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RESUMEN

Con la finalidad dc estandarizar en nuestro laboratorio un método
parasitoldgico facil, econémico y practico para el diagndstico de la infeccibén
del huésped vertebrado por Trypanosoma cruzi, se estudié la dindmica de
crecimiento de cuatro cepas del parésito (Zuliana, Y, Elpidio Padrén e IgF) en
los medios de cultivo Warren, Caldo Cerebro Corazén y Difasico (N,.N.N.
modificado). Ratones blancos (Mus musculis) de 21 dias de edad fueron
experimentalmente infectados con las cepas de T. cruzi en estudio. Tubos
que contenian los diferentes medios de cultivo fueron sembrados con sangre

+ obtenida por puncién cardiaca, cuando los ratones habian alcanzado 30 dias

de infeccién. Los medios sembrados fueron incubados a 25°C y examinados
alos 7, 15, 21, 30 y 45 dfas. A los 28 dfas de incubacién se practicaron
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repiques de medio para medio y los exémenes también se efectuaron a los 7,
15, 21, 30 y 45 dfas. Los mejores resultados se obtuvieron con el medio
Difasico (N.N.N. modificado) tanto para el aislamiento primario como para el
mantenimiento de las cepas. El crecimiento fue mayor cuando los medios
fueron sembrados a partir de sangre de ratones infectados, mientras que fue
escaso en los repiques de medio para medio. En todos los medios de cultivo,
las cepas Elpidio Padrén y zuliana mostraron altos porcentajes de formas
amastigotas., El medio Difdsico es de gran valor para el diagnGstico
parasitoldgico de la infeccién del huésped vertebrado por Trypanosoma cruzi.
Se deben realizar estudios con este medio, en infecciones crénicas, inclusive
humanas. Es recomendable examinar los medios de cultivo tanto al fresco
como por coloracién, para evitar el reporte de falsos resultados negativos
cuando en las cepas predominen las formas amastigotas.

ABSTRACT

In order to standardize an easy, economic an practical parasitological
method for the diagnosis of Trypanosoma cruzi infections in vertebrate hosts
in our laboratory, the growth dynamics of four parasite strains (Zuliana, Y,
Elpidio Padr6n and IgF) in the Warren, Brain Heart Infusion and biphasic
(modified N.N.N. medium) culture media was studied. 21 day-old mice were
experimentally infected with the four T. cruzi strains under study.-Tubes
containing the different culture media were inoculated with blood obtained by

- heart' puncture when mice had a 30-day infection. Inoculated media were
incubated at 25°C and then examined at the days 7, 15, 21, 30 and 45. When
media had completed a 28-day incubation, subcultures from media to media
were made and examinantions were too paracticed at the days 7, 15, 21, 30
and 45. The best results were obtained with the biphasic medium (modified
N.N.N. medium), not only for the primary isolation but for the strain
maintenance. Growth was higher when media were seedded with blood from
infected mice whereas it was low in media to media subcultures. Elpidio
Padrén and Zuliana strains showed high percentages of amastigote forms in
all of the culture media. Biphasic medium has a great value for the
parasitological diagnosis of the vertebrate infection by. Trypanosoma cruzi.
This medium most be employed in studies of chronic infections, including
human infections. Culture media would rather be examined not only by wet
swabs but by coloration to avoid the report of false negative results when the
strain under study shows predominantely amastigote forms,
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un pardsito -flagelado que produce en los
vertebrados la enfermedad de Chagas.

El diagnéstico parasitolégico de la enfermedad de Chagas durante la
fase aguda es relativamente ficil mediante métodos directos tales como:
examen al fresco, frotis, gota gruesa y biopsia de tejidos. Esto se debe a la
abundante cantidad de parésitos que circulan en sangre durante esta fase.

Durante la fase crénica, el diagndstico parasitolégico es muy dificil
debido a la baja parasitemia que presenta el huésped vertebrado, 1o que
descarta la posibilidad del diagnéstico por métodos directos; por lo que son
necesarios los métodos indirectos que permitan la multiplicacén del par4sito,
tales como: el xenodiagndstico, la inoculacién de animales de experi-
mentacién y el hemocultivo.

El xenodiagndstico, introducido por Brumpt, 1914 (2), ha sido el
método indirecto méds empleado para el diagnético parasitolégico de la |
infeccion chagdsica crénica (12, 14). Consiste en investigar el parésito en el
contenido intestinal de insectos vectores, varias semanas después de haber
sido alimentados con sangre de pacientes con sospecha de la enfermedad. A
pesar de ser el método mds utilizado, tiene baja sensibilidad, los resultados se
obtienen tardfamente, requicre de crianza de una buena colonia de triatominos
y la persona a examinar debe exponerse a la picada de los insectos, lo que
podrfa resultar peligroso en personas sensibles a la saliva inoculada con la
picada.

La inoculacién de animales de experimentacién con sangre supues-
tamente infectada no ha dado buenos resultados, a pesar de que varios
animales de laboratorio son sensibles a la infeccién por T. cruzi (5, 13).

El hemocultivo ha dado resultados variables, a pesar de que 7. cruzi
crece bien en diferentes medios de cultivo.

Albuquerque y cols. (1) del Instituto Riberao Preto en ¢l Estado de Sao
Paulo-Brasil practicaron hemocultivo, utilizando el medio de Warren a 38
pacientes con reaccion de Guerreiro-Machado positiva y obtuvieron resul-
tados positivos en 37 (97.4%).

Chiari y Brener (3), emplearon conjuntamente el xenodiagndstico.y el
hemocultivo con medio lfquido LIT para el diagnéstico de 35 pacientes,
obteniendo 31.4% y 25.7% de positividad respectivamente.

Minter-Goeldbloed y cols. (7), estudiaron 29 casos, obteniendo 25
casos positivos con el xenodiagndstico y 27 con el hemocultivo,
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Mourao y Mello (8), diagnosticaron 9 casos (45%) al aplicar hemo-
cultivo con medio LIT a 20 chagésicos crénicos.

Chiari y Dias (4), utilizando 1a técnica de Mourao y Mello comprobaron
la infeccién en 7 (43.7%) de los 16 casos estudiados.

Neal y Miles (10), compararon los métodos de cultivo (medios de
Warren, Bone y Parents, Agar sangre, Adler y LIT) con el xenodiagndéstico.
Los medios de Warren y Bone y Parents fueron los més adecuados para el
aislamiento primario; con Warren obtuvieron cultivos positivos inclusive con
10 a 20 tripamastigotas sembradas. El cultivo en medio de Warren resulté
mds sensible que el xenodiagnéstico, sobre todo en la fase aguda, mientras
que en la fase crénica el hemocultivo y el xenodiagndstico son comple-
mentarios. _

Freitas (5), aplicéd hemocultivo con los medios de Bonacci y N.N.N. a
37 pacientes con reaccién de Guerreiro-Machado positiva, obteniendo
resultados negativos.

Martfnez-Silva y cols. (6), realizaron estudios comparativos entre tres
métodos de diagn6stico: la siembra en medio N.N.N., la inoculacién
intracerebral en ratones recién nacidos y el cultivo de células. Utilizando 8
ratones con infeccién aguda y 30 con infeccién crénica; obteniendo el
siguiente resultado: en aquellos casos con infeccién crénica el cultivo de
tejido fue positivo en 100% de los casos; mientras que la positividad se
restringe a 93.3% tanto para el hemocultivo como para la inoculacién
intracerebral.

Pifano (12), practicando simultancamente el xenodigandstico y el
hemocultivo en 35 pacientes, obtuvo positividad de 91% y 14% respec-
tivamente.

En vista de las dificultades que existen en nuestro medio para el
diagnéstico parasitol6gico de la infeccién chagdsica, realizamos este estudio
preliminar con la finalidd de tratar de estandarizar un método de cultivo
sencillo, econémico y eficaz que pudiera ser utilizado en un futuro, inclusive
para el diagndstico de 1a infeccién humana.

MATERIAL Y METODOS

1. Cepas de Trypanosoma cruzi.
» Cepa Y: aislada de caso agudo de enfermedad de Chagas en Sao
Paulo - Brasil.



2.

3.

« Cepa IgF: aislada de paciente con fase crénica de enfermedad de
Chagas, Sao Paulo - Brasil,
» Cepa Zuliana: aislada a partir del contenido intestinal de triatomino
naturalmente infectado, en Maracaibo Estado Zulia, Venezuela.
» Cepa Elpidio Padrén: aislada de paciente con fase crénica de
enfermedad de Chagas, en Valencia - Venezuela.
Ratones.
Se utilizaron ratones blancos (Mus musculus) de 21 dias de edad,
del mismo peso, del mismo sexo, criados en el biotero de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad del Zulia.
Triatominos.
Como fuente de Trypanosoma cruzi se utilizaron Hemiptero de la
familia Ruduviidae (Rhodnius prolixus), experimentalmente infec-
tados y mantenidos en la Citedra de Parasitologfa de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Zulia
Medios de Cultivo.
A) Medio de Warren:
* Preparar una solucién, 37g/lt, de "Brain Heart Infusién” en
agua destilada
» Hervir en recipiente que contenga perlas de vidrio.
* Agreyar 10% de sangre desfibrinada de camero.
« Dejar enfriar y filtrar en papel de filtro.
s AjustarelpHa 7.0 - 7.2
» Distribuir a razén de 5 ml de medio en cada tubo.
« Esterilizar en autoclave a 120°C durante 20-30 minutos.
NOTA: La filtracién debe hacerse en nevera para evitar la conta-
minacién y se debe refiltrar varias veces a través del mismo
filtro.
B) Caldo Cerebro Corazén:
» Preparar una solucién, 37g/lt, de "Brain Heart Infusién” en
agua destilada
» Hervir hasta disolver completamente.
* Repartir a raz6n de 5 ml de medio en cada tubo.
» Esterilizar en autoclave a 120°C durante 15-20 minutos.
C) Medio Difdsico (N.N.N. modificado):
+ Preparar una solucién que contenga 37g de "Brain Heart
Infusién™ y 20g de Agar y 1000 ml de agua destilada.
* Hervir,



« Esterilizar en autoclave a 115°C durante 20 minutos.

» Agregar 400ml de sangre desfibrinada de camnero.

» Repartir a razén de 5 ml de base en cada tubo inclinando el
mismo, de tal manera que se forme un bisel.

» Agregar como parte l{quida 3ml de caldo cerebro corazén
estéril. :

Triatominos (Rhodnius prolixus), experimentalmente infectados con
cada una de las cepas en eswdio (Y, IgF, EP. y Zuliana) fueron
seleccionados como fuente de Trypanosoma cruzi. En cada caso se preparé
una supensién en solucién fisiolégica del contenido intestinal, obtenido por
seccién de los dos Gltimos segmentos abdominales de los insectos. 0.2 ml de
esa suspensién fueron inoculados intraperitonealmente a ratones blancos de
21 dfas de edad (4 ratones por cada cepa). La evolucién parasitolégica de la
infeccién fue investigada mediante exdmenes sistem4ticos 2 veces por
semana, obteniendo la sangre mediante seccién de 1a cola de los ratones.

Los experimentos se realizaron cuando los ratones tenfan 30 dfas de
haber sido inoculados. La sangre para los hemocultivos se obtuvo mediante
puncién cardiaca de los ratones. 3 gotas de sangre eran sembradas en cada -
uno de los tubos que contenfan los medios de cultivo (2 tubos por cada uno
de los siguientes medios: Warren, Caldo cerebro corazén y Difésico. Los
tubos fueron mantenidos en estufa a 25°C y examinados a los 7, 15, 21, 30y
45 dfas de haber sido sembrados. Después de 28 dfas de incubacién, cuando
el crecimiento era abundante, se practicaron repiques de medio a madio,
sembrando 3 tubos para cada medio de cultivo. Los tubos fueron incubados a
25°C y examinados a los 7, 15, 21, 30 y 45 dfas.

RESULTADOS

El crecimiento de las 4 cepas de Trypanosoma cruzi scmbradas en el
medio de Warren a partir de sangre de ratones infectados tuvo la siguiente
dindmica:

Con la cepa Elpidio Padrén se observaron resultados positivos a 1os 21
dfas después de la siembra. El crecimiento m4ximo se obtuvo a los 30 dfas y
a los 45 dfas los cultivos se hicieron negativos.

La positividad para las cepas IgF, Y y Zuliana se logré a los 15 dfas. El
crecimiento méximo para la cepa IgF fue alos 21 dfas, paralacepa Y alos 30
dfas y para la cepa Zuliana a los 45 dfas. Como puede observarse, los tubos
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sembrados con las cepas IgF, Y y Zuliana se mantuvieron positivos después
de 45 dfas de incubacién.

El comportamiento de las 4 cepas de Trypanosoma cruzi, sembradas en
Caldo Cerebro Corazén, a partir de sangre de ratones infectados ocurrié de la
siguiente manera: '

Los tubos se hicieron positivos a los 7 dfas para la cepa Elpidio Padron,
alos 15 dfas para las cepas IgF y Y y alos 21 dfas para la cepa Zuliana.

El crecimiento méximo de la cepa IgF ocurri6 a los 21 dfas y para las
otras 3 cepas a los 30 dfas. En todos los casos, la positividad se mantuvo
después de 45 dfas de sembrados los medios.

El crecimiento de las diferentes cepas, sembradas en el medio Difdsicoa
partir de sangre de ratones infectados, mostr6 el siguiente patrén:

Se logr6 positividad a los 7 dfas para las cepas Elpido Padrén y Zuliana,
mientras que el crecimiento de las cepas IgF y Y se detect6 a los 15 dfas.
Llama la atencién el intenso crecimiento observado paralascepasIgFyYya
lo largo del tiempo, inclusive después de los 45 dfas.

A continuacién se muestra la dindmica de crecimiento de las cepas
estudiadas cuando fueron repicadas en el medio de Warren.

Los primeros resultados positivos se obtuvieron a los 7 dfas para las
cepas Elpidio Padron, IgF y Y y alos 15 dfas para la cepa Zuliana. Todas las
cepas experimentaron crecimiento bastante escaso, contrario a lo observado
cuando la siembra se hizo directamente de ratones infectados. El méximo
crecimiento ocurrié a los 21 dfas para las cepas Elpidio Padrén e IgF, a los 30
dfas para la cepa Y y a los 45 dfas para la cepa Zuliana. Todos los tubos
sembrados con las cepas IgF y Y se hicieron negativas a los 45 dfas.

Las cepas crecieron mal cuando se repicaron en Caldo Cerebro
Corazén, a pesar de que en todos los casos se observaron resultados
positivos a los 7 dfas. Con excepcién de 1a cepa Elpidio Padroén, las otras 3
cepas fueron negativas a los 45 dfas después de sembradas.

Cuando las diferentes cepas se repicaron en medio Difésico se observé
un crecimiento intermedio. Con todas las cepas se obtuvieron resultados
positivos a los 7 dfas. El crecimiento méximo fue observado a los 30 dfas
para las cepas Elpidio Padrén y Zuliana, mientras que para las cepas IgF y Y
el méximo crecimiento ocurri6 a los 45 dfas. Todos los tubos sembrados con
las diferentes cepas persistieron positivas después de 45 dfas.

Algo que llama la atencién es el predominio de formas amastigotas en
las cepas Elpido Padrén y Zuliana, fendmeno observado en todos los medios
de cultivo, sobre todo en los primeros 30 dfas de sembradas.
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El1 Cuadro N2 1 muestra ¢l crecimiento promedio de los par4sitos en los
diferentes medios de cultivos sembrados con sangre de ratones infectados y
los porcentajes de formas amastigotas, independientemente de la cepa de
Trypanosoma cruzi.

El crecimiento fue mdis abundante (94.649 parésitos por ml) y el
porcentaje de amastigotas mds elevado (60.39%) en el medio Difésico. El
menor crecimiento se observS en el medio Warren (31.489 par4sitos por mi),
mientras que el porcentaje m4s bajo de formas amastigotas fue observado en
Caldo Cerebro Corazon (14.58%).

El crecimiento fue mucho menos y el porcentaje de formas amastigotas
mds bajo cuando las diferentes cepas fueron repicadas de medio para medio,
como lo muestra el Cuadro N® 2.

También en este caso hubo mayor crecimiento en el medio Difésico
(19.074 pardsitos por ml), asf como un porcentaje més elevado de formas
amastigotas (13.4%); mientras que ¢l menor crecimiento se observé en Caldo
Cerebro Corazén, en el cual solamente se observaron formas flageladas.

CUADRON® 1

Crecimiento de cuatro cepas de T. cruzi a partir de sangre de ratén infectado
en tres medios de cultivo.

Ne %

MEDIOS DE CULTIVO PARASITOS/ml. AMASTIGOTAS
Warren 31.489 52.00
Caldo
Cerebro Corazén 61.525 . 14.58
Difisico
(N.N.N. modificado) 94,649 60.39

CUADRO N2 2

Crecimiento de cuatro cepas de T. cruzi a partir de medio de cultivo en tres
medios de cultivo.

I N2 i %
MEDIOS DE CULTIVO . PARASITOS/ml. AMASTIGOTAS
Warren 5378 9.4
Caldo _ .
Cerebro  Corazén A 314 0.0
Difésico c :
(N.N.N. modificado) 19.074 . 134




DISCUSION

El hemocultivo es un método parasitolégico indirecto que se utiliza para
detectar la infeccién del huésped vertebrado por Trypanosoma cruzi. Los
resultados obtenidos por los diferentes autores han sido muy variados y poco
satisfactorios cuando el método se emplea con fines diagn6sticos, sobre todo
en las infecciones humanas crénicas.

La sensibilidad del hemocultivo como método diagnéstico depende de
diversos factores. Asf, para Pifano (12), los factores que condicionan el aisla-
miento de Trypanosoma cruzi son la densidad parasitaria, el potencial ma-
crofdgico de los leucocitos transportados y las condiciones metabélicas del
medio. Segiin Chiari y Brener (3), 1a sensibilidad del método depende funda-
mentalmente de 1a naturaleza del medio empleado y de la técnica de prepa-
racién del inéculo; mientras que para Mourao y Mello (8), 1a positividad de-

" pende del mimero de hemocultivos practicados.

En el presente estudio los mejores resultados fueron obtenidos con el
medio Difésico, tanto para el aislamiento primario a partir de sangre como
para ¢l mantenimiento de las diferentes cepas de T. cruzi cuando se hicieron
los repiques de medio para medio. Independientemente de la cepa del paré-
sito, en promedio, el medio Difisico dio resultados positivos més tempra-
namente, el crecimiento fue mayor y los tubos se mantuvieron positivos
durante més de 45 dfas después de sembrados, mientras que el medio de
Warren aparentemente fue el menos adecuado. Resultados contrastantes han
sido reportados por algunos autores: Freitas (5), obtuvo resultados negativos
con el medio N.N.N. al practicar 37 hemocultivos a 21 pacientes chagésicos
crénicos. Albuquerque y cols (1), aislaron trypanosomas en 37 (97.4%) de
38 chagdasicos crénicos utilizando el medio de Warren; sin embargo, este
resultado ha sido muy discutido ya que todavfa no ha podido ser reproducido
por otros autores. Neal (9), comparando cinco medios de cultivo, mostr§ que
el medio de Warren era el mejor para la deteccién de Trypanosoma cruzi en
sangre; ¢l autor sefiala que en condiciones experimentales se necesita menor
nimero de pardsitos para obtener hemocultivos positivos que para infectar
Rhodnius prolixus.

El medio Diffsico utilizado en el presente trabajo es una modificacién del
medio original de Novy, MacNeal y Nicolle (11). A continuacién se resumen
ambas férmulas:
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N.N.N. Original Difisico (N.N.N.Modificado)

Agar 14 grs Brain Heart Infusién 37 grs.
Cloruro de Sodio 6 ars. Agar -~ 20grs.
Agua destilada 900 ml Agua destilada 1000 ml
Agregar la tercera parte del volu- Sangre desfibrinada

men en sangre desfibrinada de de camero 400 ml
conejo.

Como se puede observar, la diferencia bésica consiste en el uso de
"Brain Heart Infusién”, sustancia rica en nutrientes y sangre de camero en
vez de conejo; la sangre de camero se utiliz6 simplemente por la disponibi-
lidad de estos animales en el Bioterio de la Facultad de Medicina y porla expe-
riencia de nuestro personal para obtener sangre en condiciones de esterilidad a
partir de los mismos. Otra modificacién fue la adicién de Caldo Cerebro Co-
raz6n como sobrenadante, mientras que en el medio original los parésitos se
desarrollan en la pequefia cantidad de agua que se condensa en el fondo de los
tubos. Los buenos resultados obtenidos con el medio Difdsico (N.N.N. Modi-
ficado), sugieren que para la preparacién del mismo se puede utilizar, tanto
sangre de camero como.de conejo.

Algo digno de resaltar fue el predominio de formas amastigotas, en
todos los medios de cultivo, para las cepas Elpidio Padrén y Zuliana, sobre
todo en los 30 primeros dfas después de la siembra; mientras que para las
cepas Y e IgF casi 1a totalidad de las formas evolutivas observadas fueron epi-
mastigotas. Este fenémeno tiene gran importancia préctica ya que, tradicio-
nalmente cuando se examinan medios de cultivos sembrados con sangre obte-
nida a partir de huéspedes con posible infeccién por T. cruzi, la positividad
es dada por la observacién de formas flageladas que se desplazan rdpidamente
en ¢l campo microscépico. El predominio en algunas cepas de formas amas-
tigotas, que no tienen suficiente movimiento como para llamar la atencién del
observador, pudiera originar el reporte de falsos resultados negativos. Para
obviar este inconveniente, es recomendable que ademds de la observacién del
material al fresco, se practique coloracién de las 14minas, con la finalidad de
detectar formas amastigotas. Minter-Goedbloed (7), estudié el comportamien-
to del hemocultivo y del xenodiagnéstico en 29 casos de infeccién por T.
cruzi. Con el xenodiagnéstico detecté 25 casos positivos, mientras que con
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el medio de Warren detect6 27. La autora opina que los buenos resultados
obtenidos con el hemocultivo se debieron en parte a que los medios fueron
examinados durante mucho tiempo (hasta 5 meses) antes de considerar los
negativos, pero sobre todo al examen de frotis coloreados con Giemsa, del
sedimento de los tubos, 1o que permitié 1a deteccién de formas amastigotas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten considerar
al medio Difdsico (N.N.N. Modificado) como una alternativa de gran valor
para la deteccién de T. cruzi a partir de sangre de vertebrados natural o
experimentalmente infectados; por 1o tanto, mayores estudios se deben realizar
con este medio, sobre todo en infecciones crénicas, inclusive humanas.

Algo que debemos dilucidar posteriormente es el hecho de que todas las
cepas estudiadas crecieron muy bien cuando los medios fueron sembrados a
partir de sangre de ratones infectados, mientras que el crecimiento fue bastante
escaso cuando se hicieron los repiques de medio para medio. Este fenémeno
pudiera ser explicado por la falta de adaptacién de la cepa a los medios de
cultivo; probablemente, en repiques sucesivos posteriores, cuando se logre la
adaptacién de las cepas a los medios, se podr4 obtener crecimiento similar o
superior al observado durante el aislamiento primario.

CONCLUSIONES

1. Los mejores resultados se obtuvieron con el medio Difdsico (N.N.N.
Modificado) tanto para el aislamiento primario como para ¢l manteni-
miento de las cepas.

2. En todos los medios el crecimiento fue mucho mayor cuando la siembra
se hizo a partir de sangre de ratones infectados, mientras que el crecimien-
to fue escaso cuando se realizaron los repiques de medio para medio.

3. En todos los medios, sobre todo en el medio Difésico, se obtuvieron altos
porcentajes de formas amastigotas para las cepas Elpidio Padrén y Zulia-
na. .

Tomando en cuenta las observaciones hechas en el presente trabajo, se

recomienda:

1. El uso del medio Difasico (N.N.N. Modificado) para el diagnéstico de 1a
infeccién por Trypanosoma cruz.
2. La investigacién de la sensibilidad del medio Dif4sico en infecciones
crénicas por T. cruzi inclusive humanas.

3. Elexamen por coloracién cuando se utilizan medios de cultivo; esto evita-
rfa el reporte de falsos resultados negativos en aquellos aislamientos don-
de predominen las formas amastigotas.
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