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SUMMARY

ln this paper are presented the results of complement fixation test performed
in 8455 sera obtained from unselected patients living in 59 communitíes in
northeast of the State of São Paulo, Brazíl. In this survey, 17,39% of the sera
reacted wíth methanolie antigen of Trypanosoma -cruei. The referred antigen is
a methanolic extract of T. cruzi heated at a temperature of 1200 C., for 30 minutes.
Thís antigen was found to keep íts specific properties at room temperature and
the isofixation curve with sera from proved cases of Chagas' disease ís consistently
of the type I; therefore, there is not a critical dose of antigen for complement
fixation, permitíng its use in a large and broad zone of dilutions. The T. cruzi
were easily cultivated ín a liquid and heated medium without red cells and
protein precipitates. This medium gives good results in the cultivation of T. cruzi
from infected animals.

INTRODUÇÃO

o presente trabalho reune um levanta-
mento sorológico da doença de Chagas, rea-
lizado em 8 455 soros provenientes de 59
municípios, a maioria pertencendo à zona da
Mogiana; um estudo de um meio de cultura
líquido, esterilizável pelo calor, que foi ajus-
tado e experimentado, tendo sido estabele-
cidas as condições para um crescimento má-
ximo de Trypanosoma cruzi ; e a descrição
de um extrato metanólico de Trypanossoma
cruzi, a-quecido a 120°C, prêviamente tra-
tado pela acetona, que se mostrou apropriado
para uso como antígeno em reações de fixa-
ção de complemento, sendo dotado de sen-
sibilidade e especificidade para o diagnós-

tico da doença de Chagas. Essas caracte-
rísticas, acrescidas da sua estabilidade, mes-
mo em temperatura ambiente, recomen-
dam-no para o uso em saúde pública.

GUERREIRO& MACHADO:t foram os pri-
meiros .a empregar a reação de fixação
de complemento como método sorológico
para o diagnóstico da doença de Chagas.
Êsses autôres empregaram como antígeno,
primeiro, uma suspensão de tripanosomas
obtida por centrifugação de sangue de ani-
-mais inoculados com Trypanosoma cruzi.
Como êsse método fornecia muito pouco an-
tígeno e a obtenção era trabalhosa, os refe-
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ridos autôres optaram pelo extrato de baço
de cães infectados e rico em Trypanosoma
cruzi. Desde então, vários outros antígenos
também obtidos de extratos de órgãos de
animais inoculados foram ensaiados (LEÃO 2,

VILLELA ,& BICALHO~\ LACORTE4 e PAT-
TO 5). Foi KELSER<1 quem demonstrou
o valor das culturas de Trypanosoma cruzi
como antígeno para as reações de fixação
de complemento, Após os trabalhos .de
KELSER e com a publicação de novos meios
de cultura para o cultivo do Trypanosoma
cruzi in: uitro, meios difásicos (Novv ,&
MCNEAL7,BONACCI8,SENEKJIE9 e CHANG1<J),
meios líquidos (LITTLE ,&SUBBAROW", SAM-
PATH ,& LITTLE 12, LITTLE ,& OLESON13,
CrTRI ,& GROSSOWICZ1\ WARREN15, BONÉ
& PARENT16, NEAL'& MILES 1\ e BARAC-
CHINI18), novos progressos foram alcança-
dos e antígenos mais específicos, sensíveis e
práticos foram descritos (ROMANA,&DIAS19,
DAVIS'2'0, ROMANA,& GIL2\ MUNIZ ,& FREI-
TAS<:>2 PEDREIRADE FREITAS ,& ALMEIDA2<3,

CHAF~EE, FIFF ,& KENT24
, BATISTA,& SAN-

TOS12,5e BARACCHINI,COSTA'&CARLONI2,6,27).

MATERIAL E MÉTODOS

MEIO DE CULTURA

o meio de cultura que apresentamos é
um meio quimicamente indefinido; na. sua
composição entram sangue e substâncias
extraídas do cérebro, coração e fermentos.
Preparação do meio básico - Colocar

750 em" de água destilada no copo de um
liquidificador. Acionar o aparelho e, aos
poucos, adicionar 100 g de coágulos de san-
gue humano, prêviamcnte colocados sôbre
uma fôlha de papel filtro. Deixar funcio-
nar 0' áparelho durante 20 minutos. A se-
guir, adicionar o conteúdo de um ovo de
galinha à mistura de sangue e ligar o apa-
relho por mais 2 minutos. Passar o líquido
para um balão de vidro de dois litros e au-
toclavar a 115°C, durante 15 minutos ( não
prolongar êste aquecimento). Após a auto-
clavagem, filtrar a quente em papel e refil-
trar as primeiras porções até a obtenção de
um líquido pardo-avermelhado, transparen-
te e sem depósito.

Meio de cultura Meio básico:
1 000 .CIU3; infusão de cérebro e coração

28

(Oxoid ou Difco): 37g; extrato de levedu-
ra (Oxoid ou Difco): 5g. Deixar em re-
pouso durante 10 minutos; agitar para dis-
solver. Distribuir 100 ml para cada frasco,
de Roux. Tamponar com algodão e auto-
clavar a 115°C durante 15 minutos (não
prolongar êste aquecimento). O pHdeverá
ser de 7.2 a 7.6. Usando-se produtos co-
merciais "Oxoid" ou "Difco", não será ne-
cessário acertar o pH. Os frascos de Roux
receberam a nossa preferência pela superfí-
cie de aeraçâo que oferecem.

Técnica de cultivo - Repicar o conteúdo
ele um tubo de cultura de qualquer meio
difásico para 1 ou 2 frascos de Roux con-
tendo, cada, 100 ml do meio descrito. Um
bom rendimento de Trypanosoma cruzi co-
meça a partir do 10.° dia de cultivo a 28°C,
porém, êsse rendimento é ainda maior a
partir do 30.° dia. O repique de meio lí-
quido para meio líquido deverá ser feito à
partir do 7.° dia de incubação, na propor-
ção de 10%.

Para o cultivo do Trypanosoma cruzi de
sangue de animais ou humano, a semeadu-
ra na proporção de 10% também é a ideal.

ANTÍGENO

Preparo - O antígeno que descrevemos
é preparado a partir de pó sêco de Trypano-
soma cruzi, amostra B. T., obtido do cultivo
em meio de BARACCHINI18 e obedecendo
à seguinte técnica:

1. Semear a cepa B. T. de Trypanosoma
cruet. em meio de BARACCHINI18 e In-
cubar na estufa a 28"C durante 10 a
30 dias.

2. Adicionar aos frascos de cultura sol. de
mertiolate a 1/1000, na proporção de
5 ml para cada 100 ml de meio decul-
tura. Agitar e deixar em répouso à
temperatura ambiente durante 24 horas.

3. Decantar o sobrenadante e o restante
centrifugar a 3 000 r.p.m. durante 15
minutos.

4. Lavar o sedimento com solução fisio-
lógica, 3 vêzes.

5. Tratar o sedimento com acetona. Agi-
tar bem e centrifugar. Decantar o so-
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brenadante e secar o sedimento na es-
tufa a 37°C.

6. Triturar o sedimento sêco em gral de
vidro.

7. Colocar 200 mg de pó sêco de Trypano-
soma cruzi em um vidro resistente, de
capacidade para 100 ml e adicionar
60 ml de metanol p.a.. Fechar o vidro
com tampa de borracha, que deve ser
fixada ao vidro com barbante forte ou
mesmo arame.

8. Aquecer na autoclave à temperatura de
120°C durante 30 minutos. Deixar es-
friar e separar o sobrenadante, que
constitui o antígeno.

Estudo - O estudo do antígeno foi rea-
lizado empregando-se a técnica de WADS-
WORTH, MALTANER & MALTANER 28, com
50% de hemólise. O contrôle da anti-
complementariedade foi feito com 2 unida-
des de complemento 50%. As relações quan-
titativas entre sôro chagásico, antígeno me-
tanólico e complemento foram determinadas
pelo método de isofixação de ALMEIDA2'9.

A curva encontrada pertence ao tipo I, sig-
nificando não haver inibição de fixação de
complemento tanto para excesso de sôro,
como para excesso de antígeno. Neste caso,
o antígeno poderá ser usado em excesso
(BARACCHINI, COSTA ,& CARLONI 26).
O antígeno metanólico em reações com

soros chagásicos, parasitolôgicamente com-
provados, mostrou-se específico e sensível,
apresentando uma inclinação de maior valor
na projeção de sôro contra complemento,
quando comparado com outros iá descritos
(ALMEIDA 3'0).
A sua estabilidade à temperatura ambien-

te não apresentou queda demonstrável de tí-
tulo e nem atividade anticomplementar, após
24 meses.

O antígeno metanólico, quando diluído e
conservado em geladeira, não mostrou ins-
tabilidade apreciável.

Elementos da reação - Todos os elemen-
tos da reação empregados em nossas expe-
riências, como: complemento, hemolisina,
hemácias de carneiro, bem como o estudo
da atividade anticomplementar do antígeno
e as curvas de isofixação, obedeceram às

técnicas descritas por PEDREIRA DE FREITAS
,& ALMEIDA 213, PEDREIRA DE FREITAS 31 e AL-
MEIDA29.

Soros humanos - As amostras de san-
gue, num total de 8 455, que serviram para
o levantamento que apresentamos, foram co-
lhidas em 59 unidades sanitárias, de indi-
víduos suspeitos ou não de infecção chaga-
sica, a' maioria pertencendo à zona da Mo-
giana, num período compreendido de 1 de
janeiro de 1966 a 31 de julho de 1967.

Os soros foram separados, inativa dos e
examinados pela" técnica de KOLMER 112 1/5,
por ser a empregada na rotina dos labora-
tórios do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O meio de cultura descrito é um meio
prático e que produz um rendimento apre-
ciável de Trypanosoma cruzi. Pelo fato de
ser um meio líquido e sem depósito, é um
dos mais indicados para a obtenção de cul-
turas de tripanosomas sem outras impure-
zas, fator importante na preparação de antí-
genos específicos. O sangue humano em-
pregado, fácil de ser obtido em qualquer

. laboratório de sorologia, representa o apro-
veitamento de material que seria desprezado.

O referido meio pôde ser empregado com
sucesso no isolamento de Trypanosoma cruzi
de animais infectados tanto na. fase aguda
como crônica; resultados positivos obtem-se
a partir do 7.° dia da semeadura.

Antígeno - Dentre os métodos de labo-
ratório que dispomos para o diagnóstico da
doença de Chagas, a reação de fixação de
complemento é o mais importante e prático.
Assim, o emprêgo de antígenos altamente
específicos, sensíveis e estáveis é do mais
alto interêsse à saúde pública.

À vista dos testes de anticomplementarie-
dade, especificidade, estabilidade e curvas'
de isofixação (BARACCHINI, COSTA ,& CAR-
LONI 26) e dos recentes resultados obtidos
por ALMEIDA 3<', com soros chagásicos pa-
rasitilõgicamente comprovados, O antígeno
que descrevemos é o mais indicado para as
reações de fixação de complemento no diag-
nóstico sorológico da endemia chagásica e
na titulação dos soros positivos.
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Levantamento sorológico - As informa-
ções sôbre as localizações e os índices das
endemias que acometem as populações cons-
tituem importante contribuição às autorida-
des sanitárias, para os trabalhos de erradi-
caçâo,

Certamente os dados numéricos apresenta-
dos não representam a real porcentagem da
positividade da reação, seja por municípios,
seja no total, dado ao fato da amostragem,
como assinalado anteriormente, não ter sido
obtida rigorosamente ao acaso.

Assim sendo, o nosso objetivo não teve
outro sentido se não o de localizar e esta-
belecer o provável índice da endernia cha-
gásica numa extensa e importante região do
Estado de São Paulo, compreendida por 59
municípios,

Os resultados apresentados no quadro se-
guinte mostram que dos 8455 soros exami-
nados, 1 471 foram positivos na reação de
fixação de complemento para o diagnóstico
sorológico da doença de Chagas. O índice

de positividade foi de 17,39%, o que repre-
senta, com a ressalva acima mencionada,
uma informação da mais alta importância
às autoridades sanitárias do país. A doen-
ça de Chagas foi constatada sorolõgicamente
em todos os 59 municípios dos quais rece-
bemos sangue para exame.

Amostras Não rea-I Reagentes
IReagentes

examinadas gentes %

8455 6984 1471 17,39

Apenas uma publicação de PEDREIRA DE
FREITAS33, com uma breve citação de 1887
exames sorológicos realizados no interior de
São Paulo, foi encontrada.

Abaixo apresentamos a relação dos muni-
cípios onde a endemia chagásica foi cons-
tatada sorolàgicamente.

Relação dos munioipioe
Altinópolis

Ariranha

Barretos

Batatais

Bebedouro

Bento Quirino

Brodosqui

Caconde

Cajobi

Cajuru

Cândia

Casa Branca

Colina

Cravinhos

Descalvado

Divinolândia

Dumont

Franca

Guaíra

Guariba

Igarapava

Ipuá

Ituverava

Jabuticabal

J ardinópolis

Jeriquara

Miguelópolis

Mococa

Monte Alto

Monte Azul Paulista

Morro Agudo

Novo Horizonte

Nuporanga

Orlândia

Patrocínio Paulista

Pedregulho

Pitangueiras

Pontal

PradópolisGuará
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Restinga

Ribeirão Prêto

Rincão

Sales de Oliveira

Santa Adélia

Santa Lúcia

Santa Rita do Passa Quatro

Santa Rosa do Viterbo

Santo Antônio da Alegria

São Joaquim da Barra

São José do Rio Pardo

São Sebastião da Grama

Serrana

Sertãozinho

São Simão

Tambaú

Tapiratiba

Terra Roxa

Vargem Grande do Sul
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RESUMO

Neste trabalho são apresentados os resul-
tados de um levantamento sorológico para
a doença de Chagas, realizado em 8 45'5
soros procedentes de 59 unidades sanitárias,
obtidos de pessoas sem qualquer exame clí-
nico previo. O índice de positividade foi
de 17,39'%, e representa a contribuição às
autoridades sanitárias do país, para o co-
nhecimento da. atual situação da endemia
chagásica em 59 municípios do Estado de
São Paulo.

Neste trabalho os autôres estudam tam-
bém o comportamento de um meio de cul-
tura líquido, esterilizável pelo calor, isento
de precipitados de proteínas e hemátias, que
pode ser empregado com bons resultados
para a obtenção de culturas de Trypanosoma
cruzi para o preparo de antígenos, bem como
para isolamento de trypanosomas de ani-
mais inoculados ou naturalmente infectados.

Um antígeno metanólico de Try panosoma
cruzi, aquecido à temperatura de 120°C, é
também estudado. Êsse antígeno, nos testes
de anti-complementariedade, especificidade,
sensibilidade e estabilidade, mostrou-se su-
perior aos já descritos, sendo, portanto, o
antígeno mais indicado para as reações de
fixação de complemento no diagnóstico so-
rológico da doença de Chagas, tanto nos tes-
tes qualitativos como nos testes quanti-
tativos.
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