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EMPREGO DA TECNICA DE KOLMER, MODIFICADA, NA FIXACAO DO
COMPLEMENTO, USANDO ANTIGENO METILICO DE TRYPANOSOMA CRUZI
NO DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

MODIFIED KOLMER COMPLEMENT FIXATION TEST, USING METHANCLIC ANTIGEN
OF TRYPANOSOMA CRUZI, IN CHAGAS' DISEASE DIAGNOSIS

QeTAVIO BARACCHINT (D
MANOEL DE Brirro E SiLva(?)

SUMMARY

A modified Kolmer complement fixation fest using methanolic antigen of
T. cruzi prepared according Baracchini el alii, 1966 is described. The related test
was adapted for the use of methanolic antigen of T. cruzi, that nowadays is the
more pralical because of its stability at room temperature, economy, rapid and
easy preparation, bhesides ifs good especificity and sensibility.

The principal aim of the aufbhors is just to give the possibility of any
Iaborafory, to work on Chagas’ disease serology using a simple and good technique.

INTRODUCAO

A sorologia da Doenca de Chagas é uma
das solicitacdes mails constantes nos labo-
ratfrios de Satide Pablica do Estado de
Sdo Paule e do Brasil. Essa demanda
cresce dia a dia em funcio da malor aten-
¢8o dispensada pelas autoridades sanitérias
brasileiras ao importante problema da in-
feccio chagdsica. Necessdrio é, portanto,
que se desenvolvam técnicas soroldgicas
seguras ¢ de fAcil execucho, para que qual-
quer laboratdrio com atividade polivalente
possa participar ativamente no levantamen-
to sorolégico da doenga de Chagas na co-
munidade brasileira.

O presente trabalbo visa justamente a
descricBo de uma técnica proposta por
KOLMERS® para o sistema sifilis. A refe-
rida técnica foi adaptada para o sistema
Chagas, usando-se como antigeno, o anti-
geno metilico preparado segundo BARAC.
CHINI er alis.

Os gstudos comparativos realizados entre
a técnica que apresentamos {(com 100%
de hemdlise) & a de FREITAS & ALMEIL-
DA? (com 50% de hemdlise) e com testes
de imunoffuorescéncia, permitiram a sua
indicac3o para a rotina dos trabalhos soro-
iégicos da Doenca de Chagas nos labora-
torios do Instituto Adolfo Lutz,

A introdugiio do antigeno metflico de
T. cruzi na sorologia na Doenca de Chagas
por BATISTA & SANTOS* ¢ BARAC
CHINI et alii*, modificou por completo a
sitnacio do diagnéstico sorolégico da in-
feccio chagdsica. Anteriormente & publi-
cagdo dos autores citados, poucos eram os
laboratérios que podiam trabalhar em so-
rologia da doenga de Chagas, pois os an-
tigenos aquosos utilizados, apesar da bda
especifidade, nfo sdo estdvels, sfo pouco
econdmicos ¢ de preparo demorado.

Alm disso, como verificaram ALMEIL-
DAl ¢ ALMEIDA er ali?, os antigenos

{1} Professor Catedritico de Microbiologia e SaGde Publica da Faculdade de Farmécia e Odontologia de
Ribeirdo Préto e Biologista do Insbiute Adolfe Lutz,
(2y Médico Chefe da Secglo de Sorologia do Instituto Adolfe Lufz,
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aquosos de T. cruzi sio menos sensiveis do
que os antigenos metilicos e ainda sfo
ricos em inibidores especificos para a in-
fecclo chagdsica quando empregados em
testes de reacfo de fixagdo de complemento.

MATERIAL E METODOS
Preparacio do séro

Apds a cotheita e a coagulaciio do san-
gue, o sOro é separado por centrifugacio
e inativado pelo aquecimento a 56°C, du-
rante 30 minutos. Os soros préviameite
inativados devem ser reaquecidos a 56°C,
por 10 minutos, no dia da prova. O sbro
gque apresentar particulas em suspensfo
apds & inativacio deve ser novamente cen-
trifugado.

No caso especial de o séro humano nor.
mal conter anticorpos hemoliticos naturais
para os glébulos de carneiro, ésses anticor-
pos podem ser removidos empregando-se
a seguinte técnica:

a) Coloca-se 1 ml de séro humano em
mwm tubo de 75 x 12 mun e leva-se éste tubo
ao refrigerador a+ -4°C, durante 15 mi.
nutos.

b) Ao sdro em questio adiciona-se uma
gita de papa de glébulos de camsiro la-
vados ¢ concentrados,

¢) Leva-se novamente o tubo ao refrige-
rador por mais 15 minutos.

d) Apbs a incubagiio em geladeira, o
sbro tratado pelos glébulos de cameiro &
centrifugado ¢ o sobrenadante estara pron-
to para o uso.

Séro anticomplementar

O sbro anticomplementar pode ser nova-
mente testado preparando.se diluicdes se-
riadas em progessio geométrica. Para
cada diluicio do s0ro siio preparados dois
tubos; um, funcionando como tubo teste-
musha & o ouiro, de reagio. A primeira
diluicdo que apresemtar, na prova qualita-
tiva, hemdlise completa no tubo testemunha
e reagdo fortemente positiva, no tubo rea
¢do, permite concluir que se trata de um
sbro reagente; caso contririo, o sbro é do-
tado de forte atividade anticomplementar,
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Gldbulos de carnefro

Os glébulos de cameiro podem apresen.
tar maior ou menor resisténcia a4 aclo
hemolitica do complemento e da hemoli-
sina. Como os glébulos de carneiro par-
ticipam na reaglo como indicador da fixa.
cio do complemento no complexo antigeno
anticorpo, é necessirio estabelecerse um
contréle adequado déste componente da
reacgio,

A contaminacfio bacteriana fem papel
importante na conservacio dos glébulos
de carneiro e daf a importincia de se tra-
balhar nas melhores condicBes de assepsia
possivel desde a colheita dos gldbulos até
a sua utilizag#io final.

Colheita do sangue

Sangrar o carneiro na veia jugular, com
todos os cuidados de assepsia, colhendo o
sangue diretamente sdbre a soluglo citra-
tada (B.R.K.) na proporciio de 1/1.

Solucdic B.R.K,

Citrato de s6dio . ....... . 80 g
Cloreto de sodio ........ 42 g
Glicose anidea .......... 205 g
Solucdo 10% de acido citri-

oo S 8,0 mi
Agua destilada q.s. p. . ... 1 000,0 ml

Ajustar o pH a 6.1 com solugiio de
4eido citrico. Esterflizar em avtoclave a
110°C, por 15 minutos. Juntar entfio
0,002 g de estreptomicina para cada ml de
solucdo,

Tampio de barbitiirico (5 vézes isotnico)

Cloreto de s6dio ........ 83,80 ¢g
Bicabornato de sédio ... .. 252¢g
Dietilbarbiturato de sédio 30 g
Acido dietitbarbitirico ... 45 g
Agua destilada g.s.p. ... 2000,0 ml

Dissolver o 4cido dietilbarbitirico em
500 ml de dgua destilada quente e adicio-
nar 4 solucdo os outros componentes.  Es-
friar ¢ completar o volume.
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Para o preparo da soluglo tampio, to-
mar 200m] da f6rmula 3 vézes isotdnica
e completar 0 volume para 1000 ml com
dgua destilada.

Preparo da suspensdo de globulos
padronizada

1. Os giébulos de carneiro devem ser
conservados em geladeira e s& usados 48

horas apds a colheita em solugo B.R K.,
1/1.

2. Os globulos de carpeire, anfes de
serem utilizados, devem ser filtrados em
gaze.

3.  Os gidbulos filirados sfo diluidos em
solugio tampdo na proporgdo de 1/3. Os
tubos sdo centrifugados a 2000 r.p.m.,
durante 5 minutos.

4. Decanta-se o sobrenadante, procu-
rando-se retirar também os glébules bran.
cos que constituer a parte superior do
sedimento,

5. Adicionase nova guantidade de so-
lugio tampdo, ressuspendem-se os gldbulos
¢ os tubos sdo novamente centrifugados.
FEsta operac@o deve ser repetida mais duas
vézes,

6. Apbs a dltima lavagem dos glébu-
los, éstes sfo transferidos para tubos gra-
duados de 15 ml e centrifugados a 2 000
r.p.m., durante 15 minutos.

7. Lése o volume dos gldbulos sedi-
mentados nos tubos graduados de 15 ml
© retita-se cuidadosamente o liquido sobre-
nadante.

8. Com o sedimento, prepara-se uma
suspensfo de glébulos, a 2%, mulfiplican-
do-se por 49 o resultado da leitura do se-
dimento no tubo graduado.

Suponhamos que a leitura do sedimento
no tubo graduvade fol igual a 2,1 ml.  En-
t8o, 2,1 mix49 = 1029 ml de solugio
tampdo necessiria para se obier uma sus-
pensdo, a 2%, de globulos de carneiro.

9. Coloca-se exatamente 15 ml de sus-
pens@o de gldbulos, a 2%, em uwm tubo
graduado de 15 mi e centrifuga-se, durante

10 minutos, 2 2000 r.p.m. Se a suspen-
s80 de gldbulos estiver convenientemente
preparada, ela produziri um sedimento
igual a2 0,3 ml = 0,1 ml,

Nota: Quando o volume dos gldbulos
estd aquém ou além dos limites estabeleci-
dos, devese corrigiv a concentragio dos
mesmos. A férmula abaixo permite esta-
belecer a quantidade de tampfo gue deve
ser eliminada ou adicionada & suspensio de
gidbulos.

Exemplo 1

Volume da suspensdo de glébulos
a 2% == 100 ml]

Leitura obtida em tubo graduado
de 15 a1 = 027 m}

0,27 ml
x 100 ml = 90 mi
0.3 ml

Assim, da suspensfo de giébulos a 2%
preparada, devem ser retirados 10 mi de
liquido sobrenadante.

Exemplo 2

Volume da suspensfio de gldbulos
== 100 m]

Leitura obtida no tubo graduado
de 15 ml = 0,33 ml

0,33
x 100 = 110 ml

0,3

A suspensio de glébulos de carmeiro
preparada deve-se adicionar 10 ml de so-
Ingcho tampéo,

10. A suspensio de globulos de car-
neiro deve ser conservada em geladeira &
antes do seu uso o recipiente deve ser agi-
tado convenientemente, a fim de assegurar
uma suspensiio nniforme,

A suspensfio de glébulos de carneiro po-
de também ser padronizada colorimétrica-
mente da maneira seguinte:;

a) Apos a tdliima Javagem dos gidbulos
de carneiro em tubo graduado, ler o vo-
lnme do sedimento ¢ multiplicar por 49,

75



BARACCHINI, O, & BRITTO = SILVA M —
¢lo do complemento usando antigeno metilico de
Chagas, Rev. Inst. Adolfo Lutz 29/3%: 73-79,

Emprégo da téenica de Kolmer, modificada, na fixa-
T'rypancsoma crugi  no diapndstico da doenca de
1063 /70

O resultado traduz a quantidade de solucfio
tampfo a ser adicionada ao sedimento para
se ter uma suspensdo de glébulos a 2% .

b) Tomar 0,2 ml da suspensio de glé-
bules e adiciorar a 1,8 ml de 4dgua destila-
da, em um tubo (12x75), Medir a den-
sidade otica pelo fotdmetro (Evans) usan-
do filtro 530 (verde-amarelo), tendo como
blank 4gva destilada, ajustado a densidade
Stica zero.

¢) A densidade Gtica de uma suspensfo
a 2% de globulos de carneiro oscila entre
0,24 ¢ 0,27.

d) Se a densidade estiver fora désses
limites, acertar ¢ volume da suspensio apli-
cando a seguinte formula:

V. = Vo x Do

0,26
onde:
V. é o volume desejado,
Vo
Do

g) Quando Do é maior do que 0,27,
corrigir a suspenso, juntando solucdo tam-

#

é o volume preparado.

é a densidade 6tica média.

f) Quando Do é menor do que 0,24,
a suspenso estd muite diluida; entdo V.
¢ menor do que Vo. Néste caso, deve-se
retivar por centrifugacio da suspensio de
giobulos uma quantidade de solucic tam.-
pio igual (Vo — V.).

g) Depois de corrigida a suspensdo, de-
terminar novamente a densidade dtica co-
mo em b.  Uma véz verificada a corregiio,
& suspensdo deve ser conservada em gela-
deira até © seu wso dentro de 24 horas.

Titulagdo da hemolisina

Diluir a hemolisina a 1/100 como segue:

Hemolisina glicerinada . 2 mi
tampio . . . . . 94 mi
fenol a 5% em salina . 4 mi

Da solugdo estoque, preparar diluicio a
1/1 000 de hemolisina adicionando num
tubo de ensaio 4,5 ml de tampio, mais 0,5
ml da soluciio estoque. Agitar bem, colo-
car numa estante 10 tubos de ensaio
{12x 75, numerados de 1 a 10. Pipetar
0,5 ml da solugdo de hemolisina a 1/1 600
nos primeiros 5 tubos. A seguir, proceder

pdo num volume igual (V. - Vo). como no quadro I,
QUADRO I
Tubo Hemolisina Solugio
1/1 coo tampio Téenica Diluigie
ne mi mal

1 8,5 1 1: 1.0m
2 5 0,5 misturar ¢ desprezar 45 ml 11 2.000

3 0,5 1.0 misturar e transferir 0,53 ml
ao tube 6 - desprezar .5 mi 1: 3.000

4 .5 1,3 misturar e transferir 0.5 md
ac tubo 7 . desprezar 1 ml 1: 4,800

5 0,5 2.0 misturay € transferir (.5 ml
' ’ ao tubo § . desprezar 1,5 ml 1: 5.000

5 i} 0.5 misturar e transferir 5 mi
ao tubo 9 1: 6.000

7 0 6,5 misturar e transferir 0,5 ml
ao tube 10 1: 8,000
8 4] 0.5 misturar € desprezar 6,5 ml 1:10.060
9 Q 0,5 misturar & desprezar 0,5 ml 1:12.060
10 4] 0.5 misturar ¢ desprezar 6,5 ml 1:16.800
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Adicionar 0,3 ml de 1 diluicdo de com-
plemento a 1:30 a cada um dos tubos.

Adicionar 1,7 ml de tampfo a cada tubo
e 0,5 ml de glébulos de carneiro a 2%.

Agitar bem ¢ colocar a estante com 0s
tubos em banhomaria a 37°C por 60 mi-
nutos.

Leitura

O tubo contendo a diluicgo mais alta de
hemolisina que apresentar hemélise total
conterd uma unidade de hemolisina,

Do resuliado obtido, a hemwlisina 1:100
serd diluida de maneira a conter 5 unida-
des em 0,5 ml. Por exemplo: se a diluicio
mais alta de hemolisina que deu hemdlise
completa foi a diluicBo 1: 4 000, indica que
0,5 md contem wma unidade. Entdo 0,5
mi da dituigho 1:800 contém 3 unidades.

Assim, 10 ml da solugfio de hemolisina a
1:100 mais 70 mi de tampio seria a dilui-
¢Bo a ser empregada na reacfo,

Complemento

Esse componente da reacio é o mais ins-
tivel de todos ¢ o maior responsdvel pelos
problemas que ocorrem nas reacdes de fixa-
¢do de complemento, Atualmente, o co-
mércio especializado dispoe désse elemento
gue & conservado no estado liofilizado; no
enianto, antes do sew emprégo na reaco
propriamente dita, recomendamos a sua re-
tituiagHo,

Titulag@o do complemento

Adicionar 1 ml de complemento a 29 ml
de tampiéo.

Colecar numa estante 10 tubos (12 x75)
numerados de 1 a 10. Seguir o quadro II.

GQUADRO 11

Titulagdo do comdiemenic

(=3 o
Tubo Compiemento Antigeno Solugio ‘% X 2
5 Hemolisina | Glohulos de ]
no $:30 diluido tampio 3] b
& =
1 0,10 05 1.4 o5 05
2 013 0.5 L4 8 0.5 45 8
g E
3 0.20 85 13 g 03 053 g
=] ]
s 0,25 85 13 E 05 55 E
5 0,30 ] 1.2 | 8.5 05 I
o L
6 435 05 1,2 3 0.5 0.5 2
Pl‘q- o
7 840 0,5 Li o a5 85 =
i
8 0,45 03 Lt g 03 0.5 2
- o~
9 2,50 0.5 L0 - 0.5 85 ~
10 - - 25 - a5
Determinar a menor quantidade de com- complemento. Duas unidades cheias sfo

plemento que did hemdlise completa. Esta
serd a unidade exata do complemento. A
unidade cheia contém 0,05 ml a mais de

requeridas para o teste propriamente dito,
Estas podem ser determinadas como no
quadro LiL
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QUADRG I

Complemento Tnidade

1:30 Hemslise do

mi Complemento
4350 completa —_

(4,45 completa chela
0,40 | completa exata
(.35 parcial e

0,30 nic houve —

0,25 odoc houve o

Para se determinar a quantidade de com-
plemento que deve ser empregada de ma-
neira a conter duas unidodes cheias em

Reacio de Kolmer modificada

1 ml, de acérdo com o exemplo dado, pro-
cede-se da seguinte maneira:

0,4 mi compl. 1:30
0,45 ml compl. 1:30

1 unid, exata
1 unid. cheia

2 unid. chelas 0,90 mi compl. 1:30
30
e 7 1,33
0.9

Assim, 1 parte do complemento mais 32
partes de tampdo dard a diluigio 1:33.

No teste propriamente dito niio se reco-
menda empregar 2 unidades cheias de com-
plemento em dituicio inferior a 1:30 e nem
superior a 1:43,

Nota — A substituicio de duas unidades
cheias de complemento por duas unida-
des exatas aumenta a sensibilidade da
reaclio, porém, aumenta também a pos-
sibilidade de reagBes cruzadas, No entan-
to, achamos véalida principalmente para
os Servicos de Banco de Sangue.

QUADRO IV
Tubo Tubos de comnirdle
de
reagHo 2 ; Sistema Gidhulos
o soro Antigeno hemolitico aichulos
ml ml mi ml
Solugho tampio 0 0,25 0,1 8,35 1,85
Séro do paciente 61 0.1 0 9 0
Antigenc 0,25 3 0 0,25 Y 0
i
Encubar Temperatura ambiente -— 15 mimuitos
Complemento
{2 unidades cheias} 0.5 03 0.5 85 0
Eacubar Banho-maria 370C - 90 minutos
Hemolisina _ ] N .
(5 unidades) 8,25 i 4,23 0,25 2,25 3
Globulos carneiro a 2% 8,25 % 0,25 0,25 6,23 025
]
Exncubar Banho-maria 37°C - 30 minutes e leitura
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O sdro contrdle deve apresentar hemé-
lise completa dos glébulos de carneiro.

Os resuliados da reacdo propriamente
dita podero ser fornectdos pela quantidade
de complemento fixado:

Nenhuma hemélise = rcagente

23% de hemdlise — reagente

509% de hemdlise = reagenie

75% de hemdlise — reagente

95% de hemdlise — fracamente

reagente

100% de hemdlise =— ndo reagente
Observacdes

1. O twho de contrdle do sbro deverd
apresenitar hemolise total. O tubo con-
trole do antigeno deverd apresentar
hemélise total. O tubo contréle do
sistema hemolitico deverd apresentar
hemdlise total, O tube contrdle dos
gldbulos de carneiro nde deverd apre-
sentar qualguer hemdlise.

2. As reaghes positivas podem ser titula-
das pela diluicdo do sbro a 1/2 —
1/8 —1/16 — 1/32 etc. O resultade
serd fornecido: sbro reagente a 1/4
ou 1/32 efc.

RESUMO

Os autores apresentam uma reagio de
fixagio de complemento com 100% de
hemolise para o sistema Chagas, empregan-
do, como antigeno, o antigeno metilico pre~
parado segundo Baracchini et alii, 1966,

O principal objetivo dos autores déste
trabatho € possibilitar a qualguer laboraté-

ro de sorclogia trabalhar em doenca de
Chagas com uma téenica soroldgica sim-
ples ¢ segura,

A referida téenica € a que vem sendo
empregada nos laboratérios do Instituto
Adolfo Lutz, onde virios estudos compara-
fivos j4 foram realizadoes, tanto com outras
téenicas, como a de Freitas e Almeida,
1949, como com reagles de imunoflucres-
céncia,
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