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MEIO DE CULTURA LíQUIDO ESTERILIZÀVEL PELO CALOR PARA
TRYPA.NOSOMA CRUZ!

A LIQUID AND HEATED ;\iEDIUM FOR TRYP.4.NOSOMA CRUZ! (a)

OCTAVIO BARACCHINI o»

SEMMARY

A liquí d and heated rnediurn for Trijponosoma cruzi, without red cells and
protcin prccipitates, that givcs 300 mg of dry Trupanosoma crtizi per 1000 C.c.,
ís described.

INTRODUÇÃO

o largo emprêgo da reação de GUER-
REIRO & MACHADO \ na rotina so-
rológica dos laboratórios de Saúde PÚ-
blica do Estado de São Paulo, trouxe,
como conseqüência, a necessidade de
maiores quantidades de Tripanosoma
cruei para o preparo de antígeno para
a referida reação, o que nos levou a apre-
sentar êste trabalho. Os meios de cul-
tura mais comumente usados para o cul-
tivo dêsse protozoário são os meios difá-
sicos (NOVY & McNEAL 2, BONAC-
CI3, SENEKJIE 4, CHANG 5) e várias
modificacões dêsses meios. A necessida-
de da incorporação de sôro ou sangue to-
tal, que contêm os fatôres essenciais para
o cultivo elo T. cruei "in vitro" torna os
meios ele cultura citados pouco práticos,
pois exige operações que não raro con-
tribuem para a contaminação dessas pre-
parações. Os referidos meios são, na ver-
dade, excelentes para a conservação das
culturas; porém, o mesmo não acontece
para o estudo químico dos tripanosomas,
devido aos precipitados de proteínas, he-
mácias etc.

Foram LITTLE & SUBBARO\V G

(1945) e SAMP ATH & LITTLE 7 os
primeiros a mostrar que as hemácias in-
corporadas aos meios de cultura para o
T. cruzi podiam ser aquecidas sem que
o rendimento da cultura fôsse prejudica-

elo. Posteriormente, novos meios foram
descritos: LITTLE & OLESON 8, CI-
TRI & GROSSO\lVICZ 9, WARREN 10,

BONÉ & PARENT 11 e NEAL & lVII-
LES 12. Dêsses meios, os de Citri e Pa-
rent, são os de composição menos com-
plexa e quase quimicamente definidos.

O meio de cultura que ora apresenta-
mos é um meio complexo, pois na sua
fórmula entram sangue, cérebro, coração
e fermentos; é, porém, um meio prático,
esterilizável pelo calor e que proporcio-
na a obtenção de quantidade apreciáveis
de T. cruei.

MATERIAL E MÉTODOS

Preparação do meio básico - Colocar
750 em" de água destilada no copo de
um liquidificador. Acionar o aparelho c,
aos poucos, adicionar 100 g de coágulos
de sangue humano, previamente coloca-
elos sôbre uma fôlha de papel filtro. Dei-
xar funcionar o aparelho durante 2 mi-
nutos. A seguir, adicionar o conteúdo
de um ôvo de galinha à mistura de san-
gue e ligar o aparelho por mais 2 minu-
tos. Passar o líq uido para um balão de
vidro de dois litros e autoclavar a 115°C,
durante 15 minutos (não prolongar êste
aquecimento). Após a autoclavagem, fil-
trar a quente em papel e refiltrar as pri-

(a) Trabalho realizado no Instituto Adolfo Lutz (Laboratório Regional de Ribeirão Prêto) ,
(b) Do Instituto Adolfo Lutz (Laboratório Regional de Ribeirão Prêto).
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meir as porções até a obtenção de um lí-
quido pardo-averme1hado, transparente
e sem depósito .

.Meio de cultura - Meio básico:
1000 em": infusão de cérebro e coração
(Oxoid ou Difco): 37 g; extração de le-
vedura (Oxoid ou Difco) : 5g. Deixar em
repouso durante 10 minutos; agitar para
dissolver. Distribuir em balões ou vi-
dros em quantidades não superiores à
metade da capacidade dos recipientes.
Tamponar com algodão e autoc1avar a
115°C, durante 15 minutos (não prolon-
gar êste aquecimento). O pH deverá ser
ele 7.2 a 7.6. Usando-se produtos Oxoid
ou Difco, não será necessário acertar o
pH.
Amostras de T. cruei utilizadas -

Amostras B.T. e NI.P.P., gentilmente
cedidas pelo Departamento de Parasito-
logia da Faculdade de Medicina de Ri-
beirão Prêto ; amostras n.? 34, n.? 5 e n.?
15 e Y, forneci das pelo Instituto Adolfo
Lutz (Laboratório Central).

Técnica de cultivo - Repicar o con-
teúdo de um tubo de cultura de qualquer
meio difásico para cada 100 em" do meio
descrito. Incubar em estufa a 28°C, du-
rante 10 dias, agitando diàriamente os
recipientes. O repique de meio líquido
para meio líquido deverá ser de 10 em
10 dias, na proporção de 1070.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O meio descrito permite um rendimen-
to médio de 300 mg de pó sêco de
T. cruzi por 1000 em", após 10 dias de
incubação, em estufa a 28°C. Tôdas as
amostras de T. cruei utilizadas neste tra-
balho apresentaram o mesmo rendimen-
to, com exceção da amostra Y que sem-
pre apresentou média de rendimento in-
ferior a 300 mg por 1 000 em", Sendo
líquido e esterilizável pelo calor, pode ser
empregado em grandes volumes, o que
facilita a obtenção de grandes quantida-
des de T. cruzi.

Não foi nosso objetivo proceder a um
estudo comparativo entre o meio des-
crito e os já publicados. O nosso inte-
rêsse foi a obtenção de um meio de cul-
tura para o T. cruei, de preparo simples,
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esterilizáve1 pelo calor, utilizável em
grandes volumes e que fôsse livre de pre-
cipitados de proteínas e de hemácias.

RESL'MO

É descrito um meio de cultura líquido,
esterilizável pelo calor, isento ele herná-
cias e precipitados de proteínas, permi-
tindo um rendimento médio de 300 mg
de pó sêco ele T. cruei por 1 000 em".
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