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chagdsico.

Odiagnstico dadoengade Chagas, em pacientes
na fase cronica, € realizado principalmente através
de testes soroldgicos convencionais tais como,
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagio e
fixagio do complemento. Tal iato é decorrente dos
| baixos niveis de parasitemia, caracteristicos, dessa
| fase da doenga®. No entanto, apds o tratamento
especifico, a sorologia convencional pode
| permanecer positiva por longos perfodos nos
| pacientes que aparentemente eliminaram o parasita’
| 10, Camundongos tratados com. nifurtimox ou
benzonidazol também apreseniam a sorologia
convencional positiva na total auséncia de infecgéo
atival. Portanto, a introdugdo de metodologias
capazes de evidenciar o Trypanosoma cruzi no
paciente chagdsico, com o objetivo de discriminar
individuos curados de ndo curados, torna-se
fundamental. A hemocultura e o xenodiagndstico,
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HEMOCULTURA: TECNICA SENS{VEL NA DETECCAO DO
TRYPANOSOMA CRUZI EM PACIENTES CHAGASICOS NA
FASE CRONICA DA DOENCA DE CHAGAS

Zélia M.P. Luz, Micheli G. Coutinho, J. Romeu Cangado e
Antoniana U. Kretth

A sensibilidade de hemoculturas, realizadas uma ou trés vezes, foi estudada em 52 pacientes
na fase cronica da doenga de Chagas. Modificagdes foram introduzidas na técnica tais como,
diminuicdo do periodo de processamento do sangue, homogeneizagdo suave e exame até 120
dias clo cultivo. Os resultados mostram alto pércentual de positividade, ou seja, 79% e 94%
dos pacientes foram positivos, respectivamente, com umn ou trés testes. A julgar pelo nimero
de tubos positivos, em cada paciente, a parasitemia foi baixa em 59% deles, média em 16%
e alictem 25 %. Ndo houve diferengas significativas nos resultados positivos em fungdo da idade
dos pacientes, que variou de 14 a 82 anos. Nossos resultados demonstram que a hemocultura
é umametodologiasensivelpara o diagndstico parasitolégico dadoencade Chagas e ideal para
monitorar cura em pacientes submetidos a tratamento .

Palavras-chaves: Hemocultura. Trypanosoma cruzi. Cura parasitoldgica. Paciente

métodos parasitolégicos mais usados na pesquisa
do T. cruzi, em pacientes cronicos, detectam o
parasita em cerca de 50 % dos casos, quando o teste
é realizado uma vnica vez’. Recentemente, na
Argentina, hemoculturas realizadas até 8 vezes em
90 chagdsicos crénicos ndo tratados, foram positivas
em 86,6% dos pacientes®. Em trabalho recente,
demonstramos que hemoculturas realizadas uma
tinica vez em 101 pacientes ndo tratados resultaram
em 47% de positividade, enquanto com duas
hemoculturas em 13 chagdsicos ndo tratados a
positividade foi de 56%. Entretanto,todas as
hemoculturas foram persistentemente negativas em
pacientes tratados e curados assim como nos
dissociados nos quais a pesquisa de anticorpos
liticos foi negativa apesar da sorologia convencional
positiva’.

Na tentativa de tornar a técnica de hemocultura
mais sensivel foram introduzidas modificagdes a
fim de se reduzir o tempo de manuseio do parasita
durante o processamento do sangue e favorecer a
sua multiplicagdo no cultivo. A positividade do
teste foi avaliada, em 52 chagdsicos nao tratados na
fase croénica da doenca, em funcdo do nimero de
vezes que a hemocultura foi realizada, do mimero
de tubos positivos e da faixa etdria dos pacientes.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes chagdsicos: 52 pacientes ndo tratados na
fase cronica da infecgio pelo T. cruzi, com pelo
menos 3 reagdes soroldgicas positivas para antigenos
do parasita, foram submetidos a hemocultura. Desse
total 34 eram mulheres ¢ 18 eram homens, com
idades variando de 14 a 82 anos (Tabela 1}. O
niimero de hemoculturas realizadas e o intervalo
entre as coletas de sangue foram definidos em
fungdo da disponibilidade dos pacientes sendo em
média de 2 a 4 semanas e de no mdximo 3 meses.
Todos os chagdsicos dessa amostra ndo haviam se
submetido, anteriormente, a qualquer teste
parasitolégico para doenga de Chagas e desses, 34
realizaram trés testes seriados.

Tabela 1 - Total de hemoculturas positivas em 52
pacientes chagdsicos ndo iratados em fungdo
da faixa etdria submetidos a uma iinica

hemocultura.
Faixa Pacientes Positivos/Total
etiria  Masculino  Feminino examinados
0-19 1 1 212 100%
20 -39 9 12 19/21  90%
40 -59 6 18 1724 N%
> 60 2 3 4/5 80%

Hemocultura: A técnica utilizada foi baseada na
descrita por Chiari e cols. 19895 com modificagdes.
Resumidamente, 30 ml de sangue foram coletados
de cada paciente em tubos “Vacutainer”
heparinizados, transferidos para tubo Falcon 2070
e imediatamente centrifugados apds a coleta (4000g
10min 4°C). O plasma foi cuidadosamente removido
para tubo de 15ml Falcon 2095, a fim de ndo ser
aspirada a camada leucocitiria, e novamente
centrifugado (4000g 20min 4°C). O sobrenadante
foi retirado, aliquotado e estocado a -20°C para as
reagOes soroldgicas posteriores. Ao sedimento do
plasma foram adicionados 4ml do meio de cultura
“Liver Infusion Tryptose” (LIT)3. O sedimento de
hemadcias contendo a camada leucocitdria foi lavado
uma vezem LIT (4000g 20 min 4°C), ressuspendido
em 10 ml do meio de cultura e distribuido em 6
tubos Falcon 2095 contendo 2ml do LIT cada.
Usando esse procedimento o tempo gasto para
processar a hemocultura foi de, no maximo, 30
minutos. As culturas foram mantidas a 28°C,
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homogeneizadas, suavemente, uma vez por semana
e aliquotas de 10ul da suspensio, de cada tubo,
examinadas mensalmente, entre lamina e laminula,
durante 120 dias ao microscopio 6tico.

RESULTADOS

Dos 34 pacientes chagdsicos ndo tratados que
realizaram trés hemoculturas sucessivas, 32 (94 %)
foram positivos, sendo 27 (79 %) no primeiro teste,
4 (12%) no segundo ¢ 1 (3%) no terceiro. As
hemoculturas de dois pacientes foram negativas
apés os trés testes realizados. A percentagem
cumulativa de positividade nos trés testes estd
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 possivel influéncia da idade do paciente na
positividade da bemocultura foi analisada somente
apos o primeiro exame. O mimero de individuos
estudados por faixa etdria foi varidvel sendo que a
maioria deles (86 %) ficou concentrada no intervalo
de 20 a 59 anos. Em todas as faixas etdrias havia
homens e mulheres. Ashemoculturas foram positivas
nos 2 pacientes mais jovens (14 € 19 anos) ; 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 etdrias variando de 71% a 100%.
Niaohouve diferenca estatistica significante entre os
grupos utilizando o teste do qui-quadradop = 0,06.

Onivel 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 pardmetro, verificamos que entre os
52 pacientes, 31 (59%) apresentaram baixa
parasitemia, 8 (16%) média ¢ 13 (25%) alta
parasitemia (Figura 3).

Quando analisamos o niimero de tubos positivos
em fungio da faixa etdria dos pacientes observamos
que os 2 chagdsicos mais jovens e os 5 mais idosos
apresentaram baixa parasitemia. Nos outros dois
grupos etdrios (20 a 39 e 40 a 59 anos) totalizando
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N° de hemoculturas

Figura 1 - Positividade cumulativa de trés hemoculturas sucessivas em 34 chagdsicos,
ndo tratados, na fase cronica da doenga de Chagas.

60

Hemoculturas positivas (%)

30 60
Dias de cultivo

Figura 2 - Positividade da hemoculturaem 52 pacientes chagdsicos ndo tratados
em fungdo do tempo de cultivo.

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).

DISCUSSAO
Evidenciar o Tryparosoma cruzi no paciente

chagdsico, através de testes parasitoldgicos, € a
forma definitiva de caracterizar a infecgio ativa; no

entanto na fase cronica da doenga a positividade
desses testes, em geral, € baixa. A utilizacdo da
hemocultura tem sido deixada em segundo plano
principalmente pelos resultados negativos obtidos

- por alguns autores’, com isso o xenodiagndstico,

também de sensibilidade reduzida, tem sido o
método parasitol6gico mais amplamente empregado
apesar da complexidade que envolve a interagio-
parasita—vetors, provavelmente uma das causas que
mais concorre para a baixa sensibilidade do
xenodiagnéstico. Além disso, esse método de
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Figura 3 - Percemtagemde chagdsicos hao tratados com hemoculturas positivas
em fungdo do miimero de tubos com parasitas.
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Figura 4 - Distribuigdo do niimero de tubos positivos por paciente nas diferentes faixas
etdrias em 52 chagdsicds ndo tratados.

diagndéstico exige insetdrio com grande mimero de
insetos que sejam biologicamente constantes?.

Na hemocultura a positividade parece depender
tanto da natureza do meio de cultura como da
técnica empregada e modificagSes na metodologia
tém 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 tém sido as abordagens mais usadas
com sucesso® 1. Os resultados nesse trabalho
mostraram que trés hemoculturas foram capazes de
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detectar o T. cruzi em 94% dos pacientes. No
entanto, mesmo com um vnico teste, encontramos
79 % dos pacientes positivos. AlgumasmodificagSes
foram feitas no protocolo da hemocultura visando
reduzir a manipulagio do sangue, na tentativa de
manter o parasita mais vidvel e em cordigSes
favordveis de multiplicagdo mais rdpida. Assim o
tempo total para processarahemocultura foi reduzido
para no mdximo 30 minutos, as hemdcias foram
lavadas uma sé vez no meio de cultura LIT, e o teste
foi feito imediatamente apGs a coleta do sangue.
Esses, possivelmente, sio os fatores criticos
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responsdveis pela elevada sensibilidade da
hemocultura descrita nesse trabalho.

O tempo prolongado de cuitivo (120 dias)
demonstrou ser importante. De modo geral a maior
parte dos autores fazem o ultimo exame da
hemocultura aos 45 ou 60 dias do cultivo. Entretanto,
nesse trabalho cerca de 20% dos pacientes s6 se
positivaram mais tardiamente, apds os 60 dias da
cultura, corroborando dados anteriores’. Outra
possibilidade para explicar a maior positividade,
com apenas uma hemocultura, poderia ser a
iparasitemia elevada dos pacientes com os quais
trabalhamos. Se na nossa amostra prevalecessem
chagdsicos de alta parasitemia, mesmo com uma
vnica hemocultura o indice de positividade dos
tubos examinados seria elevado. Entretanto, nos
mossos resultados 59 % dos pacientes foram de baixa
parasitemia, isto é, com um ou dois tubos positivos
dos seis examinados. Portanto ndo trabalhamos
somente com pacientes de alta positividade. Na
classificagio da parasitemia dos pacientes, entretanto,
pAo levamos em consideragao possiveis dificuldades
adaptativas e nutricionais que poderiam influenciar
no crescimento do parasita nas condigdes do nosso
trabalho'?.

A hemocultura foi capaz de detectar o 7. cruzi
mos pacientes, independentemente do tempo de
imfecgdo jd que nio foram observadas diferengas
significativas na positividade das hemoculturas nas
vérias faixas etdrias dos pacientes. Nos diferentes
grupos verificamos umalto percentual de positivos,
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 tr8s testes. Todos apresentaram,
mo entanto, baixa parasitemia, isto €, um a dois
tubos positivos. Esses pacientes, provavelmente
possuem a doenca hd 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 ajulgar pelo nimero
de fubos positivos. No entanto, como o nimero de
mdividuos nesses dois grupos foi baixo, possiveis
mferéncias relacionadas ao grau de parasitemia
wersus idade necessitam ser melhor investigadas
muma amostragem maior de pacientes.

Nossos resultados, mostram que a técnica de
fhemocultura, com as modificagGes na metodologia

aqui introduzidas, revelou parasitas num percentual
elevado de pacientes chagdsicos nfo tratados, na
fase cronica, a despeito da sua idade e da sua
parasitemia, medida pelo mimero de tubos positivos,
em geral, baixa. A hemocultura demonstrou
portanto, ser um teste sensivel no diagndstico da
doenga de Chagas sendo ideal como critério de cura
de chagdsicos submetidos a tratamento. Nesses
pacientes, hemoculturas persistentemente negativas
sdo um forte indicador de cura parasitolégica,
mesmo que a sorologia convencional seja
persistentemente positiva.

SUMMARY

The sensitivity of hemocultures, performed once or
three times, was investigated in 52 patients in the chronic
phase of 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 of culture. Our results show a high
percent age of positivity i.e. 79% and 94% of 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 for
the parasitological diagnosis of Chagas disease and is
ideal for monitoring cure in treated patients.

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