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COMPLEMENTO, USANDO ANTíGENO METíLICO DE TRYPANOSOMA CRUZI

NO DIAGNÓSTICO DA DOENÇA DE CHAGAS

MODIFIED KOLMER COMPLEMENT FIXATION TEST, USING METHANOLIC ANTIGEN
OF TRYPANOSOMA CRUZ!, IN CHAGAS' DISEASE DIAGNOSIS

OCTAVIO BARACCHINI (1)

MANOEL DE BRITTO E SILVA (2)

SUMMARY

A modified Kolmer complement fixation test using methanolic antigen of
T. cruzi prepared according Baracchini et aZii, 1966is described. The related test
was adapted for the use of methanolíc antigen of T. cruzi, that nowadays is the
more pratical because or its stability at room temperature, economy, rapid and
easy preparation, besides its good especificity and sensibility.

The principal aim of the authors is just to give the possibility of any
laboratory, to work on Chagas' disease serology usíng a simple and good technique.

INTRODUÇÃO

A sorologia da Doença de Chagas é uma
das solicitações mais constantes nos labo-
ratórios de Saúde Pública do Estado de
São Paulo e do Brasil. Essa demanda
cresce dia a dia em função da maior aten-
ção dispensada pelas autoridades sanitárias
brasileiras ao importante problema da in-
fecção chagásica. Necessário é, portanto,
que se desenvolvam técnicas sorológicas
seguras e de fácil execução, para que qual-
quer laboratório com atividade polivalente
possa participar ativamente no levantamen-
to sorológico da doença de Chagas na co-
munidade brasileira.

O presente trabalho visa justamente a
descrição de uma técnica proposta por
KOLMER6 para o sistema sífilis. A refe-
rida técnica foi adaptada para o sistema
Chagas, usando-se como antígeno, o antí-
geno metílico preparado segundo BARAC-
CHINI et alii",

Os estudos comparativos realizados entre
a técnica que apresentamos (com 100%
de hemólise) e a de FREITAS & ALMEI-
DA5 (com 50% de hemólise) e com testes
de ímunofluorescência, permitiram a sua
indicação para a rotina dos trabalhos soro-
lógicos da Doença de Chagas nos labora-
tórios do Instituto Adolfo Lutz.

A introdução do antígeno metilico de
T. cruzi na sorologia na Doença de Chagas
por BATISTA & SANTOS4 e BARAC-
CHINI et alii', modificou por completo a
situação do diagnóstico sorológico da in-
fecção chagásica. Anteriormente à publi-
cação dos autores citados, poucos eram os
laboratórios que podiam trabalhar em so-
rologia da doença de Chagas, pois os an-
tígenos aquosos utilizados" apesar da bôa
especifidade, não são estáveis, são pouco
econômicos e de preparo demorado.

Além disso, como verificaram ALMEI-
DA1 e ALMEIDA et alii2, os antígenos

(1) Professor Catedrático de Microbiologia e Saúde Pública da Faculdade de Farmácia e Odontologia de
Ribeirão Prêto e Biologista do InstItuto Adolfo Lutz.

(2:)Médico Chefe da Secção de Sorologia do Instituto Adolfo Lutz.
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aquosos, de T. cruzi são menos sensíveis do
que os antígenos metílicos e ainda são
ricos em inibidores específicos para a in-
fecção chagásica quando empregados em
testes. de reação de fixação de complemento.

MATERIAL E MÉTODOS

Preparação do sôro

Após a colheita e a coagulação do san-
gue, o sôro é separado por centrifugação
e inativado pelo aquecimento a 56°C, du-
rante 30 minutos. Os soros prêviamezte
inativados devem ser reaquecidos a 56°C,
por 10 minutos, no dia da prova. O sôro
que apresentar partículas em suspensão
após a inativação deve ser novamente cen-
trifugado.

No caso especial de o sôro humano nor-
mal conter anticorpos hemolíticos naturais
para os glóbulos de carneiro, êsses anticor-
pos podem ser removidos empregando-se
a seguinte técnica:

a) Coloca-se 1 ml de sôro humano em
um tubo de 75 x 12 mm e leva-se êste tubo
ao refrigerador a+ -4°C, durante 15 mi-
nutos.

b) Ao sôro em questão adiciona-se uma
gôta de papa de glóbulos de carneiro la-
vados e concentrados.

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

d) Após a incubação em geladeira, o
sôro tratado pelos glóbulos de carneiro é
centrifugado e o sobrenadante estará pron-
to para o uso.

Sôro anticomplementar

Osôro anticomplementar pode ser nova-
mente testado preparando-se diluições se-
riadas em progessão geométrica. Para
cada diluição do sôro são preparados dois
tubos; um, funcionando como tubo teste-
munha e o outro, de reação. A primeira
diluição que apresentar, na prova qualita-
tiva, hemólíse completa no tubo testemunha
e reação fortemente positiva, no tubo rea-
ção, permite concluir que se trata de um
sôro reagente; caso contrário, o sôro é do-
tado de forte atividade anticornplementar.
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Glóbulos de carneiro

Os glóbulos de carneiro podem apresen-
tar maior ou menor resistência à ação
hemoIítica do complemento e da hemolí-
sina. Como os glóbulos de carneiro par-
ticipam na reação como indicador da fixa-
ção do complemento no complexo antígeno
anticorpo, é necessário estabelecer-se um
contrôle adequado dêste componente da
reação.

A contaminação bacteriana tem papel
importante na conservação dos glóbulos
de carneiro e daí a importância de se tra-
balhar nas, melhores condições de assepsia
possível desde a colheita dos glóbulos até
a sua utilização final.

Colheita do sangue

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

Solução B.R .K.

Citrato de sódio 8,0 g
4,2 g

20,5 g
Cloreto de sódio .
Glicose anidra .
Solução 10% de ácido cítri-

co 1. 8,0 ml
Água destilada q. s. p. . . .. 1 000,0 ml

Ajustar o pH a 6. 1 com solução de
ácido cítrico. Esterilizar em autoclave a
110°C, por 15 minutos. Juntar então
0,002 g de estreptomicina para cada ml de
solução.

Tampão de barbitúrico (5 vêzes isotônico)

Cloreto de sódio 83,80 g
Bicabornato de sódio . . . . . 2,52 g
Dietilbarbiturato de sódio 3,0 g
Ácido dietilbarbitúrico 4,5 g
Água destilada q. s. p. .,. 2 0000,0 ml

Dissolver o ácido dietilbarbitúrico em
500 ml de água destilada quente e adicio-
nar à solução os outros componentes. Es-
friar e completar o volume.
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Para o preparo da solução tampão, to-
mar 200 ml da fórmula 5 vêzes isotônica
e completar o volume para 1 000 ml com
água destilada.

Preparo da suspensão de glóbulos
padronizada

1 . Os glóbulos de carneiro devem ser
conservados, em geladeira e só usados 48
horas após a colheita em solução B. R. K . ,
1/1.

2. Os glóbulos de carneiro, antes de
serem utilizados, devem ser filtrados em
gaze.

3 . Os glóbulos filtrados são diluídos em
solução tampão na proporção de 1/3. Os
tubos são centrifugados a 2 000 r. p. m. ,
durante 5 minutos.

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

5 . Adiciona-se nova quantidade de so-
lução tampão, ressuspendem-se os glóbulos
e os tubos são novamente centrifugados.
Esta operação deve ser repetida mais duas
vêzes.

6. Após a última lavagem dos glóbu-
los, êstes são transferidos para tubos gra-
duados de 15 rol e centriíugados a 2 000
r. p. m., durante 15 minutos.

7 . Lê-se o volume dos glóbulos sedi-
mentados nos tubos graduados de 15 ml
e retira-se cuidadosamente o líquido sobre-
nadante.

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

Suponhamos que a leitura do sedimento
no tubo graduado foi igual a 2,1 ml. En-
tão, 2,1 ml x 49 = 102,9 ml de solução
tampão necessária para se obter uma 5US-
pensão, a 2%, de glóbulos de carneiro.

9 . Coloca-se exatamente 15 ml de sus-
pensão de gl6bulos, a 2%, em um tubo
graduado de 15 ml e centrífuga-se, durante

10 minutos, a 2 000 r. p .m . Se a suspen-
são de glóbulos estiver convenientemente
preparada, ela produzirá um sedimento
igual a 0,3 ml -+- 0,1 ml ,

Nota: Quando o volume dos glóbulos
está aquém ou além dos limites estabeleci-
dos" deve-se corrigir a concentração dos
mesmos. A fórmula abaixo permite esta-
belecer a quantidade de tampão que deve
ser eliminada ou adicionada à suspensão de
glóbulos.

Exemplo 1

Volume da suspensão de glóbulos
a 2% = 100 ml

Leitura obtida em tubo graduado
de 15 a 1 = 0,27 ml

0,27 ml
x 100 ml 90 ml

0,3 mI

Assim, da suspensão de glóbulos a 2%
preparada, devem ser retirados 10 ml de
líquido sobrenadante ,

Exemplo 2

Volume da suspensão de glóbulos
= 100 rol

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

0,33
x 100 = 110 ml

0,3

À suspensão de glóbulos de carneiro
preparada deve-se adicionar 10 ml de so-
lução tampão.

10. A suspensão de glóbulos de car-
neiro deve ser conservada em geladeira e
antes do seu uso o recipiente deve ser agi-
tado convenientemente, a fim de assegurar
uma suspensão uniforme.

A suspensão de glóbulos de carneiro po-
de também ser padronizada colorimêtrica-
mente da maneira seguinte:

a) Após a última lavagem dos glóbulos
de carneiro em tubo graduado, ler o vo-
lume do sedimento e multiplicar por 49.

75



BARACCHINI, O. & BRITTO E SILVA, M. - Emprêgo da técnica de Kolmer, modificada, na fixa·
ção do complemento usando antígeno metilico de Trypano8'oma cruZ! no diagnóstico da doença de
Chagas. Rev. Inst. Adolfo Lutz 29/30: 73'-79, 1:969/70.

o resultado traduz a quantidade de solução
tampão a ser adicionada ao sedimento para
se ter uma suspensão de glóbulos a 2% .

b) Tomar 0,2 ml da suspensão de gló-
bulas e adicionar a 1,8 ml de água destila-
da, em um tubo (12 x 75) . Medir a den-
sidade ótica pelo fotômetro (Evans) usan-
do filtro 530 (verde-amarelo), tendo como
blank água destilada, ajustado a densidade
ótica zero.

c) A densidade ótica de uma suspensão
a 2% de glóbulos de carneiro oscila entre
0,24 e 0,27.

d) Se a densidade estiver fora dêsses
limites, acertar o volume da suspensão apli-
cando a seguinte fórmula:

V. = Vo x Do

0,26
onde:

V. é o volume desejado.

Vo é o volume preparado.

Do é a densidade ótica média.

e) Quando Do é maior do que 0,27,
corrigir a suspensão, juntando solução tam-
pão num volume igual (V. - Vo) .

QUADROI

f) Quando Do é menor do que 0,24,
a suspensão está muito diluída; então V.
é menor do que Vo. Nêste caso, deve-se
retirar por centrifugação da suspensão de
glóbulos uma quantidade de solução tam-
pão igual (Vo - V.).

g) Depois de corrigida a suspensão, de-
terminar novamente a densidade ótica co-
mo em b. Uma vêz verificada a correção,
a suspensão deve ser conservada em gela-
deira até o seu uso dentro de 24 horas.

Titulação da hemolisina

Diluir a hemolisina a 1/100 como segue:

Hemolisina glicerinada

tampão .

feno! a 5% em salina .

2 ml

94 ml

4 mI

Da solução estoque, preparar diluição a
1/1 000 de hemolisina adicionando num
tubo de ensaio 4,5 ml de tampão, mais 0,5
ml da solução estoque. Agitar bem, colo-
car numa estante 10 tubos de ensaio
(12 x 75, numerados de 1 alO. Pipetar
0,5 ml da solução de hemolísina a 1/1 000
nos primeiros 5 tubos. A seguir, proceder
como no quadro I.

Tubo Hemolisina Solução
1/1 000 tampão Técnica Diluição

n.o ml ml

1 0,5 O .............................. 1: 1.000

2 0,5 0,5 misturar e desprezar 0,5 ml 1: 2.000

3 0,5 1.0 misturar e transferir 0,5 ml
ao tubo 6 _ desprezar 0,5 ml 1: 3.000

4 0.5 1,5 misturar e transferir 0,5 ml
ao tubo 7 • desprezar 1 ml 1: 4.000

5 0,5 2,0 misturar e transferir 0,5 ml
ao tubo 8 _ desprezar 1,5 ml 1: 5.000

6 O 0,5 misturar e transferir 0,5 ml
ao tubo 9 1: 6.000

7 O 0,5 misturar e transferir 0,5 ml
ao tubo 10 1: 8.000

8 O 0,5 misturar e desprezar 0,5 ml 1 :10.000

9 ° 0,5 misturar e desprezar 0,5 ml 1:12.000

10 O 0,5 misturar e desprezar 0,5 ml 1 :16.000
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Adicionar 0,3 ml de 1 diluição de com-
plemento a L:30 a cada um dos tubos.

Adicionar 1,7 ml de tampão a cada tubo
e 0,5 rnl de glóbulos de carneiro a 2%.

Agitar bem e colocar a estante com os
tubos em banho-maria a 37°C por 60 mi-
nutos.

Leitura

o tubo contendo a diluição mais alta de
hemolisina que apresentar hemólise total
conterá uma unidade de hemolisina.

Do resultado obtido, a hemolisína 1: 100
será diluída de maneira a conter 5 unida-
des em 0,5 ml. Por exemplo: se a diluição
mais alta de hemolisina que deu hemólise
completa foi a diluição 1: 4 000, indica que
0,5 ml contem uma unidade. Então 0,5
ml da diluição 1:800 contém 5 unidades.

Assim, 10 ml da solução de hemolisina a
1: 100 mais 70 ml de tampão seria a dilui-
ção a ser empregada na reação.

Complemento

:Êssecomponente da reação é o mais ins-
tável de todos e o maior responsável pelos
problemas que ocorrem nas reações de fixa-
ção de complemento. Atualmente, o co-
mércio especializado dispõe dêsse elemento
que é conservado no estado liofilizado; no
entanto, antes do seu emprêgo na reação
propriamente dita, recomendamos a sua re-
titulação,

Titulação do complemento

Adicionar 1 ml de complemento a 29 ml
de tampão.

Colocar numa estante 10 tubos (12 x 75)
numerados de 1 a 10. Seguir o quadro lI.

Titulação do complemento

QUADRO II

o o
Tubo Complemento Antígeno Solução ,," ,"'" o-

" ".g Hemolisina Glóbulos de gn.o 1:30 diluído tampão o.s <=i
H

--
I 0,10 0.5 1,4 05 05

2 0.15 0,5 1,4 " 0,5 05 '"'C 'C

" "3 0,20 0,5 1,3 ~ OS 0.5 ~
o o
.Q .g

4 0,25 0,5 1.3 o; 0,5 0.5" ">Q >Q

5 0,30 0,5 1,2 I 0,5 OS I
o o

6 035 0,5 1,2 0,5 0,5 oo
""'" M

M I7 0,40 0,5 1,1 0,5 0,5 "" "" '"0,5 o
8 0,45 1,1 '" 0,5 0,5 .Qo

.Q
N

9 0,50 0,5 1,0 - 0,5 0,5

I
:::.

10 - - 2.5 - 05

Determinar a menor quantidade de com-
plemento que dá hemólise completa. Esta
será a unidade exata do complemento. A
unidade cheia contém 0,05 ml a mais de

complemento. Duas unidades cheias são
requeridas para o teste propriamente dito,
Estas podem ser determinadas como no
quadro IH.
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QUADRO III 1 ml, de acôrdo com o exemplo dado, pro-
cede-se da seguinte maneira:

Complemento Unidade 1 unido exata 0,4 ml compl. 1:30
1:30 Hemólise do 1 unido cheia 0,45 ml compl. 1:30ml Complemento

2 unido cheias 0,90 ml compl. 1:30
30050 completa

0,45 completa cheia

0,40 completa exata

0,35 parcial

0,30 não houve

0,25 não houve

= 1,33
0,9

Assim, 1 parte do complemento mais 32
partes de tampão dará a diluição 1: 33.
No teste prõpriamente dito não se reco-

menda empregar 2 unidades cheias de com-
plemento em diluição inferior a L:30 e nem
superior a 1:43.
Nota - A substituição de duas unidades

cheias de complemento por duas unida-
des exatas aumenta a sensibilidade da
reação, porém, aumenta também a pos-
sibilidade de reações cruzadas. No entan-
to, achamos válida principalmente para
os Serviços de Banco de Sangue.

Para E.edeterminar a quantidade de com-
plemento que deve ser empregada de ma-
neira a conter duas unidades cheias em

Reação de Kolmer modificada

QUADRO IV

Tubo
Tubos de contrôle

de

reação sôro Antígeno Sistema Glóbulos
ml ml

hemolítico
mlml ml

Solução tampão o 0,25 0,1 0,35 0,85

Sôro do paciente 0.1 0,1 ° o o

Antígeno 0,25
I ° 0,25 O °

Encubar Temperatura ambiente - 15 minutos
----,

Complemento

I I I I
(2 unidades cheias) 0,5 05 0.5 05 °
Encubar Banho-maria 370C - 90 minutos

Hemolisina
025(5 unidades) 0,25 0,25 0,25 0,25

Glóbulos carneiro a 2% 0,25 0,25 0,25 0,25 025

Encubar Banho-maria 37°C - 30 minutos e leitura
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o sôro contrôle deve apresentar hemó-
lise completa dos glóbulos de carneiro.

Os resultados da reação propriamente
dita poderão ser fornecidos pela quantidade
de complemento fixado:

Nenhuma hemólise
25 % de hemólise
50% de hemólise
75% de hernólise
95 % de hemólise

reagente
reagente
reagente
reagente
fracamente
reagente
não reagente100% de hemólise

Observações

1. O tubo de contrôle do sôro deverá
apresentar hemólise total. O tubo con-
trôle do antígeno deverá apresentar
hemólise total. O tubo contrôle do
sistema hemolítico deverá apresentar
hernólise total. O tubo contrôle dos
glóbulos de carneiro não deverá apre-
sentar qualquer hemólise.

2 . As reações positivas podem ser titula-
das pela diluição do sôro a 1/2 -
1/8 - 1/16 - 1/32 etc. O resultado
será fornecido: sôro reagente a 1/4
ou 1/32 etc.

RESUMO

Os autores apresentam uma reação de
fixação de complemento com 100% de
hemólise para o sistema Chagas, empregan-
do, como antígeno, o antígeno metílico pre-
parado segundo Baracchini et alii, 1966.

O principal objetivo dos autores dêste
trabalho é possibilitar a qualquer laborató-

rio de sorologia trabalhar em doença de
Chagas com uma técnica sorológica sim-
ples e segura.

A referida técnica é a que vem sendo
empregada nos laboratórios' do Instituto
Adolfo Lutz, onde vários estudos compara-
tivos já foram realizados, tanto com outras
técnicas, como a de Freitase Almeida,
1949, como com reações de imunofluores-
cência,
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