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SUMMARY

In this paper are presented the rvesults of complement fixation fest performed
in 8455 sera obimined from unselected patients living in 39 communities in
northeast of the Siate of S&o Paulo, Brazil, In this survey, 17,39% of the sera
reacted with methanolic antigen of Trypanosoma -cruzi, The referred antigen is
a methanolic extract of P, cruet heated at g temperature of 120° C,, for 30 minutes.
This antigen was found to keep its specific properties at room temperature and
the isofixation curve with sera from proved cases of Chagas’ disease is consistently
of the type I; therefore, there is not a critical dose of antigen for complement
fixation, permiting its use in a large and broad zone of dilutions. The T. cruzi
werg easily cultivated in a liquid and heated medium without red cells and
protein precipitates. This medium gives good results in the culfivation of T. crusé
from infected animals.

INTRODUCAOC

tico da doenga de Chagas.

Essas caracte-

wento sorolégico da doenga de Chagas, rea-
Lizado em 8455 soros provenientes de 50
munticipios, & maioria pertencendo a zona da
Mogiana; um estudo de um meio de cultura
lquido, esterilizavel pelo calor, que foi ajus-
tado e experimentado, tendo sido estabele-
cidas as condighes para um crescimento mé-
ximo de Trypunosoma cruzi; e a descricio
de um extrato metandlice de Trypanossoma
eruzi, aquecido a 120°C, préviamente tra-
tado pela acelona, que se mostrou apropriado
para use como antigeno em reagbes de fixa-
¢ho de complemento, sendo dotado de sen-
sibilidade e especificidade para o diagnds-
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risticas, acrescidas da sua estabilidade, mes.
mo em temperatura ambiente, Trecomen-
dam-ne para o uso em satde phblica.

Guegremo & Macumapo? foram os pri-
meiros .a empregar a reagio de lixagdo
de complemento como método sorolégico
para o diagnistico’ da doenga de Chagas,
Esses aulbres empregaram como antigeno,
primeire, uma suspensio de tripanosomas
obtida por centrifugacie de sangue de ani-

-mais  inoculados com Trypenosoma cruszi.

Como ésse método fornecia muito pouneco an-
Hgeno e a oblengdo era trabalhosa, os refe-
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-7idos autdres optaram pelo extrato de bage
de cles infectados e rico em Trypenosoma
erusi. Desde entfio, varios ouniros antigenos
tamnbém obtidos de extratos de orglos de
animails inoculades foram ensaiados (Leio %
Vitrena & Brcavno?®, LAcorre* e PaT-
o), Foi KerLser® quem demensirou
o valor das culturas de Trypenvsome cruzi
come anligeno para as reagoes de fixagho
de complemento.  Apés os trabathes de
Kerser e com a publicagho de novos meios
de cultura para.o culiive do Trypanosoma
cruzi in witro, meios difdsicos (Novy &
Mconeal?, Bonacer®, Sexeggie® e Caanc®™),
meios Hquides (Lirrie & Susearow ¥, Sam-
patil & Larrie?, Lrrrie & Oueson ',
Crrrr & Grossowicz %, Wanzin *%, Bont
& Pamext ¥, Npan & Mites*, e Bamac-
CHINI i), povos progressos foram alcanga-
dos e antigenos mais especificos, sensiveis e
priticos foram descritos (RomaNa & Dias 9,
Davis®, Romalka & G ®, Muniz & Frern-
A3 % Pepreirs pE Frerrss & Armema ®,
Cuarrre, Frer & Kunt #, Batista & San-
108 ¥ ¢ Baraccam, Costa & CarLoN1 *¥7),

MATERIAL E METODOS
Mrro pE CULTURA

0 meio de cultura que’ apresentamos €
um meio quimicamente indefinido; na sua
composicio entram sangte e substincias
extraidas do cérehro, coragio e fermentos.

Preparagio do meio bdsico -~ Colocar
750 cm® de agna destilada no copo de um
liquidificador. Acionar o aparelho e, aos
poucos, adicionar 100 g de codgulos de san-
gue humano, préviamente colocados sbbre
wma félha de papel filiro. Deixar funcio-
nar o dparelho durante 20 minutes, A se-
guir, adicionar o contefido de um ove de
galinha a mistura de sangue e ligar o apa-
relho por mais 2 minutos, Passar o Hquido
para um balio de vidro de dois litros e an-
teclavar a 115°C, durante 15 minutes{ nfo
prolongar &ste aguecimento). Apés a auto-
clavagem, filirar a quente em papel ¢ refil-
trar as primeiras porghes aié a obtencho de
um liquide pardo-avermelhado, transparen-
te e sem depdsito.

Meiv de culture — Meio hasico:
1000 cm®; infusio de cérebro e caraglio
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(Oxoid ou Difeo): 37g: extrato de levedu-
ra {Oxoid ou Difco): 5z, Deixar em re-
pouso durante 10 minutos; agitar para dis-
solver. Distribuir 100 ml para cada frasec.
de Roux. Tamponar com algodio ¢ auto-
clavar a 115°C durante 15 minutos  (ndo
prolongar éste aquecimento). O pH deverd
ser de 7.2 a 7.6. Usando-se produtos co-
mereigis “Oxoid” ou “Difco”, ndo serd ne.
cessirio aceriar o pH. Os frascos de Roux
receberam a nossa preferéncia pela superfi-
cie de aeragio gque oflerecem.

Téenice de culiivo — Repicar o contefido
de um tubo de culltura de qualquer meio
difasico para 1 ou 2 frascos de Roux con-
tendo, cada, 100 ml do meio descrito. Um
hom rendimente de Trypenosoma cruzi co-
meca a partir do 10.° dia de culiive a 28°C,
porém, #sse rendimento é ainda maior a
partir do 30.° dia. O repique de meio H-
guido para meio liguido deverd ser feito a
partir do 7.° dia de incubaglo, na propor-
cio de 10%.

Para o cultive do Trypanosoma cruzi de
sangue de animais ou humane, a semeadu-
ra na propor¢io de 109 também é a ideal.

ANTIGENO

Preparo — ) antigeno que descrevemos
é preparado a partir de pd séco de Irypano-
soma cruzi, amostra B, T., obtido do cultivo
em meio de BaraccHINI ™ e obedecendo
i seguinte téenica:

1. Semecar a cepa B. T. de Trypanosoma
cruzt em meio de Baraccumni'® 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 proporcio de
5 ml para cada 100 ml de meio de cul-
tura, Agitar ¢ deixar em répouso i
ternperatura ambiente durante 24 horas.

3. Decantar o sobrenadante e o restante
centrifugar a 3 000 rpan. durante I5
minnios,

4. Lavar o sedimento com solucdo fisie-
logica, 3 vézes.

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

6. Triturar o sedimento séco em gral de
vidro.

7. Colocar 200 mg de pé séeo de Trypano-
soma cruzi em wm vidro resisiente, de
capacidade para 100 ml e adicionar
60 m} de metanol p.a.. Fechar ¢ vidro
com tampa de borracha, gque deve ser
fixada ao vidro coin barbante forte ou
mesmeg  arame.

8. Aquecer na autoclave & temperatura de
120°C durante 30 minutos. Deixar os-
friar e separar o sobrenadante, gue
constitul ¢ antigeno,

Estudo — O estudo do antigeno foi rea-
lizado empregandose a técnica de Waps-
worTH, Marrasegr & MarTaner **, com
509 de hemdlise. O contrSle da anti-
complementariedade foi feito com 2 umida-
des de complemento 50%. As relagbes quan-
titativas entre soro chagasico, antigeno me-
tandlico e complemento foram determinadas
pele método de isofixaciio de Armempas ™.
A curva encontrada pertence ao tipo I, sig-
nificando n@c haver inibigio de fixagao de
complemento tanto para excesso de sdro,
como para excesso de antigeno, Neste caso,
¢ antigeno poderd ser usado em exeesso
{Baraceuing, Costa & Carvowt *9).

(} antigeno metanélice em reagbes com
soros  chagfisicos, parasitoldgicamente com-
provados, mostrou-se especifico ‘e sensivel,

apresentando wma inclinagfo de maior valor.

ra projecio de sbre contra complemento,
quando comparado com outres ja descritos
{ALMEIDA *9), '

A sua estabilidade 3 temperatura ambien-
te ndo apresentou queda demonstravel de ti-
tulo e nem atividade anticomplementar, apds
24 meses.

{} antigeno metanélico, guando diluido ¢

conservado em geladeira, nfo mestrou ins-
tabilidade aprecidvel,

Elementos da reagdo — Todos os elemen-
tos da reagic empregados em nossas expe-
riéncias, como: complemento, hemolisina,
hemdcias de carneiro, bem como o estudo
da atividade anticomplementar do antigeno
e as carvas de isolixagio, obedeceram &s

técnicas descritas por. PEDRE™RA DE FRETTAS
& ArMerma ;) Peorima pE FrEITAS ®* ¢ AL-
MEIDA %,
~ Soros humanos - As amostras de san-
gue, num total de 8455, que serviram para
o levantamento que apresentamos, foram co-
Ihidas em 59 unidades sapitarias, de indi-
viduos suspeitos ou ndo de infecglio chaga-
sica, a maioria pertencendo a zona da Mo-
giana, num periode compreendido de 1 de
janeiro de 1966 a 31 de julho de 1967.
s soros foram separados, inativades ¢
examinados pela. técnica de Kormer ¢* 1/5,
por ser a empregada na rotina dos labora-
torios do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O meio de cultura deserito é wn meio
pritico e que produz um rendimento apre-
ciavel de Trypanosoma cruzi. Pelo fato de
ser um melo liquido e sem depdsito, & um
dos mais indicados para a obtengio de cul-
turas de tripanosomas sem outras impure-
zas, fator importanie na preparagio de anti-
genos especificos. O sangue humane em-
pregade, facil de ser obtide em qualguer

" Iaboratérie de sovologia, representa o apro-

veitamento de material que seria desprezado.

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

Antigeno — Dentre os métodos de labo-
ratorio que dispomos para o diagnéstico da
doenga de Chagas, a reagfio de fixagho de
complemento é o mais importante e pratice.
Assim, o emprégo de antigenos aliamente
especificos, sensiveis e estiveis' é do mais
alto interésse & saftde piblica.

A vista dos testes de anticomplementarie-
dade, especificidade, estabilidade e curvas
de isofixacio {Baraccuiwi, Costa & Care
LoNI #) e dos recentes resultados obtidos:
por ALMEIDA*, com soros chagasicos pa-
rasitibbgicamente comprovados, o antigeno
que descrevemos & ¢ mais indicado para as
reagdes de fixacfio de complemento no diag-
nostico sorolégico da endemia chagdsica e
na titulacdo dos soros positivos.
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Levantamenio sorolégico — As informa-
¢hes sbbre as localizacBes ¢ os indices das
endemias gue acometem as populagles cons-
tituem importante contribuiciio s autorida-
des sanitérias, para os trabalhos de erradi-
cacdo,

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

Assim sendo, o nosso objetivo ndo teve
outro sentido se nfic o de localizar e esta-
belecer o provavel indice da endemia cha-
ghsica numa extensa ¢ importante regifo do
Fstado de Sio Paulo, compreendida por 59
municipios.

Os resultados apresentados no quadro se-
guinte mostram que dos 8 455 soros exami-
nados, 1471 foram positivos na reagio de
fixacdo de complemento para o diagndstico
sorolégico da doenga de Chagas. O indice

de positividade foi de 17,399%, o que repre-
senta, com a ressalva acimma mencionada,
uma informagiic da mais alis importincia
is autoridades sanitirias do pais. A doen-
¢a de Chagas foi constatada seroldgicamente
em todos os 59 municipios dos gmais rece-
bemos sangue para exame,

Amosiras N&o rea- Reagenies Reagentes
examinadas gentes %
8455 G984 1471 17,39

Apenas uma publicacio de PrprEma DE
FrEFTAS ®, com uma breve citaglio de 1887
exames sorolgicos realizados no interior de
Siao Paulo, foi encontrada.

Abaixo apresentamos a rtelagio dos rauni-
cipios onde a endemia chagasica foi cous-
tatada soroldgicamente.

Relacio dos municipios

Restinga
Ribeirfio Préto
Rincdo

Sales de Oliveira
Santa  Adélia
Santa Ldcia

Santa Rita do Passa Quatro

Altinépolis Guariba
Ariranha {garapava
Barretos Ipua
Batatais Ttuverava
Bebedouro Jabutieshal
Bento Quirino Jardinépolis
Brodosqui Jeriquara
Caconde Miguelopolis
Cajobi Mococa
Cajurt Monte Alto
Candia Monte Azul Paulista

Casa Branca

Morre Agudo

Colina Novo Horizonte
Cravinhos Nuporanga
Descalvado Orlandia
Divinolandia Pairocinio Paufista
Pumont Pedregutho

Franca Pitangueiras

Guaira Pontal

Guara Pradépolis
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Santa Rosa do Viterbo
Sante Antbnio da Alegria
Sao Joaquim de Barra
Sdo José do Rio Parde
Sto Sebastiio da Grama
Serrana

Sertaozinho

Sao Simao

Tambat

Tapiratiba

Terra Roxa

Vargem Grande do Sul



BARACCEINI, O; COSTA, A.; CARLON], J,; FERNANDES, L. C.— Levantamento sorcidgico da doenca

de Chagas em 59 municipios da zona nordeste do Estado de Sfc Paulo.

28B/27:27-82, 1965/67,

Rev. Inst. Adcifo Lutz

RESUMO

Neste trabalho sfio apresentados os resul-
tados de um levantamento sorolbgico para
a doenga de Chagas, realizade em 8455
soros procedentes de 59 aunidades sanitarias,
obtidos de pessoas sem qualquer exame oli-
nico prévio. O indice de pesitividade foi
de 17,3995, ¢ representa a contribuicio as
autoridades sanitarias do pais, para o co-
nhecimento da atual situaciio da endemia
chagasica em 59 municipios do Estado de
S&o Paulo.

Neste trabalho os autdres estudam tam-
bém o comportamento de um meio de cul-
tura liquido, esterilizdvel pelo calor, isento
de precipitados de proteinas e hemdtias, que
pede ser empregado com bons resultados
para a obtengie de culturas de Trypanosoma
cruzi parg o prepare de antigenos, bem como
para isolamento de trypanosomas de ani-
mais inoculados ou naturalmente infectados.

Um antigeno metandlico de Trypancsoma
cruzé, aquecido a temperatura de 120°C, é
também estudado, Fsse antigeno, nos testes
de anti-complementariedade, especificidade,
sensibilidade e estabilidade, mostrowse su-
perior aos jA descrites, sendo, porianto, o
antigeno mais indicade para as reagbes de
fixagdo de complemento no diagnéstico so-
rologico da doenga de Chagas, tante nos tes
tes qualitativos como nos testes quanti-
tativos,
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