EMPREGO DO ANTIGENO TRIPLICE, EM FIXAGAO DO
COMPLEMENTO EM PLACA PARA EXCLUSAD SOROLOGICA
DA MOLESTIA DE CHAGAS, SIFILIS E BRUCELOSE.

Therezinha Aparecida Cunha*

O método de fixagdo de complemento em gotas, sobre placas de pldstico, usando
antigeno misto de cardiolipina, suspensdo de brucelas e extrato de T. cruzi, foi utilizado
no exame de 112.365 soros provenientes de bancos de sangue e do Hospital das Clinicas
de Ribeirdo Preto. Os 18.279 soros que reagiram com o antigeno triplice foram re-exami-
nados com cada um dos antigenos, verificando-se que 77% a 88% deles eram chagdsicos,
de 8% a 23% eram sifiliticos e que 1% a 3% reagiam com o antigeno de brucelas.

Pela sua simplicidade, economia de tempo e de material, a técnica de fixacdo de
complemento, com antigeno triplice, se recomenda para a rotina dos bancos de sangue,
hospitais e laboratdrios de saide pablica, quando nimero elevado de sangue deve ser

examinado.

INTRODUGCAQ

O uso de antigenos mistos em fixacdo de
complemento para exclusdao dos doadores cha-
gdsicos, sifiliticos, tuberculosos ou leprosos, foi
recomendado por .Almeida e cols! que verifica-
ram a independéncia das reacGes antigeno-anti-
COrpo nesses sistemas.

O emprego da técnica de Fulton & Dumbeli’
ada;)tada a soro-diagnose da moléstia de Cha-
gas” poderia justificar 0. uso de um antigeno
misto, por seus resultados serem compardveis
com os obtidos por método quantitativo em
tubos, quer empregando hemdcias de carneiro,
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quer hemdcias humanas, para o sistema hemoli-
tico, segundo Arantes®.

O funcionamento da reacdo com antigeno
triplice foi estudado por Cos_ta7 comparando as
curvas de isofixac;ﬁo2 obtidas em reagGes com
antigenos isolados e com o antigeno triplice. As
curvas se superpunham, demonstrando a perfei-
ta independéncia dos sistemas moléstia de Cha-
gas,:sifilis e brucelose.

No presente trabalho apresentamos os resul-
tados obtidos com a rea¢do de fixagdo de com-
plemento, em gotas, com o antigeno triplice,
em soros provenientes de bancos de sangue e de
pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto.
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MATERIAL E METODOS

Soros humanos

Os soros examinados provieram de trés
amostragens: dos bancos de sangue da cidade de
Ribeirdo Preto, de 1968 a 1971, totalizando
103.413 soros; do Banco de Sangue da Col-
resan, de 1971 a 1974, num total de 7.342
doadores e de pacientes do Hospital das Clini-
cas, matriculados em 1973, com 2282 soros.

Antigenos

Os antigenos usados foram os seguintes:
CARDIOLIPINA 72, Sylvania, segundo as espe-
cificagcGes de Wadsworth’ , suspensdo de Bru-
cella abortus, segundo Almeida® e os antigenos
aquoso8 e metilico® de Trypanosoma cruzi.

Na composi¢do do antigeno triplice cada um
dos antigenos era diluido ao terco de sua dose
de médxima reatividade, misturando-se um volu-
me de cada um deles, com os outros, de forma
que cada um ficava diluido apropriadamente.

Técnica da reagcdo

A técnica da reacdo descrita em detalhe por
Almeida® utiliza salina-boratada, trés e meia
unidades hemoliticas 50% de complemento,
uma gota de 0,01 ml de soro e uma gota de
0,02 ml de antigeno. A incubagdo preliminar é
de 90 minutos a 370C em estufa Umida. Hema-
cias sensibilizadas sdo empregadas num volume

de 0,04 ml e o tempo de hemdlise é de 60
minutos.

Os soros reagentes se apresentam com as
hemdcias integras e aglutinadas no centro da
gota, sendo a aglutinagdo favorecida por trepi-
dacdo da placa, produzida por pancadas ligeiras
na sua borda.

ReacGes negativas sdo as que se mostram
totalmente hemolizadas, de gotas transparentes
ou com um pequeno depdsito aglutinado de
estromas residuais.

Em um e outro caso, a gota controle do soro

deve se mostrar hemolisada. Quando ndo, o
soro é classificado de anticomplementar.

Todos os soros reagentes foram re-examina-
dos com cada um dos antigenos para o diagnos-
tico da ou das infeccdes. E de se notar que
alguns soros podem se mostrar reagentes com o
antigeno triplice, e negativos em reacGes com
os antigenos em separado, por efeito da soma
de propriedades anticomplementares de cada
um dos antigenos com a do soro em questdo.

RESULTADOS

Foram examinados 112.365 soros, dos quais
102.741 provinham dos bancos de sangue de
Ribeirdo Preto, de 1969 a 1974, 2.282 soros
eram de pacientes do Hospital das Clinicas
(1973-1974) e 7.342 da Colresan (Coleta Regio-
nal de Sangue) de 1971 a 1974.

Os resultados obtidos com o antigeno tripli-
ce estdo apresentados no Quadro | e aqueles
com os antigenos em separado, no Quadro Il.

QUADRO |

Resultados dos exames por fixacdo de complemento com antigeno triplice para exclusdo de
Moléstia de Chagas, sifilis e brucelose.

. Bancos de Colresan H. Clinicas .
Reagdo triplice Sangue de (Doadores) (pacientes) Totais
Rib. Preto

Reagentes 17136 474 669 18279
(16,7%) ( 6,5%) (29,3%)

Ndo Reagentes 85605 6868 1613 94086
(83,3%) (93,5%) (70,7%)

Totais 102741 7342 2282 112365




Mai-Jun/75

Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 157

QUADRO Il

Resultados dos exames feitos nos soros reagentes (com antigeno triplice) com cada um dos
antigenos: Cardiolipina, Suspensdo de Brucelas e antigeno de 7rypanosoma cruzi.

(Soros dos Bancos de Sangue, com exclusdo da Colresan)

Ant. de Tryp. cruzi Cardiolipina Susp. Brucelas Totais

+ - - 12803

+ + - 566

- + - 3325

- + + 20

- - + 336

13455 3911 442 17136
{78,5%) (22,8%) {2,6%)

Soros de pacientes do Hospital das Clinicas

+ - - 600

N ¥ - 16

— + — 46

- - + 7

616 62 7 669
(92,1%) (-9.3%) (1,0%)

Soros de Doadores da Colresan (*)

+ - - 358

+ + - 5

- + - 96

+ - + 1

- _ + 14

364 101 15 474
(76,8%) (21,3%) (3.2%)

(*)} Coleta Regional de Sangue de Ribeirdo Preto.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O exame sorolbgico dos doadores de sangue
e dos pacientes que procuram assisténcia médi-
ca, quando feito em rotina, permite a avaliagdo
das endemias prevalentes na regido.

Quando o namero de soros a examinar é
grande, é altamente conveniente o emprego de
técnicas que permitam a exclusdo imediata dos
soros ‘‘negativos”’ podendo-se entfo fazer o
re-exame dos soros reagentes, para a identifica-
¢do da ou das infeccdes presentes.

A reagdo de’ fixagdo de complemento em
gotas sobre placas de pléstico®-® por suas carac-
ter(sticas de precisdo, economia de trabalho e
de material, foi empregada, utilizando-se um
antigeno composto de cardiolipina‘o, suspen-
sdo de brucelas® e do antigeno metf(lico de T,
cruzi®.

No antigeno triplice empregamos o antigeno
metilico® por sua grande sensibilidade, enquan-
to no exame dos soros reagentes, utilizamos o
antigeno aquoso8 por ser este mais especifico
para soros chagasicos.
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O teste inicial em gotas, com o antigeno
triplice, permitiu excluir como soros ndo rea-
gentes para sffilis, brucelose e moléstia de Cha-
gas, uma propor¢do que variou de 70,7% a
93,5% dos soros examinados (Quadro |).

Os soros reagentes com o antigeno triplice
foram re-examinados, pela mesma técnica em
gotas®>, com cada um dos antfgenos, diluidos
em dose de mdxima reatividade, para identificar
a ou as infecgdes presentes. Os resultados foram
apresentados no Quadro 11.

Observando esses resultados, verifica-se que
quando os doadores sdo selecionados por um

cuidadoso interrogatério, a percentagem de cha-
gdsicos é muito menor.

Assim entre doadores de sangue da Colresan
somente 5% eram chagdsicos, enquanto entre o3
dos outros hospitais chegava a 13%. A maior
incidéncia de chagdsicos entre doadores dos
bancos de sangue dos hospitais decorre da prati-
ca de se solicitar aos familiares dos pacientes,
doagdo de sangue. Como em grande parte sdo
pacientes provenientes de zonas endémicas de
doenca de Chagas, seus familiares podem estar
infectados, como sugere a maior incidéncia da
moléstia (27%) entre pacientes hospitalizados
(Quadro 11},

QUADRO Il

Comparac¢do dos resultados obtidos nos Testes de Fixacio de Complemento, em pacientes do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto e em doadores de sangue

Mol. Chagas Sifilis Brucelose Total,
Bancos de Sangue 13819 4012 457 110083
(12,6%) (3,6%) (0,4%)
Hosp. das Clinicas 616 62 7 2282
(27,0%) (2,7%) {0,3%)
14435 4074 464 112365
{12,8%) (3,6%) {0,4%)

Da experiéncia acumulada no uso do antige-
no triplice em reagGes de fixacdo de comple-
mento em gotas, pode-se concluir de. sua prati-
cabilidade, recomendando-se para hospitais,
bancos de sangue e laboratérios de saide pabli-
ca.
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SUMMARY

The complement-fixation in drops, using a triple antigen, was employed for screening
out sera from Chagas’ disease, syphilis or brucellosis. A total of 112, 365 sera were tested,
from which 18,279 reacted with the triple antigen (composed of cardiolipin, suspension
of brucellas and T. cruzi antigen). All the reactive sera were retested with each one of the
antigens, in order to identify the infection. Chagas’ disease was found in the proportion
of 77% to 88% in this group, syphilis from 8% to 23% and 1% to 3% reacted with brucella

antigen.

The use of a triple antigen in the complement-fixation test in drops has been very
suitable for screening out reacting sera for Chagas’ disease, syphilis and brucellosis, not
only for the selection of blood donors, but also for the routine of serology in public
health laboratories and hospitals, when large number of sera are to be tested.
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