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MEIO DE CULTURA PARA TEYPANOSOMA CRUZI ESTERILIZAVEL
: PELO CALOR (M)

A HEAT STERILIZABLE CULTURE MEDIUM FOR FRYPANOSOMA CRUZI

Erroreg RucAr (2)
Racust TEIXEIRA RUGAL (2)

SUMMARY

A heat sterilizable culture medium for Tryponcsoma cruzi is described. The
transfers from medium to medium give pesitive cultures indefinitely.
The production of trypanosomes per ml of medium is 40 x 105 as an average.

INTRODUCAO

Meios de eultura esterilizaveis pelo calor
foram descritos por Lirrie & Supsarrow ®,
Sampate & Lartie®, Littiz & Oneson 7,
Frerras & Hausmany * e Bong ®, fsses meios
porém, ndo dio rendimento satisfatdvio.
Os meios de WARREN? e BARACCHINI®, com
soluciio extrativa de sangne, complementada
com caldo desidratado de wcoracio e cére-
bro (3), dio bem rendimento, porém, de-
pendem da importagio déste caldo, que,
além do allo custo, freqiientemente ndo €
enconirado -2 venda no Brasil.

Baseados no uso de sangue coagulado pre-

conizado por LiTTie & SUrBARROW ® ¢ na.

ohservagio de Frrerras & IHausmann ¢ so-
bre a importincia do pH na eluicio do
fator ou fatdres de crescimento, procura-
_mos preparar um -meio com as seguinles
qualidades: a) prodazir culturas ricss e
repiques indefinidamente;  b) ser esterili-
zavel pelo calor;
dar precipitagio com o desenvolvimento dos
tripanossomos; d) produzir culturas com
poder antigénico; e) dar repiquescom pe-
quene volume de indeulo; I} conservar a
viabilidade da celiura durante longe tempo;
1
{#y Do Institute Adolfo Lutz
{3} DMfeo cu Oxoid.

(4) Eliminado sob a forma de fogfato tricélcice,

em pFE alcalino.

¢} ser lmpido ¢ nfo -

g} ser de custo relativamente baixo e pre-
pare ¢ reprodugio faceis; h) para determi-
nados fins, produzir culturas gem {ormar
agrupamentos; 1) conservar suas proprieda-
des duranie Jongo tempo.

MATERIAL E METODOS

Meio de enliura

a)} Bago de boi-{"; 3000 g
Figado de boi . iGC,O g
Cérebro de boi 1680 ¢
POFINa,12H,0 . . . . . . 50 g
PO Na,1Z2H,O(4) . . . . . 80 g
CaCl,.6H,O (v . . . . . 70 g
NaCE . . . . . . . . .. 35 ¢
KCL .. ... .o 000 04 g
GHeose . . . . . . . L .. 20 ¢
Prﬁteosc@eg;iona, n® 3 ’

Difco®m . . . . . .. 100 ¢
Agua destilada . 000 mi
b} Heméacias desnaturadas 00 g

Trabaihc reéalizade na Secclio de Meios de Cultura do Tnstituto Adolfo Lutz.

tendo como finalidade a clarificacdo do meio

(33 Podem ser empregadas ouiras peplonas desde gue testadas.
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esterilizavel pelo  calor.

Méwde de preparacio

a) Retirar a membrana e a gordura do
bago e a capsula do Hgado. Moer o hago, o
figads e o cérebro. Adicionar o fosfato dis-
sodico e a adgua. Levar & fervura duranie
cinco minmos, com agitagha fregilente, Re-
tirar do fogo e adicionar o fosfato irisso-
dico. Agitar ¢ adicionar o cloreto de edlcio,
préviamente dissolvido em 50 mi de agua.
Ajustar ao pH 7.8 ¢ levar & fervora durante
cinco minutos, Filtrar em papel. Lavar o
precipitado colocando dgna destilada sbbre
a massa, no funil, até completar 1 100 ml
de caldo. Nestes 1100 ml de caldo adicio-
nar a peptona, o cloreto de sédio, o cloreto
de potassio e a glicose. Aguecer & fervura.
Ajustar ao pH 7,6, Filtrar em papel e-com-
pletar, se necessario, 1000 ml com agua
destilada.

by  Hemdcias desnaturadas

100 ml
200 mi

Sangue humano sem plasma (*)
Alcogl 992Gl . ., . . . .

Adicionar o aleool ao sangue, aos poucos,
agitando sempre. Deixar em repouso apro-
ximadamente 12 horas. Colocar a masss
em funil Buchner, sobre papel de filiro e
fazer o vécuo para eliminar o dlcool. Pulve-
rizar o bloco formado e terminar a secagem,
ao ar livre, em camadas finas. Quando com-
plelamente sécas, comservam-se em tempera.
tura ambientc sem perder a eficiénecia, du-
rante mais de O meses,

Dhistribuicdo

a)  Pure conservagio das culturas — Fm
tubos de 20 x 200 mm, colocar 0,1 g de he.
mAcias desnaturadas e 10 ml do meio liguido,

b)  Para produgio do antigeno — Em
balBes de fundo chato de dois lHiros, colo-
cat 10 g de hemécias desnaturadas e 1 litro
do meio Hguido.

Esterilizacio

Quando em tubos com 10 ml de meio, es-
terilizar a 115°C, durante 30  wminutos,
Quando em balfes com 1 Lo de meio, es-
terilizar a 115°C, durante 40 minutos.

{*y Obiido em Bancos de Sangue, gue o refeitam depois de aproveitar o plasma.
é devida a facilidade com que pode ser obiido.

ser empregado.
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Contréle da esterilidade

Controlar a esterilidade durante 48 horas
a 37°C e depois, 5 dias, em temperatura am-
biente,

Semeadura

Usar culluras rieas e vigorosas. Para
conservacio das amosiras de tripanossomos,
semear (,1% e para a produgie de tripanos-
somos para antigeno ou outros fins, semear
19. Para abreviar o tempo de incubag3o,
semear 5% ou mais,

Incubacio

Incubar a 28°C, durante 6 2 15 dias, agi-
tando 2 a 3 vézes ac dia,

Colheita

Agitar o meio, Deixar em repouso du-
ranle 5 minulos para sedimentagio das he-
macias., Decantar. Centrifugar o sobrena-
dante a 3 000 rotagdes durante 20 minutos.
Decantar. Suspender o sedimento em solu-
cio fisiolégica na proporgio de 10 ml por
litro de meio centrifugado. Centrifugar a
1000 retagbes durante 1 minuto para sedi-
mentacio das hemicias ainda presentes. Pe.
cantar o sobrenadante gue encerra s6 tri-
panossomos. Centrifugar e lavar mais duas
vézes por centriflugacho.

RESULTADOS

A eficiéneia do meio foi testada com as
amostras de Iripanossomos n.® 34, 15, 5,
BT ¢ Y. FEstas amostras estio sendo manti-
das npeste meio ba dois anocs, com mais de
40 repiques sucessivos,

Este meio produz, em média 40 x 10°
iripanossomoes por ml, com inrvagio corres-
pondente ao tubo n.° 4 da escala de sulfato
de bario MacFarland. Da culturas com
indeulo de 0,019. Conserva a viabilidade
das culturas durante 60 dias, no minimo,
com inbeule de 0,19. Qs tripanossomos
crescem dispersos. A massa de Iripanosso.
mos cenirifugados apresenta cbr acinzentada
¢ Hvre de particulas estranhas.

A preferéneta
Sangue de eoeiho ou de boi ifambém pode
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0 meio produz culturas com poder anti-
génico que atinge, no minime, 1:80, tanto
com o antigeno metilico, preparado segun-
do BARACCHINI®, como com a suspensdo
de tripanossomos a 1:10. A técnica empre-
gada nestas dosagens foi a de KOLMERS®
{desvio do complemento).

De custo relativamente baixo, prepare e
reprodugio facels, &ste meio conserva suas
‘propriedades durante meses, se protegido da
evaporagio,

RESUMO

Foi descrito um meio de cultura liguido
para iripanossomos, esterilizivel pelo calor.

O meio da repiques indefinidamente. Pro-
duz em média 40 x 10° de tripanossomos
por ml de meio.
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