terapéutica da agdo
de novos compostos.

MATERIAL E METODOS

De acordo com o esquema de Albuquer-
que & cols (1), foram realizadas trés co-
lheitas em dias sucessivos, de 3 ml de san-
gue colhidos com 30 unidades de heparina
diluidas em 0,5 ml de solucdo salina fisiolo-
gica a 0,85%. ApoOs cada colheita o mate-
rial foi semeado em 14 tudos com meio LIT
na proporc¢ao de 0,2 ml de sangue para ca-
da tubo, contendo 6 ml de meio. Foram
realizadas 3 séries de exames, com interva-
lo de 30 dias para cada série. O material
foi incubado a 28°C e os exames foram rea-
lizados aos 30, 45 e 60 dias apds a colheita.
O material para exame foi retirado com al-
ca de platina do fundo dos tubos, colocado
entre lamina e laminula e examinado com
aumento de x450. Apds 60 dias, os tubos
negativos foram submetidos a centrifuga-
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¢do a 3000 rpm por 10 minutos e a seguir
o sedimento examinado.

RESULTADOS

As hemoculturas seriadaz realizadas em
15 pacientes na fase cronica da Doenca de
Chagas demonstraram que utilizando-se
duas ou trés séries de colheitas a malior
freqiiéncia de resultados positivos foi obti-
da apds 45 dias de incubagdo a 28°C (Ta-
bela 1). Nao foi observada nenhuma rela-
¢do direta entre a série e a positividade do
exame no sentido do respectivo aumento
desta, sendo portanto aleatéria a possibi-
lidade de uma hemocultura positiva, desde
que se aumente o namero de tuboz semea-
dos (Tabela 3). No entanto, a probabilida-
de de obtencao de hemoculturas positivas
esta relacionada ao numero de tubos se-
meados (Tabela 2), semelhante ao que
ocorre com a técnica de xenodiagnéstico de
Schenone (9) onde o aumento do numero
de triatomineos concorre para obter-se
uma maior positividade.

A positividade das hemoculturas seria-
das foi de 86,6% (Tabela 3), sendo que
53,3% dos resultados positivos foram obti-
dos com a 12 série de colheitas e 33,3%
na 22 série. A utilizacao de uma 3.2 série
nao concorreu para elevar a positividade
global do método.

DISCUSSAO

A partir dos resultados de Chiari &
Brener (4), quando foi demonstrada a in-
feccdo por T. cruzi, em 25,7% entre 35 pa-
cientes, utilizandc-se o meio “LIT”, o con-
ceito de que a hemocultura teria um papel
secundario quando aplicada ao diagndstico
da. doenc¢a de Chagas (7; 8) merece ser re-
visto. Embera o xenodiagnostico seja o mé-
todo parasitoléogico amplamente utilizado
no diagndstico da fase cronica, o tempo
requerido para a obtencdo de ninfas, do 3¢
ou 49 estadio, de triatomineos necessaria-
mente criados em laboratério e a possibili-
dade de ocorréncia de contaminacdo das
colénias de triatomineos com Blastocriti-
dia triatominae (3), devem ser levados em
consideracio. Além disto, segundo Neal (6),
enquanto 10 tripomastigotos sangiiineos, no
inoculo, sdo suficientes para se obter uma
hemocultura positiva sfio necessarios 600
tripomastigotos para que o mesmo resul-

tado seja obtido através do xenodiagnés-
tico. As positividades mais altas obtidas
pelo xenodiagnéstico sao de 50 a 70%, se-
gundo Schenone (9).

Como durante a fase cronica os pacien-
tes apresentam uma parasitemia residual
extremamente discreta e o crescimento do
T. cruzi em diferentes meios de cultura
provavelmente estd relacionado a uma sé-
rie de fatores adaptativos e nutricionais,
ha necessidade de se prolongar a observa-
¢do das hemoculturas durante um tempo
suficiente, para que os poucos flagelados
semeados se multipliquem, atingindo uma
concentacio detectavel ao exame a fresco,
entre lamina e laminula. Nas condi¢des
utilizadas (meio LIT e incuba¢do a 28°C)
a malior freqiiéncia de hemoculturas posi-
tivas foi observada 45 dias ap0s a semea-
dura, o que vem evidenciar a necessidade
de sa prolongar os exames pelc periodo mi-
nimo de 60 dias.

Embora os resultados apresentados na
Tabela 2 tenham demonstrado que nao foi
possivel aumentar a sensibilidade do mé-
todo, através da utiliza¢do de uma 3.2 sé-
rie de colheitas, a observa¢io dos resulta-
dos obtidos por paciente (Tabela 1) assi-
nalou que a obten¢do de hemoculturas po-
sitivas é aleatéria, sendo no entanto uma
decorréncia da repeticio dos exames (Ta-
bela 2), como ja haviam admitido Chiari
& Brener (4). Portanto a distribuicao da
freqiiéncia de hemoculturas positivas por
pacientes, por colheita ou por série pode
apresentar variacoes entre diferentes ex-
perimentos, sendo aconselhavel a manu-
tencdo de um esquema padronizado que
possibil.te uma andlise comparativa dos
resultados obtidos.

Com a utilizagdo de hemoculturas seria-
das em meio LIT foi possivel comprovar a
presenca do T. cruzi em 86,6% dos pacien-
tes examinados. Estes resultados, bem mais
promissores que os obtidos anteriormente,
demonstraram que com a utiliza¢io de um
meio de cultura que fornece condicoes ade-
quadas ao crescimento do T. cruzi associa-
do a colheitas seriadas de sangue foi possi-
vel alcancar o objetivo basicamente visado:
aumentar a sensibilidade do métcdo de he-
mocultura. Deve-se ainda aventar a possi-
bilidade do emprego do meio de Warren,
recomendado por Neal (6) e que por ser
autoclavavel seria mais facil de preparar
que o0 meio LIT.
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TABELA 1

Freqiiéncia de positividade de hemoculturas seriadas, em pacientes na fase cronica da
Doenga de Chagas, em meio LIT

PACIENTES
° Hemoculturas positivas
g ot Numero de acordo com o tempo |Numero de

o o | 05T | deTubos | de incubacso em dias | tubos po-
b} © S92 |'S H.g | Semeados sitivos
g 3 Sab | 8%

3 3 9] ,at 3 Q= 30 45 60

2 = KTBE | RO S

1 41 + R 126 1 . 5 13

2 35 + R 126 — — 1 1
3 32 -+ R 126 —_ —_ 1 1

4 40 + R 84 — 1 3 4

5 38 + R 42 — 3 — 3

6 22 + R 42 — 2 1 3
7 47 + R 126 — — — 0
3 19 + R 84 —_ _— 2 2

9 52 + R 42, 1 — — 1
10 23 + R 42 — 10 — 10
11 39 R 84 | 1 3 1 5
12 34 R 126 — —_ — 0
13 35 R 126 — 1 1 2
14 52 R 70 . — 1 1 2
15 50 R 84 —_— 4 .3 7

!
TOTAL 133 | 3 32 19 54

* R = Reagente
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TABELA 2

Positividade por série, relacionada com o
numero de tubos semeados

Nimero de Tubos
%
Série Positividade
Semeados Positivos

1a 616 27 43

2.2 448 19 4.2

3.2 273 8 2,9
TOTAL 1337 54 4,0

TABELA 3

Positividade de hemoculturas seriadas em 15 pacientes
na fase crdénica do Doenca de Chagas

Série Hemoculturas %
positivas Positividade
13 8 53,3
2.8 5 33,3
3a 0 0,0
TOTAL 13 86,6
SUMMARY

Serial hemocultures were made on blood from 15 Chagas’ Disease paiients
using a modification of the technic described by Albuauerque et al (1), Warren’s
medium was substituted by “LIT” — (“Liver-infusion tryptose”) medium.

0.2 ml of blood from each patient was added to each one of 14 culture tubes
each containing 6 ml of “LIT” medium on 3 consecutive days. The whole pro-
cess was repeated 3 times at 30 days interval. 54 positive tubes (4,0%) were
obtained. These results gave a positive parasitological diagnosis in 13 out of the
15 patients (86,6%).
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The results obtaired demonstrated that there is a residual blood parasi-
temia in patients with chronic Chagas’ disease but that there are also variations
in the parasitemia of different individuals. Serial hemocultures has been found
to be a reliable diagnostic method although very time - consuming and its
effectiveness is proportional to the number of isolations made from a patient.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBUQUERQUE, R. D. R., FERNAN-
DES, L. A. R, FUNAYAMA. G. K. FER-
RIOLLI, F. F. & SIGUEIRA, A. F. —
Hemoculturas seriadas com o meio de
Warren em pacientes com reacdo de
Guerreiro-Machado positiva. Rev. Inst.
Med. trop. Sao Paulo, 14: 1-5, 1972.

CAMARGOG, E. F. — Growth and diffe-
rentiation in Trypanosoma cruzi. 1.
Origin of metacyclic trypanosomes in
liquid media. Rev. Inst. Med. trop. Sdo
Paulo 6: 93-100, 1964.

CERISOLA, J. A, DEL PRADO, C. E,
ROHWEDDER, R. & BOZZONI, J. P.
Blastocrithidia triatominae n. sp. found
in Triatoma infestans from Argentina.
The J. Protozool. 18: 503-506, 1971.

CHIARI, E. & BRENER, Z. — Contri-
buicao ao diagnéstico parasitolégico da
dcenca de Chagas na sua fase cronica.
Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo 8: 134-
-138, 1966.

FERNANDES, J. F. & CASTELLANI, O.
— Perspectiva de vacinag¢ao contra mo-

1éstia de Chagas. XVI Reunido ANUAL
dae S.B.P.C., Ribeirdo Preto SP, 1964.

NEAL, R. A. — Superiority of the cul-
ture technic over xenodiagnoszis for de-
tection of trypanoscmes in Chagas’
disease. IX International Congress
of Tropical Medicine and Malaria.
Athens, Volume I, 14-21, October, 1973.

PEDREIRA DE FREITAS, J. L. — Con-
tribuicdo para o estudo do diagnédstico
da moléstia de Chagas por processos
de laboratério. Tese. Fac. Med. Univ.
Séo Paulo, 1941.

PIFANO, F. C. — El diagnostico parasi-
tolégico de la enfermidad de Chagas en
fase cronica. Estudio comparativo en-
tre gota gruessa, el xenodiagnostico, el
hemocultivo y las inoculaciones experi-
mentales en animales sensibles. Arch.
Venez. Patol. Trop. & Parasit. Med. 2:
146-151, 1954.

SCHENONE, H. et al. — Valor del xe-
nodiagnostico en la infezcion Chaga-
sica cronica. Bol. Chil. Parasit. 23:
149-154, 1968.



