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AVALIAGAO DE ANTIGENOS DO TRYPANOSOMA CRUZI PARA A REAGAO DE
HEMAGLUTINAGAO INDIRETA. 1. DIFERENTES EXTRATOS ANTIGENICOS

Ricarde Wagner de Almeida VITOR & Egler CHIARI

RESUMO

Alguns procedimentos descritos na literatura (ultrasom, agua destilada, NaOH,
TRITON x 100 e congelamento-descongelamenao) foram avaliados determinando o
melhor extrato antigénico para a reagic de hemaglutinagio indireta (RHID) no diag-
néstico sorolégico da doenga de Chagas. Para isso, foram ensaiados 30 soros de
individuos chagdsicos ¢ 30 soros de individuos ndo chagédsicos. A reacdo de.imuno-
flucrescéncia indireta foi considerada como reagfio de referéncia no cé.lcuio dos
indices de copositividade (icp.) e conegatividade (icn.). O valor do icp. para
2 RHI com antigeno obtido por NaOH foi mais elevado do que para 0S- “outros
antigenos. Os cinco antigenos apresentaram valores méximos para o icn., indican-
do boa especificdade. Os titulos apresentados pelos soros chagdsicos com: antige-
no obtido por NaOH foram, significativamente, superiores aos demais antigenos.

A avaliacio de cinco partidas de antigeno extraidas por NaOH em épocas di-
versas indicam boa sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade de resultados,
traduzidas pelos valores elevados para os i.c.p. e f.c.n,, além de titulos proéxi-
mos entre si :
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INTRODUCAO

Apesar da utilizagfo de varias reagdes soro-
légicas como a Imunofluorescéncia indireta (RI-
1), Fixagio de Complemento (RFC) e Agluti-
nacio direts no diagndstico da doenga de Cha-
gas, a reagio de hemaglutinacfo indireta (RHI)
¢, sem diivida, a mais indicada na rotfina labo-
ratorial, principalmente devido & facilidade de
execucho, custo reduzido e rapidez de leitura.

Virios sfo os estudos para padronizacio de
metodologia e antigenos utilizados na RHI. Tém
sido utilizados antigenos extraidos por trata-
mento de epimastigotas por vibragio ulira-sd-
nica 12, por dgua destilada’, por congelamento-
descongelamento 9, por desoxicolato de sédios,
por hidréxido de s6dio 8 e por TRITON x 1001,
Em conseqiiéncia deste mimero variado de pro-
cessos extratores, a REI tem apresentado com-
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portamento variado, traduzido pelas diferencas
na sensibilidade, especlﬁcldade e reprodutibili-
cade da reacio.

Neste trabalho estdo descrit_os os resulta.
dos da RHI utilizando antigenos extraidos por
diferentes processos jd descritos na literatura.
com intuito de selecionar aquele capaz de for-
necer melhor sensibilidade, especiticidade e re-
produtibilidade apds comparagio com OS mes~
mos SOTOS. '

MATERJAL E METODOS
Amostras de soros

Foram utilizadas 60 amostras de soros de
individuos do Estado de Minas Gerais, sendo
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30 de pacientes chagdsicos de Bambui, reagen-
tes pela RIFI ‘e 30 soros de individuos aparente-
mente normais, de Ribeirdo das Neves. As
amostras de soro foram divididas em aliquotas
& conservadas a4 —20°C até o uso.

Reacdo de Hemaglutinagiio Indireta

Os reagentés hemaglutinantes foram prepa-
rados utilizando cinco diferentes extratos de
epimastigotas -da cepa Y do Trypanosoma cruzi
cultivadas em-ineio liguido (“LIT"). Os flage
lados foram lavados por trés vezes & frio em
solugiio NaCl 0,156 M por centrifugagiio & 1000 g
por 15 minutos e, a seguir, liofilizados, A ex.
tragéio por ondas ultrasénicas foi realizadsa apos
delipidagio do material com henzeno e sonica-
do em banho de gelo durante trés tempos de
‘um minuto a 40 hertz, com intervalos de um
minuto. Os outros extratos foram obtidos por
tratamento de epimastigotas com dgua destila.
da’, com NaQH & 0,15 M 8, com TRITON x 100 it
€ por sels processos sucessivos de congelamen-
to e descongelamento?. Apos cada extragio, a
suspens@o foi centrifugada e o sohrenadante fi-
nal (extrato antigénico) foi estocado em aligquo-
tas 4 —20°C. _ A concentragfio de proteinas foi
determinada pelo método de LOWRY e col 10
contra padriio de albumina de soro bovino.

Eritrécitos formalizados foram tratados pe-
lo extrato antigénico conforme metodologia
descrita por HOSHINO-SHIMIZU e-¢ol$ utilizan-
do a concentragio minima ideal de proteina pa-
ra mdxima sensibilizacio. Apds a sensibiliza-
¢80, os eritrdeitos foram lavados por trés ve.
zes com solugdo NaCl 0,15 m e ressuspensos &
%% em solucdo preservadora® diluida trés ve.
Zes em dgua-destilada. As reacfes foram rea-
lizadas em placas pldsticas com cavidade em v,
como descrito por CAMARGO e col.5. Os so-
ros foram diluidos a partir de 1:20 em PBS
pH 7.2,

Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta

Foi execuf_ada de acordo com CAMARGOS,
sendo utilizada como reacio de referéncian na
determinagéio ‘de anticorpos circulantes anti-T.
cruzi o cdleulo dos indices de co-positividade,
co-negatividade e concordincia 3.

Analise HEstatistica

As médias geométricas da reciproca dos ti-
tulos positivos foram calculadas utilizando ti-
tulos codificados. A significancia da diferenga
entre meédias geométricas de titulos foi verifi-
cada por andlise de varifncia e caleulo da di-
ferenga média significativa (DMS) conforme
ARMITAGE 1,

RESULTADOS

O rendimento protéico, traduzido pela con-
centragfo final de proteina no extrato antigéni-
c0, mostra diferengas marcantes para os cinco
diferentes métodos extratores. Os extrsitos ob-
tidos por dgua destilada, TRITON x 100 e NaOH
alcancaram rendimentos que ultrapassaram a
faixa de 30%, sendo que este ultimo alcangou
rendimento méximo de 45%. Os outros dois
extratos apresentaram rendimento inferior a
16%. A titulacio em bloco também mostrou
variacio na concentracio minima ideal para
sensibilizar os eritrdcitos: extrato por NaOH,
15 microgramas; por ulira-som, 30 microgramas;
Pbor TRITON x 100, 60 microgramsas e por ipgua
destilada e congelamento descongelamento, 135
microgramas de proteina por mililitro.

A tabela I apresenta a distribuicio dos ti-
tulos obtidos para os 60 soros estudados. Os
30 soros de individuos chagdsicos apresentaram
titulos que oscilaram entre 20 e 160, com exce-
¢io do antigeno extraido por NaOH, cujos ti-
tulos variaram entre 40 e 640. Em relacéo aos
soros de indivduos nfic chagdsicos, nenhum so-
70 reagiu pela RHI na diluicio de 1:20, exceto
quando foi utilizado antigeno extraido por

" NaOH, quando foram observados 17 soros rea-

gentes nesta diluigio. Em conseqiiéneia, utili-
zamos a dilui¢do de 1:20 como titulo discrimi.
nante entre resultados positivos e negativos pe-
la RHI para cslculo dos indices de co-positivi-
dade, co-negatividade e concordancia, exceto
tguando os eritrécifos foram sensibilizados com
antigeno extraido por NaOH, quando o titulo
discriminante foi de 1:40.

Foram caleulados os indices de eo-postivi-
dade (ic.p), co-negatividade (icn.) e concor
déncia (i.c.) para a RHI com os diferentes ex-
tratos antigénicos tomando-se a RIFI como rea.
¢fo de referéncia. Os valores para o iep. fo-
ram de 0,8667; 0,9667; 1,0000; 0,9667 e 0,000 para
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TABEILATI
Distribuigio da freqiiéncia dos titulos de anticorpos pela reagio de hemaglutinagho indireta em 60 soros, uiilizando
antigenos obfidos por diferentes meétodos de extragio
Método de RIFI Reciproca de Titulos pela RHI
Extracho (Reagdio de Total MGRT*
Referéncia) <20 20 a0 30 160 320 640 1280
Ultra-som Positiva 4 11 U 5 — —_ — — 30 29
Negativa 30 — — — v e Bt - a0
Apua destilada Positiva 1 5 12 10 2 —_ —_ 30 47
Negativa 30 — — — — — — — 30
NaOH 0,15 M Positiva — — 2 7 9 1 1 — “30 166+
Negativa B - = - = = — 30
TRITON x 100 Positiva 1 T T 12 3 — — —_ =30 49
Negativa 30 — — — — — — —_ 30
Congelamento e Positiva 3 2 11 8 [ — — — 30 45
Descongelamento Negativa 30 - — b — — — — a0

* Média geométrica da reciproca dos titulos positivos

4- MGRT significativamente maior que as outras médias (F

s antigenos extraidos por ultra-som, dgua desti-
lada, NaOH, TRITON x 100 € congelamento-des-
congelamento, respectivamente. Os valores pa-
ra o ic. foram respectivamente de 93,33%,
08,33%, 100,00% , 98,33% e 95,00%. Todos os an-
tigenos apresentaram ic.n. igual a 1,0000.

Foram ainda {estadas cinco partidas de rea-
gentes para a RHI com antigenos preparados
utilizando extratos antigénicos obtidos por

= 34,7, P < 0,05; DMS = 0,13)

NaOH, em épocas diversas. A tabela II mostra
a distribuicio dos titulos obtidos para os 60
soros estudados. Os valores obtidos no cdlcu-
lo de icp., icn. e ic. foram mgximos para
trés partidas de antigeno A partida de nimero
4 apresentou um resultado falso negativo, i.c.p.
igual & 09667 e ic igual a 98,33%. A partida
de niumero 5 apresentou dois resultados falso
positivos, icn igual a 09333 ¢ ic. igual a
96,67%. :

TAEELA II
Distribuigic da freqiiéncia dos titulos de anticorpos pela reagio de hemaglutinagio indireta em 60 spros, para cingoe
partidas de antigeno exfraidas por NaOH 0,15 M em diferentes €pocas

Partida de RIFI Reciprocs de titulos pela RHI N
Antigeno (Reagio de Total MGRT"

Referéncia) <20 20 40 80 160 320 640 1280

1a. Positiva —_— — 2 q 11 i 3 — R0 166
Negativa 22 8 — — — — —_ — - 30

28, Positiva —_ —_ 2 7 12 T 2 — 30 180
Negativa 19 11 -—_ — - — — — 30

3a. Positiva — — 2 7 9 i1 1 — 30 166
Negativa 13 M " — —_ —_ — —_ - 30 :

da. . Positiva — 1 7 B 12 4 — — 30 1024
Negativa 25 5 —_— — — —_ — — 30

Sa., Positiva - — 5 9 9 [ 1 —_ 0 123
Negativa 15 13 2 —_ — — —_— —_ 30

* MGRT — Média geoméirica da reciproca de Titulos
+ MGRT significativamente menor gue as outras médias

DISCUSSAO

O extrato antigénico obtido por NaOH apre-
sentou o maior rendimento na extracdo de pro-
teinas. Considerando gue as formas de cultura
contém cerca de 43 a 53% de proteina por pe-
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(F = 2.80; p < 0,05; DMS = 0,16}

50 14, podemos afirmar que o tratamento com
NaOH extraiu praticamente todas as proteinas
de epimastigotas. Deste extrato também foi exi-
gido a menor concentracio de protefnas para
sensibilizar os eritrdcitos, o gue. significa eco-
nomia de material e tempo no preparo de um
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nimero elevade de partidas de antigeno para
a RHI.

Os maiores tifulos pela RHI foram obser-

vados com antigeno extraido por NaOH, en-.

quanto os outros quatro antigencs apresenta.
ram, em geral, tituios baixos para os soros rea-
gentes pela RIFI. Na maioria das descricbes
originais dos meétodos de extragio de antigeno
para & RHI, os autores nio tinham interesse
maior emn observar titulos ou calcular indices
bara avaliacio dos métodos. A comparacio dos
nossos resultados com as descrigdes nos traba-
Ihos iniciais fica, portanto, dificultada. Entre-
tanto séo possiveis algumas comparaces, com
resultados descritos posteriormente a descriciio
inicial das técnicas.

Deste modo, podemos observar que os i
tulos obtidos por CAMARGO e col. ¢, utilizando
antigeno extraido por ultra-som, variaram en-
tre 1:40 e 1:10.240, enquanto nossos resultados
indicam titulos entre 1:20 e 1:80. Um estudo
comparativo reslizado pelos mesmos autores
mostrou resultados semelhantes entre a RHI e
as reacbes de referéncia (RIFI e RFC). De for-
ma semelhante a RHI, com antigeno obtido por
BATISTA?, segundo metodologia descrita por
CERISOLA e col.”, através do tratamento de
epimastigotas por dgua destilada, apresentou ti-
tulos variando entre 1:20 e 1:10.240 e sensibili-
dade igual a RFC, Os baixes titulos por nés
observados contrastam com as referéncias na
literatura que assinalam titulos elevados utili-
zando a RHI com antigenos semelhantes a es-
tes, provavelmente por se tratarem de experi-
mentos em que os autores utilizaram antigenos
ricos em proteinas inespecificas, o que favore
ceria a ocorréncia de reagdes inespecificas.

Em relagdo a0 extrato antigénico obtido por
tratamento com NaOH, TAKEI e col. 33, relatam
a avaliacio do antigeno descrito por HOSHINO-
SHIMIZU e col.? durante um periodo de seis
anos em comparagio com a RFC, RIFI e rea-
¢iao de Floculacio, observando que a RHI, com
este antigeno alcalino, apresentou valor 93,09
para o indice de co-positividade e 99,29 para
o indice de co-negatividade. Estes autores ain-
da relatam algumas vantagens da RHI utilizan.
do este antigeno: estabilidade, economia de rea-
gentes e reprodutibilidade, caracteristicas tam-
bém observadas por nés.

Os pardmetros ideais para avaliacao de um
teste soroidgico sdo a sensibilidade e especti-
cidade, 08 quais podem ser estabelecidos quan-
do o método diagnéstico de referéncia é o diag-
ndstico verdadeiro da infecgio. Entretanto, es-
te niio € o caso da doenca de Chagas devido a
ocorréncia de individuos falso-negativos, tanto
pelo xenodiagndstico, hemocultura ou por ou-
tros métodos de demonstracao direta do T. cruz.
De acordo com BUCK & GART 3, quando a rea-
cido de referéncia é o diagndstico verdadeiro o
indice de co-positividade & idéntico & sensibili-
dade e o indice de co-negatividade & especifici-
dade. Considerando que a RIFI (reacio de re-
feréncia) apresenta sensibilidade e especificidade
satisfatdrias no diagndstico da doenca de Cha-
gas, sendo capaz de identificar quase todos os
casos verdadeiramente positivos e negativos, po-
demos afirmar, para melhor compreensio dos
resultados obtidos, que og indices de co-positivi-
dade e co-negatividade, calculados em relacio &
RIFI, sdo sin6nimos de sensibilidade e especifi-
cidade e serfio denominados neste trabalho co-
mo sensibilidade relativa e especificidade rela-
tiva, isto &, sensibilidade e especificidade em
relaciio 3 RIFL

Os resultados descritos indicam diferencas
na sensibilidade relativa da. RHI utilizando antf-
genos do T. cruzi extraidos por diferentes me-
todos. O antigeno extraido por NaOH apresen-
tou maior sensibilidade relativa & 100% de re-
sultados concordantes com a RIFI. Todos os
antigenos apresentaram valores méiximos para
ien., indicando boa especificidade relativa.

Os resultados descritos também indicam
uma boa reprodutibilidade dos reagentes prepa-
rados com cinco partidas diferentes de antigeno
extraido por NaOH. Os titulos chservados fo-
ram semelhantes, com exceciio de uma partida
com titulos ligeiramente inferiores (partida de
n* 4). Os indices de co-positividade, co-negati-
vidade e concordéncia foram satisfatérios para
todas as partidas de antigeno e, em sua maio-
ria, apresentaram valores mdximos, indicande
boa sensibilidade e especificidade relativa.

Os resultados obtidos indicam o antigenc
extraido por WaOH, descrito por HOSHINO-
SHIMIZU e col.?, como o mais sensivel e espe-
cifico, sendo portanto o mais indicade para o
uso, tanto na rotina de laboratério como na
selecio de doadores em bancos de sangue e em
levantamentos epidemiolégicos.
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SUMMARY

Evaluation of Trypanosoma cruzi antigens for
the indirect hemagglutination test. 1. Different
antigenic exiracts

To improve the sensitivity and specificity
of the indirect hemagglutination test (IHA) for
the serodiagnosis of Chagas’ disease some pre-
viously described procedures (sonication, destil-
led water, NaOH, TRITON x 100, freezing and
thawing) were tested to determine the most
useful antigenic extract. Sera of 36 ihdividuals
with chronic Chagas' disease, demonstrated by
immunofluorescence test, and sera of 30 non
wchagasic individuals were assayed. The immu-
rofluorescence test (IFT) was the reference test
to evaluate the co-positivity index and co-nega-
tivity index. Co-positivity results were better
when the NaOH antigen was used. All antigens
gave maximum values for co-negativity in rela-

"+tion to IFT. Titers presented by sera from cha-
gasics tested by THA with NaOH antigen were
‘higher than those of the other four antigens.

Moreover, reliability of IHA with NaOH an-
tigen was indicated by the sensitivity, specifi-
ity and reproducibility observed with five dif-
ferent reagent batches prepared with antigens
extracted on different days.
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