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ASPECTOS DA PADRONIZACAO DE TESTES SOROLOGICOS PARA A DOENGCA DE CHAGAS:

UM TESTE IMUNOENZIMATICO PARA A TRIAGEM DE DOADORES DE SANGUE

A. Walter FERREIRA (1, 2), Zila R. BELEM (2), M. Emilia G. MOURA (2) & M. E. CAMARGO (1, 2)

RESUMO

No diagnéstico soroldgico da doenca de Chagas podem ser encontradas acentua-
das divergéncias mesmo entre laboratoérios de grande experiéncia.

Para a padronizacdo de um teste imunoenzimatico destinado primariamente
a selecao de doadores de sangue foram cuidadosamente escolhidos painéis de soros
que se buscaram como representativos das populagées de chagésicos e de ndao chaga-
sicos. Produzido para maxima sensibilidade e estabilidade, o novo reagente (bioE-
LISA - cruzi*) foi testado em 1648 soros, com diagndéstico clinico de doenca de Chagas
em 219 e de outras afeccées em 104. O teste foi comparado com testes ja bem padroni-
zados, de imunofluorescéncia (IF) e de hemaglutinacao (HA), em 1325 soros. O limiar
de reatividade (cut off), estabelecido como ideal, foi indicado nos testes pela absor-
bancia de um soro de reatividade minima. A sensibilidade do teste imunoenzimatico
foi de 0,9954 e a especificidade, como conegatividade, de 0,9969. N4o foram vistos
resuitados falso-positivos em casos de sifilis, toxoplasmose, mononucleose e de soros
com altos titulos de anti-estreptolisina 0, mas foram encontrados em 5 de 15 casos
de leishmaniose tegumentar, 10 de 24 casos de calazar, 1 de 15 casos de artrite
reumatoide e 1 de 12 casos de lupus eritematoso sistémico. Os altos indices de
sensibilidade em chagdsicos e de especificidade na populac¢io geral, traduzem a
elevada confiabilidade do teste para triagem de doadores de sangue e para a confir-
macao de suspeita clinica de doeng¢a de Chagas.

UNITERMOS: Teste imunoenzimatico — Doenca de Chagas; Doadores de Sangue.

INTRODUCAO

A pesquisa de anticorpos séricos contra
componentes do Trypanosoma cruzi representa
importante contribuicdo para o diagnéstico da
doenca de Chagas, especialmente diante das li-
mitacoes dos diagnésticos clinico e parasitols-
gico. Na triagem de candidatos a doadores de

sangue infectados com o parasita, os testes soro-
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l6gicos assumem papel de grande relevancia na
prevencao da doenga de Chagas pos-transfusio-
nal. Para esse fim, hd necessidade, cada vezmais
evidente, de testes adequados para o ensaio, de
grande nimero de amostras, e em curtos prazos.
Adequadas para automacao as técnicas imunoen-
zimaticas, vem responder a tais quesitos, pois sao
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de execucdo simples e de baixo custo. Entre-
tanto, um sério problema para o diagnostico soro-
16gico é a satisfatéria padronizacao dos testes,
pois que acentuadas divergéncias de resultados
podem ser encontradas mesmo entre laboratoé-
rios de grande experiéncia. Foi o que se verificou
ao se iniciar o trabalho de padronizac¢do conti-
nental do diagnéstico sorolégico da doencga de
Chagas, ha alguns anos®.

Apesar disso é possivel se obter excelente
concordancia entre resultados de testes obede-
cendo a diferentes técnicas e utilizando comple-
xos antigénicos do parasita, desde que os testes
sejam padronizados segundo critérios bem esta-
belecidos®.

Para a triagem em bancos de sangue exi-
ge-se do teste sensibilidade méaxima, sem que
venha a implicar em elevada inespecificidade
para grupos populacionais tomados ao acaso,
como 0 de doadores de sangue. Para a determi-
nacao dessa sensibilidade, € imprescindivel a
utilizacdo de painéis de soro representativos da
populaciao diagnéstica.

Ora, o diagnostico de certeza da doenca de
chagas s6 é dado pela positividade de um exame
parasitolégico. Porém, os pacientes com xeno-
diagndstico positivo ndo podem ser considera-
dos como representativos da populagiao em ge-
ral. Nossa solucio foi incluir no painel, soros de
pacientes com documentacio parasitolégica de
fase aguda no passado, gentiimente cedidos pelo
Prof. Dr. Joao Carlos Pinto Dias. A estes se acres-
centaram soros de pacientes com xenodiagnés-
tico positivo.

Determinou-se a especificidade do teste com
soros de pacientes com diferentes afec¢des, certi-
ficados por diagnéstico clinico e laboratorial, e
pela conegatividade com testes cuidadosamente
padronizados previamente?, em soros de resi-
dentes em areas do pais, nio endémicas para
a doenca de Chagas.

MATERIAL E METODOS
Soros — Foram testadas 1648 amostras de
soros, que incluiram 1087 soros de 3 bancos de
sangue, 238 de um laboratério clinico, 219 soros

de chagasicos e 104 soros de portadores de dife-
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rentes afecgdes. Os soros de chagasicos foram
colhidos de pacientes com dados epidemiolégi-
cos, clinicos e parasitolégicos da doenca. Entre
estes, incluiam-se casos de manifestagdes car-
diacas ou digestivas e de forma indeterminada,
com diagnéstico pregresso de forma aguda, que
fora estabelecido anos antes pela demonstracao
do parasita no sangue, por exame direto ou por
xenodiagnéstico. Dos 104 soros de portadores
de outras afecgoes, 24 eram casos de calazar, 15
de leishmaniose tegumentar, a maioria com le-
s6es mucosas, 15 de artrite reumatéide, 12 de
lupus eritematoso sistémico, 14 de mononucleo-
se, 8 de toxoplasmose aguda ou sub-aguda, 7
de sifilis e 9 com titulos altos de anticorpos de
anti-estreptolisina 0.

Todos apresentaram altos titulos de anticor-
pos, caracteristicos das respectivas afeccoes.

Testes Imunoenzimaticos — Como antigeno
foi utilizado um extrato total de formas epimas-
tigotas de Trypanosoma cruzi. Para a sensibi-
lizacdo das placas (Medium binding, de fundo
plano, NUNC, Dinamarca), estas foram incuba-
das por uma noite a 4°C com uma solucio antigé-
nica em PBS pH 7,4 com 2 microgramas por mili-
litro de proteinas. Depois de lavadas, as placas
foram bloqueadas por incubacido a 37°C por 1
hora com solu¢édo salina tamponada com fosfa-
tos, pH 7,4, contendo 5% de proteinas (PBSP).
A estabilidade das placas sensibilizadas foi se-
guidamente comprovada pela obtencio deresul-
tados inalterados mesmo apés permanéncia das
mesmas, por varias semanas a 37°C e por pelo
menos um ano a 4°C. Apés a incubacéio dos soros
diluidos a 1:100, a reacao foi revelada por conju-
gado anti-IgG humana com peroxidase, e subs-
trato cromoégeno de ortofenilenodiamina-peréxi-
do de hidrogénio. As curvas dose-resposta obti-
das, lan¢gando-se absorbanciasem escalaaritmeé-
tica contra os logaritmos das concentracées dos
soros, mostraram porgées retilineas predomi-
nantes. Além de soros controle positivo e nega-
tivo, incluiu-se, em cada teste, um soro referén-
cia, de reatividade minima, para definigdo do
limiar de reatividade (cut off) entre sorosreagen-
tes e ndoreagentes. Este limiar foi definido como
o valor médio mais 3 desvios-padrao das absor-
béncias de 90 soros de individuos com alta pro-
babilidade de auséncia de infeccao por Trypano-
soma cruzi ou Leishmania provenientes de dreas
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endémicas!. As reacoes apresentando absorban-
cias 20% acima ou abaixo daquela correspon-
dente ao soro controle de reatividade minima
foram consideradas como inconclusivas, deven-
do ser repetidas, para confirmacao.

Teste de Imunofluorescéncia Indireta (IF)
— Foirealizado segundo a técnica descrita?, com
antigeno comercial (Imunocruzi, Biolab Diag-
néstica) e conjugado anti-IgG humana (Fluoline
G, Biolab Diagndstica).

Teste de Hemaglutinacao Passiva (HA) —
Foirealizado como descrito®, com o reagente He-
macruzi (Biolab Diagnéstica).

RESULTADOS

Submeteram-se ao teste imunoenzimadtico,
soros de duas amostragens, respectivamente de
nao chagasicos e de chagasicos. A primeira in-
cluiu soros de individuos normais e de pacientes
com diferentes afec¢des, com excecao das leish-
manioses, origindrios e residentes em areas nao
endémicas para doenca de Chagas e leishma-
nioses (Espirito Santo, Brasil). A segunda procu-
rou ser a mais representativa possivel da popu-
lacdo chagiésica, incluindo soros de pacientes
das formas indeterminada, digestiva e cardiaca,
que apresentaram xenodiagnéstico positivo ou
um diagnéstico parasitoldogico no passado, de
forma aguda da infeccao tripanossémica.

Para os soros de ndo chagasicos, a média
e um desvio padrido das absorbancias observa-
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Fig. 1 — Curvas de distribuicéo de freqiéncia de absorbancias
para soros de nao chagésicos (........ ) e de chagésicos ( ).

das foi de 0,089 = 0,046. Para os soros de chaga-
sicos esses valores foram de 1,068 * 0,338. Assim,
arbitrou-se como limiar de reatividade (cut off)
nos testes, o valor médio das absorbancias mais
3 desvios padrio, determinados para nao chagé-
sicos. A figura 1 apresenta as curvas de distri-
buicao de freqiiéncia de absorbéancias correspon-
dente as amostragens, respectivamente, de so-
ros de ndo chagasicos e de chagésicos.

Nos bancos de sangue A, B e C, foram testa-
dos respectivamente, 439, 200 e 448 soros, no to-
tal de 1087 soros. Com relacéao ao teste de imuno-
fluorescéncia houve concordancia de resultados
em 1083 soros (indice de 0,9963), com 9 soros rea-
gentes e 1074 nao reagentes. Duas amostras rea-
gentes no ELISA foram nao reagentes no teste
de IF, e 2 amostras ndo reagentes no ELISA fo-
ram fracamente reagentes no teste de IF. Com
o teste de hemaglutinacdao houve concordancia
em 1085 (Iindice de 0,9981), sendo 9 reagentes e
1076 nao reagentes. Dois soros foram reagentes
no ELISA e nao reagentes no teste HA. Estes
mesmos soros foram reagentes no teste de IF.
O indice de concordancia entre os testes de IF
e de HA foi de 0,9969.

Dos 238 soros testados no laboratério clini-
co, 235 apresentaram resultados concordantes
com o teste de IF (indice de 0,9874) sendo 21
reagentes e 214 nao reagentes. Houve 2 soros
reagentes e 1 ndo reagente no ELISA, com resul-
tados discordantes no teste de IF. Com o teste
de HA aconcordancia foiobservada em 236 soros
(indice de 0,9916) sendo 22 reagentes e 214 néo
reagentes. Houve apenas 2 soros discordantes,
ambos reagentes no ELISA. Nesse grupo de so-
ros a concordancia entre os testes de IF e de
HA ocorreu em 237 soros (indice de 0,9958), o
unico soro discordante sendo reagente no teste
de IF e ndo reagente o teste de HA. Assim, o
indice de especificidade do teste imunoenzima-
tico, expresso em termos de conegatividade, foi
de 0,9969 em 1282 soros nio reagentes no teste

de IF e em 1294 soros nao reagentes no teste
de HA.

Dos 219 soros de chagasicos, 218 foram rea-
gentes para o teste imunoenzimatico, o dnico
soro nio reagente ndo tendo reagido também
nos testes de IF e de HA. O indice de sensibi-
lidade resultante foi de 0,9954.
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Quanto aos 104 soros de pacientes com ou-
tras.afeccées, ndo foram observados resultados
falso-positivos nos casos de sifilis, de mononu-
cleose, de anticorpos anti-estreptolisina 0 eleva-
dos e de toxoplasmose. Houve 1 resultado positi-
vo-falso em cada um dos grupos, respectivamen-
te, de pacientes com artrite reumatéide e de lu-
pus eritematoso. Foram vistos 5 soros reagentes
nos 15 casos de leishmaniose tegumentar e 10
nos 24 de calazar.

DISCUSSAO

A avaliacao de testes para o diagnéstico so-
rolégico da doenca de Chagas nao é tarefa sim-
ples. Bem o evidenciaram as divergéncias de re-
sultados de soros intercambiados entre trés la-
boratérios de grande experiéncia nessa sorolo-
gia, como observadas no estudo referido por CA-
MARGO et al, 1986°.

As divergéncias deveram-se principalmente
a diversidade de critérios com que foram desen-
volvidos os testes em cada laboratoério, segundo
as experiéncias pessoais e prevaléncia da infee-
c¢édo nas diferentes populacoes em que os testes
foram estudados. E de se notar que os critérios
de positividade e de negatividade de um teste
sdo baseados na experiéncia obtida em popula-
¢Oes de chagasicos e de ndao chagasicos. Ora, a
sele¢do de amostra representativa da populacédo
chagasica é dificil, tendo em vista a ocorréncia
freqiente da forma indeterminada, sem sinto-
mas ou sinais clinicos. Desse modo, a selecao
calcada em critérios clinicos, além de pouco se-
gura, resulta em amostra reunindo apenas casos
clinicamente expressivos. Por outro lado, a in-
clusdo na amostra de apenas casos com xeno-
diagnéstico ou hemocultura positivos pode in-
troduzir um viez, pela selecao de casos que apre-
sentem parasitemia, possivelmente niao repre-
sentativos do universo de chagésicos. E igual-
mente dificil a selecdo de amostra representa-
tiva da populagdo néo chagdsica, para avaliacao
da especificidade do teste. As experiéncias com
populag¢ées de dreas nao endémicas, como as eu-
ropéias ou norte-americanas, de habitats muito
diversos, ndo sio plenamente aplicdveis as po-
pulacdes de areas endémicas, onde podem ocor-
rer estimulos antigénicos muito diversos e capa-
zes de originar anticorpos dereac¢ao cruzada com
os antigenos parasitarios utilizados no teste® 7.
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Realmente, quando se estudam as frequiéncias
de intensidades de reatividade dos testes sorolo-
gicos, em populacées de chagasicos ede nidocha-
gasicos, das regidées em que incide a doenca de
Chagas, verifica-se que em ambas essa reativi-
dade se distribui segundo curvas de conforma-
¢do “gaussiana’?. Somente, para a populacio
nao chagéasica a mediana dos titulos é mais ele-
vada do que para a populagcdo ndo chagisica,
mas com grande frequiéncia as duas curvas res-
pectivas se interceptam segundo area mais ou
menos extensa.

Em conseqiiéncia, a selecdo de um limiar
de reatividade (cut off), distingtiindo soros rea-
gentes e ndo reagentes é sempre um compro-
misso entre um maximo de sensibilidade e um
maximo de especificidade. A reatividade obser-
vada nas populacdes de nio chagésicos, ainda
que geralmente de niveis baixos, é devida em
parte a “ruidos” que interferem no sinal mensu-
ravel desenvolvido no teste, mas originada prin-
cipalmente pela presenca de anticorpos “inespe-
cificos”, de reacdo cruzada com alguns dos va-
rios componentes antigénicos do Trypanosoma
cruzi.

Ao se reduzir o nimero de antigenos utiliza-
dos no teste, com a consequiente reducio de epi-
topos reagentes, pode resultar uma sensivel di-
minuicdo dessa interferéncia como quando se
empregam, no teste, fra¢cées imunoquimicas pu-
rificadas. Porém, neste caso, é comum se obser-
var uma queda de sensibilidade do teste. Em
nossa experiéncia a melhor discriminacio, no
teste imunoenzimatico, foi obtida com extratos
semi-purificados!. Por outro lado, o fraciona-
mento de antigenos é um processo complexo e
oneroso, a solu¢cido em vista estando nos antige-
nos recombinantes, clonados e expressos, por
exemplo, na Escheria coli* 8. No caso da doenca
de Chagas, tais reagées “‘inespecificas” sdo na
maior parte devidas a anticorpos IgM, e nao se
fazem sentir nos testes especificos para anticor-
pos IgG, como no ensaio aqui desecrito.

A avaliacdo do teste imunoenzimatico reali-
zada em um painel de soros que se buscou o
mais representativo possivel da populagio de
pacientes chagdsicos, segundo critérios ja pre-
viamente definidos por CAMARGO et al, 1986°
indicou um indice de sensibilidade de 0,9954. A
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elevada especificidade do teste foi traduzida pe-
los altos indices de conegatividade observados
para os testes de imunofluorescéncia indireta e
de hemaglutinacido passiva. Na verdade, nos
1325 soros em que foram realizados os trés testes,
o indice de concordancia do teste imunoenzi-
matico com o teste IF foi de 0,9947, e de 0,9970
com o teste HA.

Como para os demais testes realizados com
poliantigenos de Trypanosoma cruzi, observa-
ram-se reacées positivas relativamente frequen-
tes nos casos de calazar e também nos de leish-
maniose tegumentar, principalmente com lesoes
mucosas. A opcao deliberada por antigenos mul-
tiplos de extratos parcialmente purificados teve
como objetivo assegurar ao teste imunoenzima-
tico um maximo de sensibilidade, como obser-
vado por CAMARGO et al, 1986!, que possa ga-
rantir seguranca maxima ao teste. Esta é absolu-
tamente necessaria na triagem de candidatos
a doadores de sangue e, mesmo quando o teste
érealizado como apoio sorolégico ao diagnéstico
clinicoda doencga de Chagas, asreag¢des cruzadas
com as leishmanioses habitualmente nio apre-
sentam maior obstdaculo. Nestes casos, os testes
com antigenos de Leishmania sp sdo positivos,
e é bem de ver que € menos frequiente a ocorrén-
cia de reacdes positivas de soros de chagasicos
com estes antigenos.

SUMMARY

Standardization of serological tests in Chagas’
disease: immunoenzimatic test for screening of
blood bank donnors.

In the serological diagnosis of Chagas disea-
se large divergences may be found even between
laboratories with experience, as a consequence
of different criteria for the standardization of the
tests.

To standardize a immunoenzimatic test de-
veloped primarily for screening blood donors, se-
rum panels were carefully chosen so as to best
represent chagasic and non-chagasic popula-
tions.

Produced for the highest sensibility and sta-
bility, the new reagent (bioELISA cruzi, Biolab
Diagnoéstica S/A, Brasil), was tested in serum

from 1648 patients 219 with Chagas disease and
104 with other diseases, plus a comparison with
well standardized immunofluorescence and he-
magglutination tests in 1325 sera. In the immu-
noenzimatic assays, the cut off was indicated
by the absorbance value of a chagasic serum
showing a minimal reactivity. ELISA sensibility
was 0,9954 and specificity 0,9969,as conegativity.
False positive results were absent with sera from
sifilis, toxoplasmosis, mononucleosis and high
titered sera for antistreptolysin 0 antibodies. Ho-
wever they were seen in 5 to 15 cases of tegu-
mentar leishmaniosis, 1 of 12 Kala-azar 1 of 15
reumatoid arthritis and 1 of 12 sistemic lupus
erythematosus.

The high sensibility in chagasics and high
specificity in the general population indicate the
confiability of the imunoenzimatic assay for scree-
ning blood donors and even to confirm a clinical
diagnosis of Chagas’ disease.
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