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HEMOCULTURA: TÉCNICA SENSÍVEL NA DETECÇÃO DO 
TRYPANOSOMA CRUZI EM PACIENTES CHAGÁSICOS NA 

FASE CRÔNICA DA DOENÇA DE CHAGAS

Zélia M.P. Luz, Micheli G. Coutinho, J. Romeu Cançado e 
Antoniana U. Krettli

A s ensibilidade de hemoculturas, realizadas uma ou três vezes, fo i estudada em 52pacientes 
na fase crônica da doença de Chagas. Modificações foram introduzidas na técnica tais como, 
diminuição do período de processamento do sàngue, homogeneização suave e exame até 120 
dias do cultivo. Os resultados mostram alto pèrcentual de positividade, ou seja, 79% e 94% 
dos pacientes foram positivos, respectivamente, com um ou três testes. A julgar pela número 
de tubos positivos, em cada paciente, a parasitemia foi baixa em 59% deles, média em 16% 
e alta em 25%. Não houve diferenças significativas nos resultados positivos em função da idade 
dos pacientes, que variou de 14 a 82 anos. Nossos resultados demonstram que a hemocultura 
éuma metodologia sensível para o diagnóstico parasitológico da doença de Chagas e ideal para 
monitorar cura em pacientes submetidos a tratamento .

Palavras-chaves: Hemocultura. Trypanosoma cruzi. Cura parasitológica. Paciente 
chagásico.

O diagnóstico da doença de Chagas, em pacientes 
ma fase crônica, é realizado principalmente através 
de testes sorológicos convencionais tais como, 
imunofluorescência indireta, hemaglutinação e 
fixação do complemento. Tal fato é decorrente dos 
baixos níveis de parasitemia, característicos, dessa 
fase da doença2. No entanto, após o tratamento 
específico , a so ro log ia  convencional pode 
permanecer positiva por longos períodos nos 
pacientes que aparentemente eliminaram o parasita7
10. Camundongos tratados com, nifurtimox ou 
benzonidazol também apresentam a sorologia 
convencional positiva na total ausência de infecção 
ativa1. Portanto, a introdução de metodologias 
capazes de evidenciar o Trypanosoma cruzi no 
paciente chagásico, com o objetivo de discriminar 
indivíduos curados de não curados, tom a-se 
fundamental. A hemocultura e o xenodiagnóstico,
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métodos parasitológicos mais usados na pesquisa 
do T. cruzi, em pacientes crônicos, detectam o 
parasita em cerca de 50 % dos casos, quando o teste 
é realizado uma única vez5. Recentemente, na 
Argentina, hemoculturas realizadas até 8 vezes em 
90 chagásicos crônicos não tratados, foram positivas 
em 86,6% dos pacientes9. Em trabalho recente, 
demonstramos que hemoculturas realizadas uma 
única vez em 101 pacientes não tratados resultaram 
em 47% de positividade, enquanto com duas 
hemoculturas em 13 chagásicos não tratados a 
positividade foi de 56% . E n tretan to , todas as 
hemoculturas foram persistentemente negativas em 
pacientes tratados e curados assim como nos 
dissociados nos quais a pesquisa de anticorpos 
líticos foi negativa apesar da sorologia convencional 
positiva7.

Na tentativa de tom ar a técnica de hemocultura 
mais sensível foram introduzidas modificações a 
fim de se reduzir o tempo de manuseio do parasita 
durante o processamento do sangue e favorecer a 
sua multiplicação no cultivo. A positividade do 
teste foi avaliada, em 52 chagásicos não tratados na 
fase crônica da doença, em função do número de 
vezes que a hemocultura foi realizada, do número 
de tubos positivos e da faixa etária dos pacientes.
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MATERIAL E MÉTODOS

Pacientes chagásicos: 52 pacientes não tratados na 
fase crônica da infecção pelo T. cruzi, com pelo 
menos 3 reações sorológicas positivas para antígenos 
do parasita, foram submetidos a hemocultura. Desse 
total 34 eram mulheres e 18 eram homens, com 
idades variando de 14 a 82 anos (Tabela I). O 
número de hemoculturas realizadas e o intervalo 
entre as coletas de sangue foram definidos em 
função da disponibilidade dos pacientes sendo em 
média de 2 a 4 semanas e de no máximo 3 meses. 
Todos os chagásicos dessa amostra não haviam se 
subm etido , an teriorm ente, a qualquer teste 
parasitológico para doença de Chagas e desses, 34 
realizaram três testes seriados.

Tabela 1 - Total de hemoculturas positivas em 52 
pacientes chagásicos não tratados em função 
da faixa etária submetidos a uma única 
hemocultura.

Faixa Pacientes Positivos/Total
etária Masculino Feminino examinados

0 -1 9 1 1 2/2 100%
20-39 9 12 19/21 90%
40-59 6 18 17/24 71%

>60 2 3 4/5 80%

Hemocultura: A técnica utilizada foi baseada na 
descrita por Chiari e cols. 1989® com modificações. 
Resumidamente, 30 ml de sangue foram coletados 
de cada  p a c ien te  em tubos “ V a cu ta in e r” 
heparinizados, transferidos para tubo Falcon 2070 
e imediatamente centrifugados após a coleta (4000g
1 Omin 4o C). O plasma foi cuidadosamente removido 
para tubo de 15ml Falcon 2095, a fim de não ser 
aspirada a camada leucocitária, e novamente 
centrifugado (4000g 20min 4°C). O sobrenadante 
foi retirado, aliquotado e estocado a -20°C para as 
reações sorológicas posteriores. Ao sedimento do 
plasma foram adicionados 4ml do meio de cultura 
“Liver Infusion Tryptose” (LIT)3. O sedimento de 
hemácias contendo a camada leucocitária foi lavado 
uma vez em LIT (4000g 20 min 4°C),ressuspendido 
em 10 ml do meio de cultura e distribuído em 6 
tubos Falcon 2095 contendo 2ml do LIT cada. 
Usando esse procedimento o tempo gasto para 
processar a hemocultura foi de, no máximo, 30 
minutos. As culturas foram mantidas a 28°C,

homogeneizadas, suavemente, uma vez por semana 
e alíquotas de lO/il da suspensão, de cada tubo, 
examinadas mensalmente, entre lâmina e lamínula, 
durante 120 dias ao microscópio ótico.

RESULTADOS

Dos 34 pacientes chagásicos não tratados que 
realizaram três hemoculturas sucessivas, 32 (94%) 
foram positivos, sendo 27 (79 %) no primeiro teste, 
4 (12%) no segundo e 1 (3%) no terceiro. As 
hemoculturas de dois pacientes foram negativas 
após os três testes realizados. A percentagem 
cumulativa de positividade nos três testes está 
ilustrada na Figura 1. Na maior parte dos pacientes 
os resultados foram positivos aos 30 dias (48 %) e 60 
dias (34%) respectivamente. No entanto, 14% 
foram positivos somente aos 90 dias e 4% aos 120 
dias de cultivo (Figura 2).

A possível influência da idade do paciente na 
positividade da hemocultura foi analisada somente 
após o primeiro exame. O número de indivíduos 
estudados por faixa etária foi variável sendo que a 
maioria deles (86 %) ficou concentrada no -intervalo 
de 20 a 59 anos. Em todas as faixas etárias havia 
homens e mulheres. As hemoculturas foram positivas 
nos 2 pacientes mais jovens (14 e 19 an o s); em 19 
dos 21 pacientes entre 20 a 39 anos; em 17 dos 21 
pacientes entre 40 a 59 anos; e, em 4 dos 5 pacientes 
com sessenta anos ou mais (Tabela 1). Portanto, foi 
alto o percentual de resultados positivos nas 
diferentes faixas etárias variando de 71 % a 100 %. 
Não houve diferença estatística significante entre os 
grupos utilizando o teste do qui-quadradop =  0,06.

O nível de parasitemia dos pacientes foi estimado 
através da positividade dos 6 tubos utilizados para 
cada exame. Pacientes com apenas 1 ou 2 tubos 
positivos foram considerados de baixa parasitemia; 
com 3 tubos positivos de média parasitemia, e, com 
4 ou mais tubos positivos de alta parasitemia. 
Utilizando esse parâmetro, verificamos que entre os 
52 pacientes, 31 (59% ) apresentaram  baixa 
parasitemia, 8 (16%) média e 13 (25%) alta 
parasitemia (Figura 3).

Quando analisamos o número de tubos positivos 
em função da faixa etária dos pacientes observamos 
que os 2 chagásicos mais jovens e os 5 mais idosos 
apresentaram baixa parasitemia. Nos outros dois 
grupos etários (20 a 39 e 40 a 59 anos) totalizando
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45 pacientes 23 (51%) apresentaram baixa 
parasitemia, 7(15%) pacientes média parasitemia e 
12 (27%) pacientes alta parasitemia. Portanto, a 
maioria dos pacientes apresentou parasitemia baixa, 
independentemente da sua idade (Figura 4).

DISCUSSÃO

Evidenciar o Trypanosoma cruzi no paciente 
chagásico, através de testes parasitológicos, é a 
forma definitiva de caracterizar a infecção ativa; no

entanto na fase crônica da doença a positividade 
desses testes, em geral, é baixa. A utilização da 
hemocultura tem sido deixada em segundo plano 
principalmente pelos resultados negativos obtidos 
por alguns autores5, com isso o xenodiagnóstico, 
também de sensibilidade reduzida, tem sido o 
método parasitológico mais amplamente empregado 
apesar da complexidade que envolve a interação 
parasita-vetor8, provavelmente uma das causas que 
mais concorre para a baixa sensibilidade do 
xenodiagnóstico. Além disso, esse método de
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diagnóstico exige insetário cora grande número de 
insetos que sejam biologicamente constantes4.

Na hemoculturaa positividade parece depender 
tanto da natureza do meio de cultura como da 
técnica empregada e modificações na metodologia 
têm proporcionado resultados mais positivos. Assim 
coletar maiores volumes de sangue do paciente, 
retirar fatores inibidores do crescimento do parasita, 
prolongar o tempo de cultivo e realizar o teste 
repetidas vezes têm sido as abordagens mais usadas 
com sucesso6 u . Os resultados nesse trabalho 
mostraram que três hemoculturas foram capazes de

detectar o T. cruzi em 94% dos pacientes. No 
entanto, mesmo com um único teste, encontramos 
79% dos pacientes positivos. Algumas modificações 
foram feitas no protocolo da hemocultura visando 
reduzir a manipulação do sangue, na tentativa de 
manter o parasita mais viável e em coiidições 
favoráveis de multiplicação mais rápida. Assim o 
tempo total para processar a hemocultura foi reduzido 
para no máximo 30 minutos, as hemácias foram 
lavadas uma só vez no meio de cultura LIT, e o teste 
foi feito imediatamente após a coleta do sangue. 
Esses, possivelmente, são os fatores críticos
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responsáveis pela elevada sensibilidade da 
hemocultura descrita nesse trabalho.

O tempo prolongado de cultivo (120 dias) 
demonstrou ser importante. De modo geral a maior 
parte dos autores fazem o último exame da 
hemocultura aos 45 ou 60 dias do cultivo. Entretanto, 
nesse trabalho cerca de 20% dos pacientes só se 
positivaram mais tardiamente, após os 60 dias da 
cultura, corroborando dados anteriores7. Outra 
possibilidade para explicar a maior positividade, 
c om apenas uma hemocultura, poderia ser a 
parasitemia elevada dos pacientes com os quais 
trabalhamos, Se na nossa amostra prevalecessem 
chagásicos de alta parasitemia, mesmo com uma 
tónica hemocultura o índice de positividade dos 
tubos examinados seria elevado. Entretanto, nos 
n ossos resultados 59 % dos pacientes foram de baixa 
parasitemia, isto é, com um ou dois tubos positivos 
dos seis examinados. Portanto não trabalhamos 
somente com pacientes de alta positividade. Na 
classificação da parasitemia dos pacientes, entretanto, 
não levamos em consideração possíveis dificuldades 
adaptativas e nutricionais que poderiam influenciar 
no crescimento do parasita nas condições do nosso 
trabalho12.

A hemocultura foi capaz de detectar o T. cruzi 
mos pacientes, independentemente do tempo de 
infecção já que não foram observadas diferenças 
significativas na positividade das hemoculturas nas 
várias faixas etárias dos pacientes. Nos diferentes 
grupos verificamos um alto percentual depositivos, 
mesmo entre os mais idosos, entre 64 a 82 anos. 
Apesar da amostra ser pequena nesse grupo, 80% 
deles foram positivos na primeira hemocultura e 
100% ao final dos três testes. Todos apresentaram, 
mo entanto, baixa parasitemia, isto é, um a dois 
t ubos positivos. Esses pacientes, provavelmente 
possuem a doença há mais de 50 anos se 
considerarmos que todos se infectaram na primeira 
década de vida. Os dois pacientes mais jovens (14 
e 19 anos), positivos pela hemocultura, também 
apresentaram baixa parasitemia a j ulgar pelo número 
iáe tubos positivos. No entanto, como o número de 
indivíduos nesses dois grupos foi baixo, possíveis 
inferências relacionadas ao grau de parasitemia 
v ersus idade necessitam ser melhor investigadas 
num a amostragem maior de pacientes.

Nossos resultados, mostram que a técnica de 
h emocultura, com as modificações na metodologia

aqui introduzidas, revelou parasitas num percentual 
elevado de pacientes chagásicos não tratados, na 
fase crônica, a despeito da sua idade e da sua 
parasitemia, medida pelo número de tubos positivos, 
em geral, baixa. A hemocultura demonstrou 
portanto, ser um teste sensível no diagnóstico da 
doença de Chagas sendo ideal como critério de cura 
de chagásicos submetidos a tratamento. Nesses 
pacientes, hemoculturas persistentemente negativas 
são um forte indicador de cura parasitológica, 
mesmo que a sorologia convencional seja 
persistentemente positiva.

SUMMARY

The sensitivity ofhemocultures, performed once or 
three times, was investigated in 52patients in the chronic 
phase o f Chagas disease. Modifications were introduced 
in the technique such as, processing the blood more 
rapidly, gently homogenizing the cultures and examining 
them after 120 days o f culture. Our results show a high 
percent age o f positivity i.e. 79% and 94% o f  patients 
submitted, respectively, to one or three tests. No significant 
differences related to the patients age were detected, 
which varied from 14 to 82 years old. Our results 
demonstrate that hemoculture is a sensitive method fo r  
the parasitological diagnosis o f Chagas disease and is 
ideal fo r  monitoring cure in treated patients.

Key-words: Hemoculture. Trypanosoma cruzi. 
Parasitological cure. Chagasic patients.
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