Contribuicao para o diagnostico da Doenca de Chagas
pelas reacoes de imunidade (*)

I. FEstudo comparativo entre as reacdes de aglutinacdo e de [ixacao
do complemento

pelos Drs.

Julio Muniz e Giiberto de Freitas

(Com uma figura no texto)

O estabelecimento de um centro de estudos da doenga de Chagas (T ry-
panosomiasis americana), pelo Instituto Oswaldo Cruz, na cidade de Bam-
buy, Estado de Minas Gerais, nos facilitou a obtencdo de material abundante
para um estudo comparativo do valor diagnéstico das diversas reag¢des de
imunidade nessa doenca.

Neste primeiro trabalho iremos expor os resultados a que chegamos em
relacdo as reacdes de fixacdo de complemento e aglutinacdo. Nao expore-
mos aqui a revisido bibliografica sdébre o assunto cujos dados figuram no
final do nosso trabalho, o mesmo acontecendo em relacido com as numerosas
experiéncias que fomos obrigados a fazer com o fim de escolher entre as
varias técnicas propostas, aquelas que ésses ensaios nos evidenciaram sercm
as que resultados mais constantes e sequro ofereciam.

Somos de opinido, em vista dos resultados ja obtidos com estas reagdes
no diagnéstico da Trypanosomiasis americana, que elas nao devam consti-
tuir sdmente assunto de pura especulacdo cientifica mas passarem apds uma
necessaria estandardizacdo para o dominio dos trabalhos de rotina dos la-
boratérios clinicos, ndo sé6 dos grandes como dos pequenos centros populo-
sos do pais, pois o estudo de tdo importante endemia deve constituir preo-
cupacio constante ndo s6 dos higienistas como dos clinicos das regides cnde

-

ela é encontrada.

(*) Recebido para publicacao a 4 de¢ selenibro de 1944 e dada A publicidade em outubro
de 1944.
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CONSIDERACOES GERAIS

Reacdo de fixacdo de complemento — Das reagdes sorolégicas utilizadas
para fins diagnésticos a tnica que tem sido mais estudada na Tripanoso-

-~

miasis americana é a de fixagdo de complemento. Do seu valor falam os
numerosos trabalhos publicados a respeito. Apesar disso ela ainda nao se
apresenta com as caracteristicas de uma reagdo do tipo standard como devem
ser tddas aquelas de aplicagcdo rotineira e isso é devido a nao se ter ainda
fixado qual dos antigenos até hoje estudados oferece resultados mais cons-
tantes e sequros. As numerosas técnicas que vem sendo propostas para o
preparo désse componente, demonstram claramente ésse fato.

O primeiro antigeno usado foi o proposto por Guerreiro e Machado, em
1913, e era preparado com visceras de animais jovens (Cao) intensamente
infectados pelo Schizotrypanum cruzi. Tais antigenos que tiveram o grande
mérito de demonstrar as possibilidades desta reagdo no diagnéstico da mo-
léstia de Chagas foram quase completamente abandonados apesar de varia-
rem as técnicas propostas par seu preparo, por nao apresentarem estabilidade
e serem dotados de um poder fixador muito variavel, além de nao possuirem
caracteristicas de especificidade devido .4 complexidade de sua composigao.
Antes do aparecimento do trabalho de Kelser varias tentativas foram feitas
com o fim de utilizar culturas de Schizotrypanum no preparo de antigenos
mas os resultados obtidos foram mediocres devido ao emprégo de suspen-
sdes pobres de parasitas dada a dificuldade de obtengdao de culturas abun-
dantes com os meios entdo empregados para o seu cultivo. Em 1936 Kelser
propds uma nova técnica para preparo de um antigeno hidroglicerinado, par-
tindo de culturas ricas obtidas por éle, utilizando o meio de Bonacci. Com
ésse antigeno obteve Kelser étimos resultados, trabalhando com soros de in-
dividuos portadores da doencas de Chagas, fato ésse depois confirmado por
outros pesquisadores utilizando a mesma técnica. Romafia e Dias em 1942
descreveram um processo para preparo de um antigeno alcodlico partindo
de formas de culturas préviamente tratadas com acetona. Recentemente em
1943, Davis utilizando como conservador uma solucio de mertiolato a
1/10.000 em soluto fisiolégico, propds uma nova técnica para o preparo do
antigeno, partindo de culturas obtidas no meio de Bonacci e que sdao subme-
tidas & acdo de baixa temperatura apds suspensdo no liquido conservador.

Reacdo de aglutinacdo — A ndo ser o trabalho de Packchanian (1940),
que trata do preparo de soros aglutinantes e da pesquisa de aglutininas para
o Schizotrypanum cruzi em soros de cobaios infectadas experimentalmente,
nio sé com éstes tripanosoma como com o Irypanosoma brucei e Trypano-
soma hippicum, e o de Senekjie (1943), que investiga a questao da presenga
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de aglutinininas para os antigenos somatico e flagellar do Sch. cruzi nos
soros de coelhos imunisados experimentalmente, nenhum estudo foi feito com
relacio a esta reacdo de imunidade na doenga de Chagas. Deve-se isto, com
tdda a certeza, as dificuldades existentes até a pouco tempo na obtengdo de
culturas abundantes de Schizotrypanum cruzi, sem as quais dificil se torna
qualquer trabalho sistematico sdbre o assunto. O préprio Packchanian, nos
seus estudos, utilizou da técnica de cultivo no meio de N.N.N.

QOutra dificuldade para o estudo desta reagdo é representada pelo fato
de certas amostras de Schizotrypanum cruzi, quando recentemente isoladas,
e ainda nio perfeitamente adaptadas ao meio artificial de cultivo, apresenta-

rem uma tendéncia para aglutingdo espontdnea, quando em presenca de um
eléctrolito como cloreto de sédio, o que torna de todo impossivel o seu em-
prégo nas provas de aglutinagao.

Marques da Cunha teve ocasido de verificar éste fato, com grande
constancia, nas. amostras de Leishmania brasiliensis recentemente isoladas e
que s6 perdem esta propriedade apés serem mantidas por repiques sucessi-
vos, 4 a 6 meses nos meios artificiais de cultura.

Tivemos também ocasiao de verificar em relacdo ao Schizofrypanum
cruzi, que as culturas de uma mesma amostra obtida em meio liquido apre-
sentam maior tendéncia a aglutinagdo espontdnea que aquelas feitas num
substrato sélido.

Das seis amostras de Schizotrypanum que possuimos atualmente, e das
quais cinco sdo recentemente isoladas de casos humanos, trés delas (Expe-
dito, Oswaldo Barboza e Raymunda) apresentam uma tendéncia, embora
moderada, para a aglutinagio espontidnea, enquanto as outras dado suspen-
sdes perfeitamente homogéneas em soluto fisiolégico. As emulsdes mortas,

guer por agentes fisicos, como quimicos (formol, acido fénico, mertiolato,
etc.), apresentam uma maior resisténcia a aglutinacao que as suspensoes
vivas, nescessitando um tempo muito mais longo (24 horas) para a observa-
cio do fenomeno quando elas sdo utilizadas nas provas de aglutinagdo. As
suspensdes em soluto fisiolégico das culturas vivas para uso nas reagdes de
aglutinacdo pédem ser guardadas a temperatura de 5° C., durante uma se-
mana e no decorrer déste prazo, podem ser utilizadas perfeitamente nas rea-
cdes, sem demonstrar nenhuma variacdo no seu poder de aglutinar. Apés a
permanéncia por 24 a 48 horas nessa temperatura as suspensdes de culturas
que apresentam uma moderada tendéncia a aglutinagdo espontanea mostram-
se homogenas, conservando-se assim, mesmo depois de readquirirem a tem-
peratura do laboratério ou serem submetidas a uma temperatura de 37.° C.
O exame dessas suspensdes revela os parasitos com a mobilidade ligeira-
mente diminuida. Em nossas pesquisas soébre aglutinagdo com soros de
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doentes de Trypanosomiasis americana e trabalhando com trés amostras di-
ferentes de Schizotrypanum. nunca observamos variagdes no poder de se
aglutinar dessas amostras, quando em presenca de um mesmo séro, a nao
ser quando em presenca de soros especificos preparados com uma determi-
nada amostra, e assim mesmo as variacdes observadas foram pequenas. Soros
de alto poder aglutinante podem ser obtidos com facilidade em coelhos, bas-
tando para isso trés injegdes de emulsdo morta pelo formol e cinco a seis
injecdes de uma emulsdo viva, rica em parasitas. A via de escolha é a ve-
nosa e a intervalo a observar entre as injecdes, de 3 a 4 dias, podendo-se
obter desta maneira soros aglutinantes com titulos de 1/50.000.

ENSAIOS PRELIMINARES

O nosso primeiro cuidado antes de procedermos ao estudo comparativo
a que nos propusemos, entre as duas reagdes, a de fixacdo de complemento e
ca de aglutinacdo, na doenca de Chagas, foi de verificar por meio de numero-
sos ensaios qual a técnica a seguir no preparo de um antigeno que apresen-
tasse, além dos atributos imprescindiveis a ésse tipo de reagente (sensibili-
dade, especificidade e pequeno poder anticomplementar) o de estabilidade,
levando em conta o fato de representar a reagdo, da qual éle é um dos com-
ponentes, uma reacdo de rotina.

Com mazterial abundante obtido de culturas de trés amostras de Schizo-
trypanum cruzi (duas recentemente isoladas de casos humanos, amostra El-
vira e amostra Raymunda, e uma mantida a longo tempo em cultura, amos-
tra Tatu) preparamos por diferentes processos diversos tipos de antigenos,
a saber:

1) Suspensdo em soluto hidroglicerinado (segundo técnica de Kelser).

2) Suspensdo em soluto fisioldgico com mertiolato a 1/10.000 (se-
qundo técnica de Davis).

3) Autolisado em soluto fisiolégico, obtido em baixa temperatura.

4) Suspensdo em soluto fisiolégico com 0,1% de formaldeido.

5) Cultura dessecada no vacuo, a temperastura de 30° C., e reduzida
a po.

6) Extrato alcodlico obtido de cultura (segundo técnica de Romana e

Dias) .

Esses diversos antigenos foram estudados quanto ao seu poder tixador
e quanto ao seu poder anticomplementar, em periodos diferentes no decorrer
de trés meses. sendo mantidos durante ésse tempo numa temperatura de 5.°C.
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Para melhor comparagdo preparamos os antigenos com concentracio
equivalente de parasitas, usando para isso do processo nefelométrico, com
excessao do extrato alcodlico, que foi empregado de acérdo com a técnica
proposta por Romana e Dias. Os resultados désses nossos ensaios se resu-
mem no Seguinte:

1) O antigeno formolado é desprovido praticamente de poder fixador.

2) Autolizados conservam-se mal e rapidamente o seu poder fixador
decai.

3) O antigeno dessecado é dotado de um bom poder fixador e con-
serva-se bem, quando mantido nesse estado, mas é dotado de um
poder anticomplementar maior que o antigeno preparado sequndo
a técnica de Davis.

4) O extrato alcodlico (técnica de Romaifia e Dias) é dotado de um
fraco poder fixador em relagdo aos antigenos preparados sequndo
as técnicas de Kelser e Davis.

5) O antigeno hidroglicerinado (segundo técnica de Kelser) é dota-
do de um bom poder fixador, que tende a cair com o tempo, & me-
dida que aumenta o seu poder anticomplementar.

6) A antigeno com mertiolato (técnica de Davis) é dotado de um alto
poder fixador e um pequeno poder anticomplementar. Durante trés
meses éle se manteve estdvel, sem apresentar modificacdes.

Esses ensaios nos levaram a convic¢do de que o uso do mertiolato na
técnica do preparo do antigeno a ser utilizado na reacdo de fixacido de com-
plemento para a Trypanosomiasis americana, representa uma notavel contri-
buicao e torna possivel a estandardizacido da reacdo que, a nosso ver, re-
presenta o meio mais seguro de que dispomos para o diagnéstico dessa T'ri-
panosomiasis.

Queremos aqui assinalar que idénticos resultados obtivemos com seu
emprégo no preparo de antigeno para a reacdo de fixacio de complemento
na Leishmaniose tegumentar. Mas ja na conservagdo das suspensdes de Try-
panosoma equinum para emprégo na reagao de fixacdo de complemento com
tim de diagnéstico do “Mal de cadeiras’”’, o antigeno assim preparado mos-
trou~se muito interior ao constituido por uma simples suspensio em soluto
fisiologico de tripanossomas vivos.

Atividade antigéncia das amostras de Schizofrypanum cruzi e de outras
espécies de Trypanosomidae — Cardozo em 1943, trabalhando com séro de
animais experimentalmente infectados, verificou varia¢des acentuadas quarto
ao poder fixador das varias amostras de Schizotrypanum com que trabalhou,
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e aconselhou verificacdo prévia do poder fixador das amostras com as quais
se pretende trabalhar, bem como praticar a reagao sémente quando se dispde
de uma raca capaz de fornecer antigenos com poder fixador reconhecida-
mente alto.

Nos nossos ensaios com o fim de verificar tal possibilidade, trabalha-
mos com cinco amostras diferentes de Schizotrypanum, sendo quatro isola-
das de casos humanos (Expedito, Elvira, Raymunda e Oswaldo Barboza) e
uma de tatu (Dasypus sp.), amostra esta que vem sendo mantida varios anos
em cultivo artificial. Com estas diferentes amostras foram preparados se-
paradamente antigenos sequndo a técnica de Davis e depois experimenta-
dos na presenca de quatro soros de casos de doenca de Chagas. Na rea-
cao utilizamos a técnica quantitativa e os resultados fornecidos por ésses
cinco diferentes antigenos foram praticamente concordantes. E’ possivel que
as discordancias verificadas entre os nossos ensaios e os de Cardoso corram
por conta da diferenca de técnica empregada no preparo do antigeno.

Baseado no fato da maioria das reag¢des de imunidade nos protozoa-
rios, darem reacdes de grupo, um de nés, Muniz, em 1930, demonstrocu que
antigenos de T. equiperdum, preparado de acérdo com a técnica de Watson,
eram capazes de fixar o complemento em presenca de soros de doentes da
T'ripanosomiasis americana.

Aproveitando o material abundante que tivemos a nosso dispor, para a
feitura do presente trabalho, verificamos que idéntico fato ocorria em rela-
cdo ao T. equinum e a L. brasiliensis. Os resultados que obtivemos traba-
lhando conjuntamente com antigenos de T. equinum, de S. cruzi e L. brasi-
liensis sao perfeitamente comparaveis. E' verdade que o antigeno especifico
é capaz de fixar em presenca de concentracdes menores de s6ro, mas nas
concentracdes mais elevadas (0,2 — 0,1 — 0,05) os resultados foram abso-
lutamente idénticos.

A questao de cultivo e obtengcao de massas de Schizotrypanum cruzi —
Outro ponto de grande importadncia pratica no estudo das diversas reagdes
de imunidade refere-se aos métodos de cultura com o fim de obter abundante
quantidade de parasitas ndo s6 para o preparo de antigenos como de suspen-
sOes para o emprego nessas reac¢des. E' sabido que entre os tripanosomas pa-
togénicos o Schizofrypanum cruzi é aquéle de mais facil cultivo. Meios como
o de N. N. N., Noguchi, agar nutritivo glicosado com sanque de coelho,
se prestam admiravelmente, ndo s6 para manutencao das amostras no labo-
ratério como para seu isolamento, quer se parta de sanque humano como de
animais infectados. Pela facilidade com que éle se desenvolve nos meios
artificiais de cultivo, constitui esta prova 6timo recurso a ser utilizado com o

fim de diagnéstico. Nas culturas a sua vitalidade ¢ bastante longa e em certos
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meios como Noguchi, ela pode ser de meses, desde que seja mantida uma
temperatura nio acima de 30.°. Para obten¢do de culturas em massa foram
propostas varias férmulas de meios (Bonacci, Kesler, Senekjie, etc.), que em
altima analise nada mais s@3o que agar nutritivo glicosado, enriquecido com
sangue de coelho.

Pela experiéncia que temos, somos de opinido que a obtencdo de grandes
quantidades de parasitos depende mais do modo de se proceder as culturas
do que propriamente das variagdes que possam ser introduzidas na compo-
sicio do meio a ser utilizado. Os elementos basicos sdao representados pelo

sangue e pela glicose. As modificagdes propostas na confec¢do do agar nu-
tritivo, representadas pelo emprégo de componentes déste ou aquéle fabri-
cante, sio de pouca influéncia, pois até hoje temos utilizado para obtengao
das culturas do mesmo agar nutritivo empregado na rotina bacteriolégica
do nosso Instituto, preparado de acdordo com a férmula classica e com uma
peptona de fabricagdo macional (Geyer). Quanto aos frascos a serem uti-
lizados, melhores resultados se obtem procedendo as culturas em frascos
Erlenmeyer de capacidade de 100 ou 200 cc., do que utilizando garrafas
de Roux de maior ou menor capacidade, porque nas mesmas o desseca-
mento da superficie do meio se processa mais rapidamente. O modo de se
proceder a sementeira é de capital importancia. A suspensao das formas evo-
lutivas do Schizotrypanum empregada como semente, deve ser bastante
rica, dependendo disso e encurtamento do prazo e a riqueza da cultura
a ser obtida. A suspensido deve ser feita em caldo nutritivo glicosado, ao
qual se adiciona soluto fisioldégico na propor¢do de 1 para 2. A quantidade
de semente, representada por essa suspensdo, a ser adicionada a cada frasco
deve ser suficiente para cobrir completamente a superficie do meio a semear.
Costumamos usar para frascos de 100 cc., 1,5 cc; e para os frascos de 200 cc,

2,5 cc. Isto tem por fim manter iimida a superficie do meio e permitir que
se forme no fim do 5.° a 6.° dia apds a evapora¢dio da camada liquida, um
espesso enduto de parasitas sébre a mesma. Nio se tendo ésse cuidado, e
empregando-se uma menor quantidade de liquido o desenvolvimento em vez
de se processar sob a forma de um verdadeiro manto, ocorre em pontos iso-
lados, sob a forma de colénias, devido ao dessecamento que sofre a super-
ficie do meio, apds a evaporacgao rapida da porcdo liquida empregada na se-
menteira.

O emprégo de abundante camada liquida é desvantajoso, pois fornece
cultura muito menos abundante e nela o parasita tem a tendéncia a se de-
senvolver formando pequenas coldénias constituidas por elementos reunidos
sob a forma de roseta, e que ddao a cultura um especto grumoso, com ten-
déncia a aglutinar espontineamente, mesmo depois de lavados e suspensos
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em soluto fisiologico. A necessidade que tem o parasita, de oxigénio, para
o seu cultivo, pode ser demonstrada pela simples observacao das culturas
em meio de Noguchi, no qual um desenvolvimento abundante ocorre, mas

somente na camada mais superficial do meio a qual se acha em contato di-

Fotografia de uma cultura de Schizotrypanwm cruzi (amostra Raimunda) com
8 dias, no meio agar-glicose-sangue de coelho, feita em balao de Erlenmeyer

réto com o oxigénio do ar, enquanto as camadas mais prolundas permane-
cem completamente livres de desenvolvimento.

A experiéncia nos demonstrou que o cultivo sobre um substrato sélido

permite obter maior rendimento de cultura, evidenciado pelo fato de se con-
sequir, empregando essa técnica em tnico cultivo feito em frasco de Erlen-

mevyer, de capacidade de 200 cc., e contendo apenas 25 cc do meio de cul-
tura, a quantidade de 0,5 cc de uma massa tornada exclusivamente de pa-

rasitas.
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Outro fator de grande importancia é o de se proceder as culturas numa
temperatura constante, evitando variagdes como as que ocorrem quando Sao
deixadas a temperatura ambiente. E’' muito comum, quando nao se procura
evitar éste fator, obter-se resultados muito inconstantes, apesar de se utilizar
o mesmo meio de cultivo. A temperatura 6tima oscila entre 28.° e 29.° C,,
embora ocorra desenvolvimento em temperatura um pouco acima (30° a 32°)
ou abaixo (24° a 27°) das que acabamos de referir.

A adaptacdo do parasita ao meio de cultivo se faz rapidamente, e cul-
turas luxuriantes podem ser obtidas com essa técnica, ja na segunda ou ter-
ceira passagem apds o isolamento. Toédas as cinco amostras com que tra-
balhamos, isoladas de casos humanos, se comportaram dessa maneira.

TECNICAS USADAS

Meio para cultivo em massa, do Schizotrypanum cruzi — A 100 cc. de
agar nutritivo glicosado (caldo de carne 100 cc. peptona 1 gr. Cloreto de
sédio 0,5 g e glicose 2 g. Esterilizagdo a 120°. pH 7,2 a 7,4) juntar apds
fusdo sequida de resfriamento a 50° graus, 10 cc. de sangue destibrinado
de coelho e 10 cc. de caldo de figado (25 g. de figado, 100 cc de agua-
vapor fluente 20 minutos — filtrar — juntar 1 g de peptona e 0,5 de cloreto
de sédio — esterilizar a 120°) . Agitar sem formar espuma e por meio de
uma pipeta de bola, esterilizada, distribuir em frascos de Erlenmever com a
capacidade de 100 cc. e préviamente esterilizados, uma quantidade de meio
suficiente para se obter uma camada, com a espessura de 1,5 cm. Apés so-
lidificacdo do agar, os frascos sao colocados na estufa a 37° C., de um dia

para outro, com o fim de verificar a esterilidade, e, s6 apds esta prova sao
utilizados para cultura.

Inicio das culturas e modo de proceder os repiques — A agua de con-
densacic de trés tubos de meio de N.N.N., semeados dez dias antes com a

»

amostra de Schizotrypanum a ser cultivada, é pipetada e misturada num
tubo esterilizado com igual volume de caldo glicosado a 29 . Apébs esta ope-
racdo, com 1,5 cc de mistura, é feita a sementeira de cada frasco, que depois
disso sdao colocados numa estufa regulada a 28° C. Utilizamos no nosso
laboratério, para ésse fim, uma estufa de aquecimento e refrigeracao forne-
cida pela “Precision Scientific Co.”. Os baldes devem repousar sébre uma
superficie perfeitamente plana, a fim de que o liquido que serviu como se-
mente cubra completamente tdda a superficie do meio. Apdés 5 a 7 dias, a
evaporacao da massa liquida, se completa e se acha substituida por um en-
duto timido constituido por massas de parasitas.
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Utilizando-se como semente esta primeira cultura obtida, torna-se facil
dai por diante, conseguir em série, culturas extremamente ricas em parasi-
tas, bastando para isso, emulsionar o conteido de um frasco com uma mis-
tura de caldo glicosado a 2%, duas partes, e soluto fisiolégico, 1 parte, e
proceder a novos repiques observando as regras acima expostas.

Apesar da sobrevivéncia das culturas assim obtidas ser longa, a sua
utilizagdo para os diversos fins deve ser no maximo, até o 10.° ou 12° dia,
devido ao fato que apds ésse prazo, comecam a aparecer numerosas formas
do parasita em desintegrag¢ido, ocasionada principalmente pelo dessecamento
que vem a sofrer o meio.

Técnica para obtencao de cultura em massa de Leishmania — Para isso
o melhor processo consiste de culturas em placas, utilizando pincéis para se-
menteira. O meio a ser empregado é o agar nutritivo a 3%, com 2% de
glicose, pH 7,2 a 7,4, ao qual se adiciona no momento do preparo das placas,
sangue desfibrinado de cavalo na proporcio de 1 para 5. Utilizamos nesse
trabalho placas de Petri com o didmetro de 10 c¢cm, e 5 ¢cm de altura. Par-
tindo de culturas em meio de Noguchi, e utilizando sdomente a porg¢do super-
ficial do meio onde ocorre o desenvolvimento do parasita, procede-se a pri-
meira sementeira das placas, utilizando pincéis esterlizados no autoclave e
embebidos na semente, e com éle fazendo 3 a 4 estrias sdbre .a superficie do
meio a semear. Apods esta operacdo as placas sao deixadas a temperatura de
22° a 24°, invertidas com -a tampa. para baixo, e no interior desta sio colo-
cados 2 a 3 cc. de uma solugao saturada de sublimado em agua, com o fim
de manter certo grau de imidade no interior da placa.

Apds 8 a 10 dias procede-se a novo repique, partindo do material obtido
na primeira cultura, que é recolhido por meio de pincél e com éle feitas novas
sementeiras.

Material abundante pode ser obtido apés 3 a 4 repiques, e se ter o pa-
rasita adaptado a esta forma de desenvolvimento.

Preparo da suspensdo de Schizotrypanum cruzi para emprégo na reacio
de aglutinag@o — Uma cultura de Schizotrypanum em frascos de Erlenmeyer,
datando de 6 a 8 dias, é emulsionada em solucao fisiolégica. Para isso se
coloca no interior do frasco, no qual se procedeu a cultura, 10 cc de soluto
fisiolégico, e, por meio de aspiracdes e jatos sucessivos do liquido sdbre a
superficie do meio, obtidos com uma pipeta de Pasteur esterilizada, conse-
gue-se despreender a pelicula formada pelo desenvolvimento do parasita e
obter uma suspensido do mesmo. Desde que isso seja conseguido, aspira-se
toda suspensdo com uma outra pipeta, na extremidade da qual se enrola
uma camada fina de algodao hidréfilo, com o fim de reter tdédas as parti-
culas de gelose que costumam desprender-se do meio durante a primeira ope-
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racdo. Feito isso, a suspensdo é passada para um tubo esterilizado, tendo-se
antes o cuidado e por meio de uma pin¢a flambada retirar o algodao car-
regado de particula de gelose que é desprezado.

A emulsido espéssa assim obtida é lavada duas vézes em soluto fisiolé-
gico, usando-se para isso a centrifugagdo. No final dessa operagdo a massa
ds parasitas é novamente suspensa em 5 ou 10 cc. do mesmo soluto, e cons-
titui a suspensdao estoque com a qual se procede a feitura da suspensao a
ser empregada na reagdo. A suspensdo estoque pode ser guardada em baixa
temperatura (5.° C) e servir para o mesmo fim durante usa semana. A
maioria dos parasitas nela contida se conservam vivos durante ésse espago
de tempo e se comportam de igual maneira na reagao como os da suspensao
recentemente preparada.

No momento de ser feita a reacdao procede-se ao preparo da suspensao
a ser empregada, e para isso se coloca num tubo esterilizado um volume su-
ficiente de soluto fisiolégico que varia de acérdo com o nimero de reagdes
a serem feitas e a éle se adiciona por meio de uma pipeta algumas gotas da
suspensiao estoque de maneira a se conseguir uma turvagao equivalente a
gue se obtém adicionando 0,05 de uma solucao de cloreto de bario a 1%, a 10 cc
de um soluto de acido sulfiirico a 1%.

Suspensdes mais concentradas de parasitas nao devem ser usadas por-
que podem mascarar o resultado da reagao. E’ necessario observar se apos
o preparo da suspensdo ocorre uma aglutinagdo espontadnea do parasita fato
ésse que pode ser logo observado e que invalida o emprégo da mesma na

reacao.

Técnica da sbéro aglutinacido — Com os soros separados dos coagulos
e libertos das hematias por centrifugagao sao feitas, utilizando soluto fisio-
logico, uma série de diluicdes com titulos diferentes a partir de 1/10 até
1/10240 que sao distribuidas na quantidade de 0,5 cc em um namero equi-
valente de tubos de hemolise. Em seguida é adicionado a cada um déles
0,5 cc da suspensdo preparada de acérdo com a técnica acima descrita. Um
tubo testemunha é feito separadamente contendo 0,5 de soluto fisiologico e
0,5 cc de suspensdo. Apds agitacdo a série de tubos é colocada em banho-
-maria a 37° C. A leitura é feita duas horas depois. Os resultados obser-
vados sdo representados da seguinte maneira : -~-+-}+-- aglutinagdo total
com a formacdo de grandes flécos (tipo flagelar). -+-+- aglutinagao total
com a formacio de flocos finos (tipo somatico). - aglutinagdo parcial. O

Auséncia de aglutinagao.

Técnica do preparo do antigeno de Schizotrypanum cruzi para a reagao
de fixacdo de complemento — Nas suas linhas gerais sequimos a técnica pro-
posta por Davis, despresando certos detalhes como centrifugacdes a baixa
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temperatura durante a lavagem das culturas bem como o emprégo da mis-
tura gélo seco e metil celossolve com o fim de congelar a suspensao apés o
seu preparo com a solucao salina de mertiolato. Procedemos da seguinte
maneira :

Em quatro frascos de Erlenmeyer de capacidade de 100 cc contendo
cultura de Schizotrypanum com a idade de 6 a 8 dias, sao colocadas, em
cada um déles, 5 cc de soluto fisiolégico. Pelo mesmo processo ja descrito
para o preparo da suspensao para o emprégo na rea¢ao aglutinagao sao obti-
dos dos quatro frascos suspensdes de parasitas livres de particula de gelose.
Em seguida sido misturadas e colocadas em tubo centrifugo e submetidas a

uma centrifugacdo violenta (3000 rotagdes). O liquido que sobrenada é
substituido por igual quantidade de soluto fisiolégico, tendo-se o cuidado de

por novamente em suspensao a massa de parasitas obtida no fundo do tubo.
Esta operacio é repetida por mais duas vézes com o fim de libertar os para-
sitas de qualquer traco de substdncia contido no meio de cultura. Apds a
iltima centrifugacdo o liquido que sobrenada é desprezado e a massa de pa-
rasitas suspensa num volume 10 vézes maior de um soluto fisiolégico, con-
tendo mertiolato na proporcao de 1/10.000. Utilizando tubos centrifugos
graduados esta operacdo é facilitada. A suspensio espéssa assim obtida é
pipetada e colocada num frasco esterilizado e fechado com r6lha de borra-
cha. Apods submeter-se o conteiido do tubo a uma agitagdo violenta por
alguns minutos, éle é colocado na cdmara de gélo de um refrigerador. Dia-

-~

riamente no periodo de trés dias o tubo é retirado da camara e submetido
apdés o degélo a nova agitacdo, finda a qual é submetido a novo congela-
mento. l'erminadas essas operacdes, a suspensdo estoque de antigeno é
mantida no refrigerador a uma temperatura de 5.° C. Dessa maneira a sua
conservacao se faz pela espaco de varios meses.

Técnica do preparo do antigeno do Trypanosoma equinum — Emulsao
espéssa de tripanossoma, pode ser obtido para o preparo désse antigenc
infectando camondongos que sao sangrados no coragdao proximo da morte,
guando a concentracido de parasitas no sangue é muito elevada (a amostra
de T. equinum com que trabalhamos mata regularmente o camondongo entre

-»

0 4.° e 0 5.2 dia). O sangue de dcis animais é recolhido em 10 cc de soro

I

fisiologico com 1% de citrato de sédio. Essa suspensao é colocada em dois

tubos de hemélise e submetida a uma centrifugacdao de 2500 a 3000 rotacdes
pelo espa¢o de 1 minuto, findo o qual o liquido sobrenadante dos dois tubos

V4

de hemodlise é pipetado e recolhido a um tubo de ensaio esterilizado. Nova

porcao de soluto fisiologico é colocada em ambos os tubos de hemolise que
sao agitados com o fim de por em suspensao os glébulos juntamente com os

tripanossomas que nao foram retirados na primeira operagao. Ambos os
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tubos s3o sujeitos a uma nova centrifugagdo com igual velocidade e pelo
mesmo espaco de tempo. Novamente o liquido sobrenadante ainda de as-
pecto turvo é recolhido e misturado ao primeiro. Esta operacdao se repete
trés a quatro vézes e desta maneira consegue-se retirar, praticamente livre
das hematias, a maioria dos tripanossomas existentes no sangue. A suspen-
sio rica em parasitas, recolhida no tubo de ensaio, é submetida por duas
vézes a centrifugacdo violenta, tendo-se o cuidado de substituir a solugdo
fisiolégica, com o fim de eliminar o citrato de sédio que é dotado de poder
impediente. A quantidade de soluto fisiolégico a ser adicionada no final da
operacio, deve ser suficiente para que se obtenha uma turvagdo equivalente
ao padrio 3 da escala de Mac Farland. O antigeno assim preparado pode
ser empregado no mesmo dia, ou um a dois dias depois, desde que seja con-
servado em baixa temperatura. E' desprovido praticamente de qualquer

poder anti-complementar.

Técnica de preparo do antigeno de Leishmania — Para o preparo désse
antigeno, foi utilizada a mesma técnica do preparo do antigeno de Schizo-
trypanum cruzi, isto é, a técnica proposta por Dauvis.

Técnica da reacdo de fixacdo de complemento — Apds o preparo do
antigeno, éle é submetido a duas provas sendo a primeira para verificacido do
poder anti-complementar que indicard o titulo da diluicdo a ser empregada
e a sequnda com o fim de verificar o poder fixador quando em presenga de
um sdro especifico obtido de animal ou de doente infectado com o Schizo-
trypanum cruzi. Esses ensaios devem ser repetidos todos os meses com o
fim de verificar qualquer modificacio que possa ocorrer em relagdo a essas
propriedades. Em trés diferentes amostras de antigeno por nés preparado
pela técnica de mertiolato, nunca observamos qualquer poder hemolitico das
mesmas. A diluicio do antigeno a ser empregada na reacdo de fixagdo deve
ser igual a duas vézes o titulo da menor dilui¢ado que nao se mostrou dotado
de poder anti complementar na dose de 0,2 cc.

O sistema hemolitico utilizado no decorrer désses ensaios, como na exe-
cucdo da prépria reacao, deve conter um excesso de hemolisina equivalente
a 5 doses hemoliticas.

No momento de se proceder a prova com os soros suspeitos, o comple-
mento representado por séro de cobaia na dilui¢do de 1/10 é dosado em pre-
senca de igual quantidade da diluicdo do antigeno a ser empregada nos
tubos de reacao, isto é, 0,2 cc. A leitura do resultado deve ser feita 1/2
horas ap6s a juncdo do sistema hemolitico. Conhecida a menor quantidade
da diluicio do complemento capaz de determinar uma hemélise total e que
representa a unidade de complemento, esta é empregada acrescida de 0,1 cc.
(unidade retificada) na execugdo da reagdo propriamente dita
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Determinada a dose de complemento a ser empregada e inativado o
soro pelo aquecimento no banho-maria a 56° C., pelo espaco de 20 mi-
nutos, procede-se a execugdao da reacao. Com ésse fim pode-se utilizar duas
técnicas, a qualitativa e a quantitativa. Na primeira emprega-se trés dose
diterentes do sGro em natureza, isto é: 0,2 0,1 e 0,05 cc. Na segunda, que
tem por fim a dosagem dos anticorpos fixadores, emprega-se no primeiro
tubo da reacao 0,2 cc, do s6ro em natureza e nos outros igual quantidade

de dilui¢bes diferentes feitas em soluto fisioldgico a partir do titulo 14.

r 4

Nos diferentes tubos de reacdo, é acrescentado em seguida 0,2 cc do
antigeno. Apds agitagido, os tubos sdo deixados em repouso pelo espaco de
30 minutos a temperatura do laboratério. Depois disso junta-se a cada mis-
tura uma unidade retificada do complemento (séro de cobaia a 1/10) e uma
quantidade de soluto fisioldgico suficiente para se obter um volume de 2 cc.
em todos os tubos. Apdés nova agitacdo, coloca-se no banho-maria a 37° C.,
pelo espaco de 1 hora. Além dos tubos de reagdo devem ser feitos trés tubos
testemunhas, um contendo 0,2 cc do séro em natureza e dois outros, conten-

-

do 0,4 e 0,2 cc do antigeno. A cada um déstes tubos é adicionado a unida-
de retificada do complemento e soluto [fisiolégico para completar o volume
de 2 cc. Como os tubos de reacdo, sio também levados ao banho-maria a
7° C., onde permanecem pelo espaco de 1 hora.

Decorrido o tempo para a fixacdo, a todos os tubos sdo adicionados
2 cc do sistema hemolitico.

A leitura final é procedida apds ter ocorrido hemolise total nos tubos
testemunhas do s6ro e do antigeno. Os resultados sdo expressos por - -1
auséncia de hemolise, +-+-+ hemdlise ligeira, +-+ hemélise parcial, - he-
molise quase total e — auséncia de hemdlise.

MATERIAL DE ESTUDO

Trabalhamos em nossos ensaios com 54 soros assim discriminados:

Soros humanos

Casos agudos de doencas de Chagas ..........
Casos cronicos de doenca de Chagas ..........
Casos suspeitos de doenca de Chagas ..........
Casos de malaria ............ ... ... ... .......
Caso de leishmaniose tegumentar ..............
Casos de bouba ......... ... .. .. ...
Casos de lepra ........ ...,
Individuos normais com Wassermann negativo. ..

k.
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Soro de animais

Cao suspeito de infecgdo com S. cruzi .......... 1
Tatu suspeito de infeccdo com S. cruzi .......... 2
Cavalo infectado com T. equinum ............. 1

A maioria dos soros de casos agudos, cronicos ou suspeitos de doenga
de Chagas, provém de individuos residentes em Bambuy, Estado de Minas
Gerais, sendo da mesma proveniéncia, os soros dos tatus e do cdo. Um dos
soros dando reacio positiva para tripanosomiase, foi obtido de um tuncio-
nario do nosso Instituto nascido em Lassance, Estado de Minas Gerais, e
a muito tempo residente no Rio de Janeiro. Os soros que serviram de tes-
temunhas, foram obtidos de doentes internados no Hospital Evandro Chagas,

no Leprosario de Jacarépagua e de clinicas privadas.

Devemos a gentileza do nosso colega Dr. Emanuel Dias os dados re-
ferentes aos xeno-diagnésticos feitos na maioria dos casos cronicos, bem como
os resultados das pesquisas do tripanosoma no sangue dos asos agudos.
Para melhor clareza organizamos dois quadros (Quadro I e Quadro 1Il) con-

tendo esses dados e que podem ser observados logo a seguir.

Para caracterizacao dos diversos soros com que trabalhamos, e para fa-
cilitar a nossa exposicido quando a éles quisermos nos referir, cada um déles
recebeu um numero, que sera conservado sempre o mesmo até o final do nosso
trabalho.

QUADRO 1

CAS0OS AGUDOS DE DOENCA DE CHAGAS

DATA DA VERIFICACAO
N°. DO SORO NOME PROVENIENCIA DO S. CRUZI NO
| SANGUE
1 Oswaldo Barboza................ .. Bambui 2 de fevereiro 1944
2 Roldéo Garcia.....................| Bambuli 3 de marco 1944
3 Raimunda Mana de Sousa..........| Bambul 13 de dezembro 1943
4 Expedito Chaves...................| Bambui 13 de.dezembro 1943
5 Nazaré Maria de Jesus. .. .......... Bambufi 28 de marco de 1944
6 Nilza Lobato,..................... Bambuf 25 de julho de 1944
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QUADRO II
RESULTADO DOS NENODIAGNOSTICOS NOS (ASOS CRONICOS E SUSPEITOS DE D, DE CHAGAS
i ,
N°. DO NOME PR!‘O'\"ENI— XENO[?fAﬁLf}N(SSTI.CO XETNOD'I.‘A(?N(’)STI(:‘O I;IE:SQTI;:I?
SORO ENCIA POSITIVO EM : NEGATIVO EM : ) _
NO SANGUE
7 | José Barbosa..................| Bambui Posit. 1940
8 | Rosa Sant’Ana.......... Bambui 15--10-40, 9-7-42 —
¢ 4-3-43 —
O | Moacyr ds Anjos..............| Bambuil 20-3-44 —
10 | Aparecida Melo.......... .. ... Bambui 4-8-43 —
11 | Hilda Teixewra............ ..., Bambui 0-7-42 29-4-44 —
12 | José Magalhdes.......... ... .. Bambui 3--3—43 —
13 | Teresa Maria de Jesus......... Bambui 15-7-44 —
14 | Jovina Maria de Jesus.........] Bambui —
15 | Luzia Margarida........... ... Bambufl 22—-1-44 —
16 | Sebastifio Rosa................| Bambuil 22—-1-44 —
17 | Maria Madalena de Jesus...... Bambui 22-7-43 -
18 | Ana Maria de Jesus....... Bambui 22-1-44 —
19 Maria Umbelina.......... .. ... Bambui 16—1-41 3-3 e 19-5-43 -
20 | Messias José Martins. .. ... .. Bambui 15-12-43 —
21 Marta de Sousa. ....... ... . Bambui 31-1-44 —
22 | Aparecida de Jesus............| Bambui —
23 | Oto Camilo............. ...... Bambui 21-1-44 —
24 | Regina Garcia.................| Bambvi —
25 | Maria Lobato................. Bambui
20 | Luciho. ... ... ... ... ....... .. l.assance 3 vezes, sem data —
27 | Manuela Fernandes............| Bambuil posit. s/data —
28 | Daniel Martins de Oliveira.... .| Bambul 7-12-43 —
29 | Benevenuto Alves............ . Bambui posit. g/data —
30 | Tatu 1........................| Bambui 22-8-44 Negativa
31 | Tatu xx..................... .. Bambui 30-8—-44 Negativa
32 | Cadela “‘Bolinbka”.. ... ....... Bambui 1R — 44

RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados que vamos expor foram obtidos parceladamente no de-

correr de um periodo compreendido entre Novembro de 1943, e agdsto de
1944 .

Para facilitar o estudo em conjunto, organizamos diversos quadros onde
figuram os resultados obtidos das varias questdes por nds estudadas no de-
correr déste trabalho. E assim que no quadro lllestao agrupados todos os
ensaios com o fim de verificar os poderes aglutinantes e fixador do comple-
mento das soros de casos agudos, cronicos e suspeitos de Doenca de Chagas,
para o S. cruzi.

No quadro IV estdo agrupados os ensaios com os soros que serviram
de testemunha no estudo dessas duas reacoes.

No quadro V figuram os ensaios feitos com o fim de estudar compara-
tivamente o comportamento de antigenos preparados com Schizotrypanum
cruzi, Leishmania brasiliensis e Trypanosoma equinum, quando na presenca
de soros de doenca de Chagas, de leishmaniose cutanea e do “Mal de ca-
deira’ .



Muniz e Freitas: Diagnostico da doenca de Chagas 319

O quadro VI compreende os ensaios com o fim de verificar compara-
tivamente o poder aglutinante para Leishmania brasiliensis dos soros de

doenca de Chagas e de um caso de leismaniose cutanea americana.

No quadro VII o resultado dos ensaios feitos com o fim de veriticar se
o poder aglutinante para o Schizotrypanum cruzi apresentado por soros de
individuos normaes corre por conta de anticorpos heteréfilos. Na execugao
désses numerosos ensaios foram empregadas rigorosamente as tecnicas ex-
poOstas anteriormente.



QUADRO III

RESULTADOS DAS REACOES DE AGLUTININA E FIXACAO DO COMPLEMENTO COM OS SOROS DE CASOS AGUDOS, CRONICOS E SUSPEITOS DE D, CHAGAS

——_—_—_

AGLUTINACX0 PARA O Schizolrypanum cruz | FIXACI10 DE COMPLEMENTU (OM
(amostra Tatu) ANTIGENO DAVIES
Mone. NOMES CASO CLINICO | E
YO | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | Soro ! 1 1 1
40 80 160 320 (40 1280 2549 5120 10240 | Puro 2 10 20 40

I | Osvaldo Barhosa..............| caso agudo D. C. | +1++ +- | 44+l 44 +++ - T T T Ty S O SN B 444

2 | Roldao Garcia............. ... caso agudo D. C. +4+4| 44+t + 44+ L 4| O 44 - TN P! -

3 | Ravmanda Maria de Sousa....| caso agudo D. C. ++ ++ 4+ 4+ +4 + + O |44 4L
4 | Expedito Chaves Campos..... | caso agudo D. C. ++|++++ | i R o +++ +++ O 4+ +-+ F |44 + 4
5 | Nazaré Maria de Jesus.... ... .| caso agude D. C. + -4 +4+4+| +4+ e | 4+ 4 C O L4444 4+ 14 .

6 | Nilza Lobato..................| caso agudo D. C. + 4|+ ++|F4++ | 444 -+ + 4444 B B s o ot (e i o o SRS o o o

7 | José Rarbosa.................. raso cronico D. C. 44| +4+ ++1++++ | +++ +-H O O L4 4+ _ _

& | Rosa Sant'Ara................ caco cronico D. C. +4+4 + | +4+ + +4+1 O O O ® 'r BT R A R -

9 | Moacir dos Anjos...... .. ....| caso cronico D. C. + o4 +4+1 O O O O+ 4 e — —
10 | Aparecida Melo........... ... caso cronico D. C. +4+ |+ e + +41 O O o R L4 4+ + 4
11 | Hilda Teixewra. ............... caso cronico D. C + + + ![ +4+| O 9 o4+ - R e R s
12 | Jos¢ Magalhdes...... ... .... caso cronmeo D. C. { + +4++ 4+ ‘++] O O C C |+ T+ T ++ +
13 | Teresa Maria de Jesus.........| caso erobmeo D. C. + +4+4+ 4-++ ++ +4+1 O C o e 4+ + Ll 4+ 1
14 | Jovina Maria de Jesus.........| caso cromeo D. C. + ++ + +4+++ ++4| FHH O ® I R _ _
15 | Luzia Marganda.............. caso cronico D. C. A+ 4L -+l 4 4+ O) C + +| 4 _

16 | Sebastiio Rosa ............... caso cronico D). C. } + |+ ++ + ! 11 O e @ | -4+ 1 -

17 | Maria Madalena de Jesus......| caso suspeito D. C. + - +4+ 44| +4+4+| 4+ +4+| O O O EEE NN N — -
18 | Ana Maria de Jesus...........| caso eronmico D. C. - +4- ++1 O O O O O |44 L _ _
19 | Maria Umbelina...............| caso cronico D. C.. F+ 4 T4 ++++H+4H A ++4+ O Oy |+ 4+ — — —
90 | Messias José Martins......... | caso cromco D. C. " 4+ | 4 4+ 14|l O ® ® IR N T R _ _ _

91 | Marta de Sousa...............| residente em Bambui F+4+4+ | ++++| +4++ O O O C O |+++t|FTTrT — — —
cas0 suspeito

99 | Aparecida de Jesus............| caso suspeito D. C. +++ 44 + O ® O O O O |+ 44 _—

23 | Oto Camilo........ ........ .. caso cronico D. C. O O O O O O S O D44 P ++ — —

24 | Regina Garcia.. ......... .. .| residente em Bambul ® O O O O O @ e O _ _ _ - —
caso suspeito D. C.

95 | Maria Lobato.................| residente em Bambui O O O O O ® O O 0 _ _ _ _ —

(m&e de Nilza Lobato) caso suspeito D. C.

26 | Luctho. . ... ... ... ..ot nascido em Lassance D ot nb ot o I o o ol B S o o S o + + + o O SIS N T E T B S S + 4 —

97 | Manuela Fernandes............| caso cronico D. C. ++ ++ +4+1 +4++| A +4+| O O O |+ 14 + 444 —

98 | Daniel Martins de Oliveira.....| caso cronico D. C. — _ _ — —

20 | Bencvenuto Alves. ... .. e caso suspeito D. C. s e o o e o L4+ | + 4 ++1 O O O | 4|

30 | Tatu T................ ... | proveniente de Bambui |+++4(++--+| +++| +++| T+ O ® 0 4 NI 4+

31 | Tatu II........ ... .. ... . ... provenicnte de Bambal |+ + |4+ s +- O O @, O O 1 . + —

32 | Cadela Bolivha............... | Bambhai 4 ++4 e o ol e s e +4+ O O O) O 4 44| 4+ - _

e




QUADRO 1V

RESULTADOS DAS REACOES DE AGLUTININA E FIXAGAO DO COMPLEMENTO COM OS SOROS QUE SERVIRAM DE TESTEMUNHO

AGLUTINACAO PARA O Schizotrypanum cruzi FIXACAO DE COMPLEMENTO COM ANTIGENO
(amostra Tatu) pe S. cruzi (método de Davis)
N o NOMES CASO CLINICO - o . |
s | | | ] 1 | 1 | l I Soro I I I I |
-— - — — = — — — — puro — — — ==
40 K0 160 320 640 1280 2560 5120 10240 2 10 20 4() 80)
33 | Jorge Virgino................. Malaria O O O O O O O O O -— - - - — .
84 | Jovino Corteif. ... ... oiioeuusn Leishmaniose O O O O @, O O O T 4+ - ' = —
tegumentar O O O ®, O @, & @, O -— - — — = :
35 | Sérgio Salvador, ... .. ... ... .. Wassermann ++
negativo
36 | Manuel Nunes............. ... Wassermann + 4 O O O O O O ® =
negativo + 4+
37 | José Silva.................... Wassermann O 0 ® O O O O ® : - - | . =
negativo i
38 | Antonio Nunes................ Wassermann O O O O O O O ®
negativo ®
39 | Osvaldo Silva................. | Wassermann O O O O ) O O O - - —
negativo O
40 | Jeronimo Martins. .. ..... ... ... Wassermann 4+ O O O O O O O - — - - -
negativo + + +
41 | José Barroso..................| Malaria ) O O O = ) & O O -
42 | Adrelina......................| Malaria O O O O C ®) O ®
' tered maligna O
43 | 8. T.........................| Wassermann O ® O 0O ® )
negativo O
44 | M. K.................. ......| Wassermann O & O O 0 ® O - - - - -
negativo e |
88 | 35 Miiiciooan e i vnuen=a] YWASSETRMQND O O & O C O O ) - . = S .
negativo O
46 | Manuel B. Anehieta. ... ..... .| Bouba .
Rio Bonito = - O O C) O O " ) ® — — ] : o
W. positivo +++4+ |
47 | Franecisco Mendoneca. ... ... . | Bouba
Rio Bonito 9 U 9 () () { () () ( . L -
W. posltivo | |
48 | Jorge Ferreira. .. ... ... . ....| Bouba | | |
Rio Bonito O O C 0 O @ ® C & |- .
W. positivo |
8 | L. "Teaesrn. o oo oov s v s o v Lepra ++ ++ ® ® 0O O ® O O — = A s < -
50 | G. Vieira.....................| Lepra O O O @ O O O O O — - - - 3
51 | A. Mendes....................| Lepra O O O @ ® 23 O O ® - . = -
52 | J. dos Santos.................| Lepra ++| O O O O O O O O — - — = - <
53 | José Chinés................. .. | Wessermann O O O
negativo +++| +++| O O C O O O — 2 = -
54 | Cavalo. . ... ... . ... .. . ... Infectado  experimental-
mente com Trypano- |
soma equinum o e o e i O O ® &) O O & . = = = = =
l




QUADRO ¥

ESTUDO COMPARATIVO DO PODER FIXADOR DOS ANTIGENCS LE S. cruzi, T. equinum e Leishmania brasiliensis EM PRESENCA DE DIVERSOS SOROS

et

ANTIGENO ANTIGENO | ANTIGENO
. Schizolrypanum eruzt | Leishmania hrasiliensis Trypanosoma equinum
| ! (mét. de Daws) 1 (Mét. de Davis) (Vivo)
N.° DO NOME : CAS0 CIINICO ] !
SORO |
PURO 1 1 1 | PURO | 1 1 1 PURO 1 1 ]
2 10 20 40 2 10 | 20 | 40 2 10 | 20
1 | Hilda Teixeira................ caso cronico D. C. + 44 ++4++|++4 ++4 144 +4+++4+] + | — F+++|1+++4+| +
2 | Roldiao Garmia................ caso agudo D. C. ++44 [+ +|+++-+ 4+ 4+ Hl 44+ 4+ } } ++-|— —
12 | Jos® Magalhdes.... ... ... .. .. caso cronico D. C. +++4+| ++ + 4 4+ — - — — | — | — |+ 4 +4+4+ — —
13 | Teresa Marna de Jesus......... caso cronico D, C, ++++|++++++F+H FF+H+| '++++ -+ — 4+ 4+ 4
28 | Daniel Martins de Ohvelra.. ... caso cronico D. C. — - — — — — — | — | — — — —
20 | Benevenuto Alves............. caso suspeito D. C. 44444 -4+4+1 44+ 4T ++++ ++4+|++| — +4+| 4+ +4
30 | Tatu ¥...................... .| suspeito de 1nfeccao pelo Schi-[4+~+++|++++ -—--|--|-+ +4+4+ 4+ +4++FH |+ : — |+++4 [+ 4| <4+ +
trypanum cruzi
31 | Tatu X............... . ...... suspeito de infecesio pelo Schi-|++ 44| +++ <-4~ + — |[F++++++4++ = - | A E +| —
sotrypanum cruzi
2 Jovino Correia................| Leishmaniose tegumentar T o + 4 “e - — | F+4++4+ FFAF ] — | — +4++4 44| —
54 | Cavalo.................... ... Infectado experimentalmente| — ~— — -— — — — — | — | — — |+t At

Zni") opjems() OJnJYSuj Op SeLIOW JA]

¢ccm trypanosoma equinum
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QUADRO VI

ESTUDO COMPARATIVO DO PODER AGLUTINANTE DE DIVERSOS SOROS I'ARA A Leis'mania brasiliens:s

SORO DE AGLUTINACAO PARA Leishmania brasiliersis (AMOSTRA 14)

NS PO NOMES CASO CLINICO
SORO | A 1 1 1 I | 1 1 1 1
| . ——— - —_ —_— ) -
|
| 20 40 S0 160 320 640 1280 2560 5120
\
1 | Oswaldo Barbosa.:................. caso agudo D. C,. + +- i e I i R e B R R | 1’ + 4+
3 | Raimunda Maria de Souza...........| caso agudo D. C. -+ + + 4 | - — + 4+ + -+ - O
41 | José Barroso............. ... ... .. ... malidria E } O O O O @) O
43 | S. Yoo Wassermann negativo 1' + + + O O O O O O
44 8. N Wassermann naeativo | O O O O O Q O
3+ | Jovino Correia.................... .. Leishimaniose tegumentar lisou  (++-++4+| +++ + 1 C O O O O
“I .
QUADRO VII
DEMONSTRACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS HETEROFILOS NOS SOROS NORMAIS AGLUTINANDO O Schizotrypanum cruzi
AGLUTINACAO COM 8. cruzi (AMOSTRA TATG
N.O DO ,
i \ 4 TAS ) NIC
cono NONMIES CASO CLINICO : . ] | . , . . ]
4() &0 160 320 610 1280 2560 D120 10240
§ i Nilza Lobato............... ... .. ... | caso agudo D. C. R +++|++-++++++ |+ 4+ 4++ -+ ~+ + + + +
16 | Manuel Anchieta........... ... .. ... Bouba + @; O O O O O
D3 1 Jose Chinez. ...... ... .. .. .. .. ... - Wassermann negativo + 4+ + 4 O O B O O O O
APOS ABSORCAO COM POLPA DE RIM DE COBAIA
6 | Nilza Lobato............. ... .. ...... I caso agudo D. C. Fr+++l+++4+H |+ +~++] +++] +++ F 4 + +
46 | Manuel Anchieta | Bouba O @ O O O O @ O O
33 | José Chinez. .. ... . ...... ... .. ... .. Wassermann negativo O O O O O O O O O

sebey) ap eSusop ep ooysoubei] :sejraa,] 2 ziunpy
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ANALISE DOS RESULTADOS

Comparando os resultados obtidos com o xenodiagndstico e com a fi-
xacao de complemento verificamos que a maioria dos soros de doentes com
xeno positivos deram reac¢des positivas de fixagdo com excepc¢do do séro 28
gque apresenta um xeno positivo e a reacao de fixagdao negativa.

Resultado inverso verificamos em relacdo aos soros 17, 21 e 26, cujos
xenos foram negativos e no entanto a reacao de fixagao foi positiva. O séro
19 que apresenta um xeno positivo em 1941 e dois xenos negativos no ano
de 1943, deu uma reacdo de fixagao positiva.

O estudo comparativo entre as reacdes de aglutinacdo e de tixagao
mostra uma grande concordancia de resultados, nao sé6 ncs casos agudos
como nos casos cronicos. Uma tnica excecao foi verificada em relagao ao

s6ro n.° 23, caso cronico cuja reacdo de aglutinacao foi negativa enquanto a
de fixacdo foi positiva. Parece ndao haver uma relacado muito estreita na in-
tensidade das duas reacgdes, pois soros que aglutinaram num titulo elevado
fixaram o complemento quando em concentracdes mais altas, enquanto outros
dotados de menor poder aglutinante fixaram em menores concentragdes.
Todos os soros dos casos agudos mostraram-se dotados de alto poder aglu-
tinante, sendo que em dois deles (1 e 6), ésse pder atingiu o titulo de 1/10.000.
Nos casos crénicos o poder aglutinante mostrou-se variavel, sendo de notar
contudo que em muitos déles, mostrou-se elevado, chegando mesmo ao ti-
tulo de 1/2560. O teor mais baixo em aglutinina foi verificada no séro 22
que aglutinou fracamente no titulo de 1/160. O fato observado com alguns

soros de aglutina¢des mais intensas ocorrem nos tubos com diluigbes mais ele-
vadas pode ser explicado pela presenca de maior concentracao de proagluti-
néides nas menores dilui¢cdes do sdéro. Em relacdo aos tipos de aglutinacgao,
observa-se, em regra, o flagear (H) ocorrendo nas concentra¢des maiores de
soro e somatico (O) nas dilui¢des mais elevadas embora alguns soros apre-
sentou somente aglutinacdo do typo somatico.

Passando ao estudo do comportamento dos soros que serviram de tes-
temunha em relacdo a essas duas reacdes verifica-se que o 1tinico s6ro que
deu reacao positiva de fixacdo foi o 34. de um caso de leishmaniose tegu-
mentar, embora se mostrando desprovido de poder aglutinante. Dos 22 soros
utilizados, cinco aglutinaram no titulo de 1,80 e cinco outros somente no ti-

tule de 1/40.

Fnsaios realizados com os soros 46 e 53 de proveniencia humana que se
mostraram capazes de aglutinar no titulo de 1/80 mais fortemente o Schizo-
trypanum cruzi demonstraram possuirem éles poder aglutinante nos titulos
de 1/160 e 1/320 para glébulos de carneiro e serem dotados de poder hemo-
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litico para os mesmos. Submetidos a prova de absorcao com polpa de rim de
cobaio (Quadro VII) se mostraram incapazes de aglutinar novamente o Schi-
cotrypanum cruzi, demonstrando ésse fato correr por conta de anticorpos he-
terdfilos o poder de que sio dotados.

Os resultados por nds obtidos no estudo comparativo do poder fixador
de antigenos preparados com Schizotrypanum cruzi, Leishmania brasiliensis e
Trypanosoma equinum (Quadro V) quando em presenca de soros de do-
enca de Chagas, leishmaniose tegumentar e de equideo infectado com Try-
panosoma equinum, constituem mais um exemplo para se considerar a rea-
cio de fixacdo de complemento uma reagdo de grupo. A concordancia dos
resultados obtidos com ésses diferentes antigenos, foi bem acentuada, em
telacido aos soros de doenca de Chagas e leishmaniose, principalmente nos
tubos contendo maior concentracio de soro. Resultado diferente foi obser-
vado em relacdo ao séro do equideo infectado com o Trypanosoma equinum
que sé fixou em presenga do antigeno especitico.

Fomos levados em vista do resultado negativo com o séro n.° 34 de leis-
hmaniose tequmentar na prova de aglutinacdo para o Schizotrypanum cruz:
a verificar se igual comportamento ocorria com os soros de doenga dz Chagas
quando em presenca de Leishmania brasiliensis. Os resultados acham-se ex-
postos no quadro VI. Por éle podemos ver que os dois soros (Séro 1 e 3)
de casos agudos dessa doenca usados nesse ensaio aglutinaram num titulo.
mais elevado (titulos de 1/2560 e 1,/5120) a amostra de Leishmania brasi-
liensis que o séro (34) do caso de lesihmaniose tegumentar que s6 aglutinou
no titulo de 1/160. O tipo de aglutinagio dominante observado nos tubos
contendo os soros dos casos agudos de Doenca de Chagas foi o H.

O comportamento apresentado pela amostra de Leishmania brasiliensis
em relacdo aos trés soros testemunhas (41, 43 e 44) falam a favor da pre-
senca na constituicdo antigénica da Leishmania brasiliensis de antigenos he-
ter6filos, talvez em maior concentracdo que no Schizotrypanum cruzi.

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios acima expostos falam a
favor de uma maior concentracio de antigenos de grupo na constitui¢do do
Schizotrypanum cruzi que nas do Trypanosoma equinum e da Leishmania bra-
siliensis .

RESUMO E CONCLUSOES

Trabalhando com 24 soros provenientes de casos agudos e crdnicos
cujos diagnésticos foram estabelecidos quer pela pesquisa direta do parasita
(casos agudos) quer pelo xenodiagnéstico ou fixagdo de complemento (cascs
crénicos) podemos demonstrar em 26 destes soros a presenca de aglutininas
para o Schizotrypanum cruzi em titulos que variaram de 1/160 a 1,/10240.
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Os casos agudos apresentaram um mais alto teor variando os titulos entre

1/2560 e 1/10240 e os casos crénices entre 1/2560 e 1/160. Um unico sdro

apresentou resultado negativo.

Em 10 dos 22 soros que serviram de testemunha e entre os quais figu-
ravam um de leishmaniose tegumentar e outro de um cavalo infetado ex-
perimentalmente com 7Trypanosoma equinum, puderam ser demonstrados a
presenca de aglutininas para o Schizotrypanum cruzi em titulos que nao
ultrapassaram de 1/80.

Em dois désses soros que maior concentragdo de aglutininas apresenta-
vam e que provinham um de caso de bouba com Wassermann positivo e
outro de um individuo considerado normal, com Wassermann negativo, as
pesquisas demonstraram possuirem ambos, hemolisinas e aglutininas para
globulos de carneiro em titulos que variavam entre 1/160 e 1/320. Esses
soros submetidos & prova de absorcdo com polpa de rim de cobaia perderam
ccmpletamente o poder aglutinante para o Schizotrypanum cruzi, lato que
ndo ocorreu com o soro de doenca de Chagas servindo de testemunha que
s6 ligeira modificagdo apresentou quanto ao primitivo titulo aglutinante. Ficou
evidenciado dessa maneira correr por conta de um anticorpo heteréfilo o poder
aglutinante que sdo dotados certos soros de individuos livres de infeccao
pelo Schizotrypanum cruzi e a presenca de um componente heterogenético
na estrutura antigenica desse parasita. No decurso déste trabalho pudemos
verificar que idéntico fato ocorre em relacado a Leishmania brasiliensis. Essa
verificacio é de valor pratico porque se pode com facilidade eliminar as rea-

¢des inespecificas.

Ao contrario do que observamos possuirem soros de casos agudos da
doenca de Chagas, elevado poder aglutinante para Leishmania brasiliensis
(1/2560 e 1/5120) o séro leihmanicse tegumentar foi incapaz de aglutinar o
Schizotrypanum cruzi, sendo o agente especifico aglutinado por éle no titulo

de 1/160.

Os fatos que acabamos de expor, em relagdo a prova de aglutinacao na
T ripanosomiasis americana demonstram claramente o seu valor, podendo cons-
tituir, quando positiva um meio seguro no diagndstico dessa doenga. Eliminada
a hipotese de aglutinagdes inespecificas por meio da absorcdo com polpa de
rim de cobaia, o titulo de 1/160 fala a favor de uma infec¢ao pelo Schizotry-
panum cruzi. A maioria dos séros de doenca de Chagas por nés estudados
apresentaram os dois tipos de aglutinacdo H e O, ocorrendo o primeiro nas
maiores concentracdes de soro e o sequndo nas menores. Alguns soros, con-
tudo, apresentaram aglutinagdo somente do tipo somatico.

O estudo do comparativo que fizemos dos diversos antigenos propostos
para a fixacio de complemento na doenga de Chagas e os resultades por nos
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optidos no decorrer das nossas pesquisas utilizando o antigeno de Davis,
autoriza-nos atirmar que o emprégo do mertiolato permitindo obter um an-
tigeno de alto poder fixador e estavel por um longo periodo, resolveu o maior
empecilho que se antepunha a necessaria standartizacao dessa reacao para o
emprégo como técnica de rotina.

No preparo do antigeno de Leishmania, o mertiolatc se mostrou também
superior a qualquer outro conservador, proporcionando um antigeno estavel
dotado de bom poder ftixador e funcionando como um étimo alergeno na
prova de intra-dermo reacdo. Em relacdo ao preparo de antigeno ccm o
Trypanosoma eqguinum, a conclusio que chegamos apds numerosos ensaios
é de que a simples suspensdo de trypanosomas em soluto fisiolégico apre-
senta um maior poder lixador que aquelas feitas em mertiolato ou em mis-
tura hidroglicerinada, sendo desprovidas de todo poder anticomplementar,
possuindo, porém, desvantagem de sé poder ser utilizada no curto prazo de
2 a 3 dias quando mantidos a temperatura de 5.° graus.

Na série de reac¢des de fixacdo a que procedemos em 27 soros de doen-
ca de Chagas utilizando o antigeno de Schizotrypanum cruzi com mertio-
lato, obtivemos um tunico resultado negativo e tratava-se de um caso que
possuia um xenodiagndstico positivo datando de pcuco tempo. Com ésse
soro nao pudemos realizar a prova de aglutinacido devido a quantidade en-
viada ter sido pequena. Foi o tnico caso discordante. A reacao de fixacao
mostrou-se dotada de grande especificidade, menos em relacido ao séro do
caso de leishmaniose tequmentar que fixou até a diluicdo de 1/2. Ja o sbéro
de cavalo com infeccao pelo Trypanosoma equinum deu um resultado nega-
tivo, o mesmo acontecendo com todos os outros que serviram de testemunhas.

Em relagdo a concentracdo de anticorpos fixadores nos soros de doenca
de Chagas, pudemos observar que alguns déles foram capazes de fixar mesmo
no titulo de 1/80, mas a maioria ndo ultrapassou os titulos de 1/10 e 1/20.
De um modo geral os soros dos casos agudos demonstraram possuir uma
maior concentracao de anticorpos fixadores que os casos crénicos.

Os soros de doentes portadores da doenca de Chagas na presenca dos
antigenos de Leishmania brasiliensis e de Tryponosoma equinum mostraram-
se capazes de fixar o complemento e os resultados observados nos tubos con-
fendo maiores concentracdes de soro, foram iguais aos obtidos quando em
presenca do antigeno especifico.

() s6ro de leishmaniose tegqumentar comportou-se de igual maneira en-
bora com menor intensidade, mas o séro de equideo infectado com Truypa-
nosoma equinum sé tixou em presenca do antigeno homélogo.

Esses resultados com os obtidos nas provas de aglutinacio além de
confirmarem um fato ja conhecido das reacdées de imunidade darem reacdes
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de grupo, servem para demonstrar que na constituicdo antigénica do Schizo-

trupanum cruzi entram em maior concentragdo antigenos com essas cara-
cteristicas do que nas do Trypanosoma equinum e da Leishmania brasiliensis.

O estudo comparativo dos resultados obtidos com as reacdes de aglu-
tinacao e de fixacdo de complemento em soros de doentes de Tripanosomiasis
americana demonstra concordancia entre as duas reacdes. Em 24 sorcs sé

um apresentou reacdo de fixacdo positiva com a auséncia de aglutininas.
Esse s6ro provinha de um caso crénico com xenodiagndstico positivo.

Em vista do nimero relativamente pequeno de soros com que trabalha-
mos, s6 um estudo sistematico das duas reacdes em soros dos individuos re-
sidentes em regides nas quais grassa essa endemia podera determinar o grau
de concordancia dessas duas reacodes.

(Quanto a intensidade das duas reacdes, em relacao a um mesmo sdro,
foi observado variacdes, pois soros que aglutinavam num titulo elevado, sé
fixaram o complemento quando em concentragdes mais altas, enquanto outros

dotados de menor poder aglutinante foram capazes de fixar em concentra-
cdes mais baixas.

Dos processos mais comumente utilizados até hoje para a diagnose dos
casos cronicos de Trypanosomiasis americana, a fixagao de complemento se nos
afigura ser aquéle que resultados mais sélidos e sequros oterece, pois o xe-

nodiagnéstico além de exigir um espaco de tempo relativamente longo para
obtencao dos resultados (40 a 50 dias), falha em muitos casos.

A técnica de Davis resolveu o maior empecilho que se antepunha ao
emprego dessa reagao, permitindo a obtencdo de um bom antigeno que se
mantem estavel por espaco de tempo bastante longo.

A obtencdo de culturas em massa de Schizotrypanum para o seu pre-
paro é de técnica facil, nao necessitando de meios de cultivo com composicaac

complexa. Os elementos basicos, sdo representados por sangue de coelho
e a glicose. O modo de se proceder as sementeiras bem como o emprégo de

uma temperatura constante (28 a 29.° C.), sao de capital importancia. O
desenvolvimento sob um substrato sélido humedecido dao um rendimento
muito maior que culturas em camada liquida abundante.

Antes de terminar queremos agradecer ao Dr. Emmanuel Dias as fa-

cilidades que nos proporcionou na obtencdao da maioria dos soros com que
trabalhamos, bem como pelos dados referentes aos xenodiagndsticos e exa-

mes direto do sangue. Ao nosso mestre Dr. Aristides Marques da Cunha

¢ ao Dr. Genard Nobrega pelas facilidades na obtensdo dos soros dos casos
hospitalizados no Hospital Evandro Chagas e ao nosso técnico Sr. Atilio

Borrielo pelo auxilio prestado no decorrer déste trabalho.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

1) The AA. present a contribution toward the elaboration of a method
for the laboratory diagnosis of Chagas’ disease, suitable for routine work.

2) Complement fixation test has been studied in detail and attempts to
remove the difficulties which prevent the practical application of this test,
have been realized.

3} Agglutination test has been performed on acute and chronic cases

of Chagas disease as well as in healthy individuals, and results compared
with complement-fixation test.

4) The organisms used as antigen in both tests have been cultured suc-
cessfully in a broth-dextrose-rabbitt blood-agar in Erlenmeyer tlasks, co-
vered by a thin layer of liver broth-glucose, as described in the text. In this
medium the flagellates have grown luxuriantly and a single Erlenmeyer flask

containing only 25 cc. produces more or less 0,5 cc. of packed Hagellates.

5) A comparative study of the various antigens (Romafia & Dias,

Kelser, Davis etc.) proposed for the complement fixation test led to the follo-
wing conclusions.

a) A suspension of the parasites killed and preserved with 0,1% for-
malin, is practically devoid of fixation power.

b) Autolysates present poor preservation capacity and its fixative ac-
tivity rapidly falls.

c) Dessicated flagellate bodies are easily preserved and fix very well

the complement, but is more strongly anti-complementary than Davies anti-
gen.

d) Romana & Dias antigen presents a weak fixative power as compa-
red ‘with Kelser and Davis preparations.

e) Kelser antigen when recently prepared, has a highly lixative capa-

city which soon falls, with a progressive increase in its anticomplementary
activity. .

f) Davis antigen is the best. It has a strong fixative power, and a
small anticomplementary activity which are not altered by storage, at least

for three months, in accordance with AA. experience. This antigen has
been adopted in this work.

6. Variations in the fixative capacity of different strains of Schizotry-
panum cruzi could not be observed.
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7) The complement fixation applied to sera from cases of Chagas’ dise-
ase but using an antigen suspension of Leishmania brasiliensis (Davis method}
and Trypanosoma equinum (living organisms) has shown a strong tixative
property of both antigens, chiefly in tubes with a greater concentration of the
serum.

A different result was observed in relation to the behaviour of horse
serum which gave positive fixation reaction only in the presence specific
antigen (7 rypanosoma equinum).

These observations as well as the action of Chagas disease sera on
Leishmania brasiliensis and vice-versa (see tables V and VI), suggests the
existence of greater concentration of group antigens in the Schizotrypanum
cruzi than in Leishmania brasiliensis and 1Trypanosoma equinum.

8) Davis method has been tried with Leishmania brasilicnsis and Try-
panosoma equinum. With the former, it gaves entirely satistactory results in
the complement fixation test and allergic skin test for diagnosis of cutaneous
leishmaniasis, With Trypanosoma equinum as antigen in the complement
this

64 b A |

fixation test in presence of sera from horses with “mal de cadeiras

method has offered results incomparably pcorer than living suspension.

9) This test has been performed with sera from 24 cases of Chagas’ di-
sease controled by xenodiagnosis or by the evidentiation of parasites in the
blood. All samples have fixed the complement, except one, the serum nr. 28
(see table III which did not fix the complement, in spite of presenting positive
xencdiagnosis. Sera nrs. 17, 21 and 26 gave positive complement fixation
reaction with negative xenodiagnosis.

Two sera from suspected “armadillos” gave positive reactions as weli
as a suspected dog.

Three cases of malaria reacted negatively as well as four cases of le-
prosy, one presenting Wassermann positive, nine normal sera with that reac-
tion negative. Sera from three cases of yaws with positive Wassermann
reaction, exhibited also negative results.

Finally a serum from a horse infected with Trypanosoma equinum, gave
equally a negative result.

The only exception amongst the controls was a case of skin leishmania-
sis which fixed the complement with the lowest dilution of the serum (1/2).

10) The AA. introduced the agglutination test as a diagnosis method for
human cases of Chagas’ disease.

The technic has been described in detail at the first part of this work.
Twenty six sera from the cases of acute and chronic Chagas' disease, which
have been used for complement fixation, were used for agglutination test,
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as well as the sera from the three suspected animals, and from the cases of
other diseases used for the complement fixation test.

11) Positive results were obtained in 25 of the 26 cases, and agglu-
tination was observed at dilutions varying between 1,/160 to 1/10240. Only
one case of Chagas’ disease did not gave positive test.

12) Acute cases furnished more potent agglutinating sera, acting in
higher dilution (1/2560 to 1/10240). The samples from chronic cases have
shown agglutinating activity in dilutions from 1/160 to 1/2560.

13) The sera from the two suspected “armadillos” and one dog agglu-
mann positive serum, gave negative results.

14) The 3 cases of malaria, 1 case of skin leishmaniasis and 1 Wasser-
mann pos. serum, gave negative results.

15) Some samples from healthy individuals as well as cases of leprosy,
yvaws and the horse infected with Trypanosoma equinum, have shown agglu-
tinating activity in lower dilutions, not higher than 1/80. This unexpected
behaviour as has been demonstrated in two human sera, possessing the highest
activity observed, is due to the presence of heterophilic anti-bodies, as shown
by the fact that the same samples have agglutinate sheep corpuscles in higher
dilution (1/160 to 1/320), and this activity has been lost by absorption through
guinea pig kidney pulp. Sera from cases of Chagas’ disease absorved by the
same material, have mantained practically their agglutinating capacity, with
only a slight alteration, as summarized in table VII.

16) Acute cases of Chagas’ diseases possess high agglutinating acti-
vity upon Leishmania brasiliensis used as antigen, manifested in dilutions
from 1/2560 to 1/5120, but the serum from cutaneous leishmaniasis failed
to agglutine Schizotrypanum cruzi.

The serum tested has activity against the homologous antigens at 1/160.

17) The majority of the samples of sera tested for agglutinins has shown
types of H and O agglutination, ocurring the former at higher concentrations
and thesecond at the lower ones. With some sera almost exclusively somatic
agglutination was observed.

18) The results of both agglutination and cemplement fixation tests,
are shown in table IlI.

The accordance in the results between the two tests is perfectly satis-
factory. Only one sample which has fixed the complement demonstrated the
absence of agglutinins. This was a case of chronic Chagas’ disease with po-
sitive xenodiagnosis.
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19) Concerning the intensity of both reactions on a same serum, not
a such accordance has been observed because some samples, which revealed
a strong agglutinating capacity, have fixed the complement only in higher
concentrations.

20) Agglutination reaction, when positive at dilution higher than 1/160
and with control ot heterophilic antibodies with the sera agglutinating at low
dilutions (1/80, 1/160), seems to be a very useful diagnostic method for
Chagas disease.

21) Until further data on these reactions will be available, complement
fixation test is the most secure method for the diagnosis of this disease,
and the AA. believe that with the introduction of Davis antigen and of

methods for mass culture of the flagellates in accordance with the technic
crein given, this test is perfectly apt to be included amongst routine methods
for laboratory diagnosis of Chagas disease.
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