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Comportamento do método quimioluminescente-ELISA em 
relação a resultados considerados discordantes por meio de 

três técnicas convencionais para diagnóstico 
da doença de Chagas

Behavior of the chemiluminescent ELISA method in relation to results considered 
discordant via three conventional techniques for diagnosing Chagas disease

Cláudia Regina De Marchi1,2, Vicente Amato Neto1,2 e Igor Correia de Almeida3

RESUMO

Quando utilizadas, em conjunto, a hemaglutinação indireta, a imunofluorescência indireta e ELISA para diagnóstico sorológico 
da doença de Chagas por vezes ocorrem resultados considerados discordantes, por não haver concordância entre o que indicam 
essas técnicas. A disponibilidade do método quimioluminescente-ELISA permitiu executá-lo com 200 soros que examinados pelos 
três testes citados que motivaram a obtenção de resultados discordantes. Com o método quimioluminescente-ELISA sucederam 
193 negativos e sete positivos. O emprego desse novo procedimento trouxe mais um subsídio para compreensão do assunto, mas 
avanço mais concreto dependerá de documentação com soros de pessoas infectadas ou não pelo Trypanosoma cruzi conforme 
comprovação parasitológica.
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ABSTRACT

When indirect hemagglutination, indirect immunofluorescence and enzyme-linked immunosorbent assay are used together for 
serologically diagnosing Chagas disease, results that are considered discordant sometimes occur because there is disagreement 
between what these tests indicate. The availability of the chemiluminescent ELISA method enabled tests on 200 serum samples 
that had previously produced discordant results from the three abovementioned methods. CL-ELISA revealed that 193 of these 
samples were negative and seven were positive. The use of this new procedure provides further support for understanding this 
subject, but more concrete advances will depend on documentation with blood analyses from people previously demonstrated 
to be unquestionably infected or uninfected with Trypanosoma cruzi.
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Vários tipos de provas sorológicas são atualmente utilizados 
para possibilitar o diagnóstico da doença de Chagas. Constituem 
exames bastante efetuados para a identificação da parasitose em 
pessoas que estão na fase crônica da doença. Os testes mais em 
foco correspondem, no momento, à hemaglutinação indireta 
(HAI), à imunofluorescência indireta (IFI) e ao enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)4 5 12 14. Nestes testes, conhecidos 
como convencionais, são usados habitualmente, como antígenos, 
extratos brutos de formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi.
A presença nessas preparações de inúmeros antígenos e epitopos, 

compartilhados com outros microorganismos, bem como a 
baixa diluição sorológica utilizada leva, freqüentemente, a 
resultados discordantes. Glicoinositolfosfolipídeos em seus 
terminais residuais de -galactofuranose, ou presentes em 
glicoconjugados de fungos e Leishmania sp podem ser um dos 
responsáveis pela reatividade cruzada entre soros de pacientes 
com micoses ou leishmanioses e antígenos de T. cruzi.

Assim, os processos convencionais presentemente aplicados 
em hemoterapias ou mesmo de forma rotineira para diagnósticos 
têm apresentado resultados insatisfatórios em razão do grande 
número de amostras duvidosas ou falso-positivas.
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Com o objetivo de solucionar esta situação, conceituados 
centros de pesquisas vêm empenhando-se no estudo de 
proteínas recombinates, peptídeos sintéticos e antígenos 
purificados3 6 7 8 9 10 13. Dentre os purificados imudominantes, 
em tarefas laboratoriais ocorre presentemente destaque para 
uma glicoproteína (glicosilfosfatidilinositol) ancorada do tipo 
mucina que quando isolada a partir de formas tripomastigotas 
do T. cruzi está propiciando altos índices de sensibilidade e 
especificidade1  2.

Nesse contexto, ao lado dos expressivos benefícios que esses 
métodos proporcionam estão duas circunstâncias rememoráveis. 
Referimo-nos ao fato de ainda não contarmos com teste tido como 
gold standard, por atingir de forma cabal os objetivos almejados, 
ou seja, a apresentação de informações irrefutáveis, e também 
à ocorrência de resultados qualificados como indeterminados, 
por não haver concordância entre o que indicam as técnicas 
utilizadas. Esse contratempo tem implicações muito impróprias, 
pois se no grupo de três provas uma registra negatividade, fica 
simples deduzir que advirá grave erro quanto à interpretação. 
Por exemplo, isso é muitas vezes comprovado quando há análise 
de soros em conjunto, através de HI, IFI e ELISA, nas atividades 
rotineiras.

Como tentativa de propiciar novos conhecimentos quanto 
aos resultados discordantes executamos comparação entre 
verificações obtidas por três técnicas convencionais (HAI, IFI e 
ELISA) e a quimioluminescente-ELISA (CL-ELISA).

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizamos 200 amostras glicerinadas (v/v) de soros humanos, 
mantidas a 4 ºC, com as três provas sorológicas convencionais (HAI; 
IFI; ELISA) revelando resultados discordantes entre si, considerados 
os valores aceitos como significativos para doença de Chagas.

Quanto às técnicas adotadas, elas foram, para HI, IFI e 
ELISA, respectivamente as indicadas por Hoshino-Shimizu e 
cols11, Camargo4 e Voller e cols14, convindo contudo registrar, em 
prosseguimento, alguns detalhes a respeito delas.

Hemaglutinação indireta. Foi realizada como descrita por 
Hoshino-Shimizu e cols11. Os reagentes utilizados foram comerciais 
(Cecon - Centro de Controle de Produtos para Diagnósticos Ltda) 
com hemácias de galinha ou ganso sensibilizadas com formas 
epimastigotas brutas de T. cruzi e soros diluídos a 1/20, 1/40, 
1/80 e 1/160; 1/40 é comumente tido como aceitável para 
diagnóstico da doença de Chagas.

Imunofluorescência indireta. A IFI quantitativa (IgG) foi 
realizada nos títulos de 20, 40, 80 e 160 utilizando metodologia 
padronizada por Camargo4. Foi utilizado antígeno bruto de 
formas epimastigotas (Cecon – Centro de Controle de Produtos 
para Diagnósticos Ltda) para sensibilização das lâminas e 
conjugado (anti-imunoglobulinas) anti-IgG humano marcado com 
isotiocianato de fluoresceína (Biolab). O título 1/40 é comumente 
tido como aceitável para diagnóstico da doença de Chagas.

ELISA. Foi utilizado kit comercial Hemobio Chagas HBK 401 
(Empresa Brasileira de Biotecnologia S.A. - Embrabil) com extrato 

bruto de formas epimastigotas, com soro na diluição 1:201. 
Leitura por densidade ótica em espectofotômetro, com filtro 
de leitura a 450nm, e de referência a 620nm em ELISA-LP 400 
Microplate Reader. O limiar de reatividade (LR) foi encontrado 
através da media aritimédica de três controles negativos mais 
0,300 (conforme instruções do kit). A zona cinza foi estabelecida 
somando-se e subtraindo-se 10% ao valor do LR.

CL-ELISA. Foi realizada conforme instruções de Almeida 
e cols4. A obtenção do antígeno partiu da purificação de 
mucinas de formas tripomastigotas do T. cruzi na concentração 
de 188pg/50µl em cada poço da placa, com soro a 1:1000. 
Inicialmente, para determinar o limiar de reatividade (LR) 
houve emprego de painel de 52 soros de pacientes com doença 
de Chagas, comprovada por hemocultura, e de 100 soros de 
indivíduos sem a parasitose, ficando estabelecido valor de corte 
de 0,729. Para estabelecer a zona cinza houve soma e subtração 
de 10% dos valores de LR. 

As formas tripomastigotas do T. cruzi, de cepa identificação 
como Y, foram obtidas a partir do sobrenadante do 5o ao 8o dia 
da cultura de células LLCMK

2
 (monkey kidney epithelial).

RESULTADOS

Das 200 amostras com resultados discordantes derivados de 
técnicas convencionais (HAI, IFI e ELISA), em 193 sucederam 
resultados negativos em CL-ELISA, efetuada com mucinas 
purificadas de tripomastigotas (Muc-TCT), e quanto a somente 
sete amostras houve positividade. Não encontramos amostras na 
zona cinza (Tabela 1).

DISCUSSÃO

A técnica CL-ELISA é processada em tempo global similar 
ao de outros testes de ELISA convencionais. A manipulação de 
reagentes, assim como a execução do procedimento, também 
são de fácil aprendizado para profissional treinado. A propósito, 
porém, vale lembrar as dificuldades para manipulação e 
manutenção de formas infectantes do parasita, e obtenção do 
antígeno purificado, causando limitações à disponibilidade de 
kits comerciais relacionados com tal método.

Há necessidade de investimento inicial relacionado com o 
desenvolvimento da técnica, tanto para obtenção dos parasitas, 
extração e purificação antigênica, como para leitura da placa em 

Tabela 1 - Resultados de exames para diagnóstico da doença de Chagas 
considerados discordantes por meio de três técnicas convencionais, 
comparados com os decorrentes do método da quimioluminescente-ELISA.

Técnicas              Discordantes              Positivos        Negativos

no % no % no %

HI 200 100,0 0 0,0 0 0,0

IFI 200 100,0 0 0,0 0 0,0

ELISA 200 100,0 0 0,0 0 0,0

CL-ELISA 0 0,0 7 3,5 193 96,5

HI: hemaglutinação indireta; IFI: imunofluorescência indireta; ELISA; CL-ELISA: 
quimioluminescente-ELISA.
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quimioluminômetro, que cremos ser justificado pelos resultados 
obtidos.

Nossa averiguação, com caráter eminentemente prático, 
demonstrou a propósito de CL-ELISA indubitável ausência de 
valores de leitura presentes dentro da chamada zona cinza ou 
próximos a ela. Vale lembrar que neste contexto falta a existência 
de reação qualificada como gold standart, apta a permitir 
interpretações com resultado seguro.

Para avançar na resolução da incômoda ocorrência de 
resultados discordantes impõe-se programar avaliações com 
soros categoricamente de pessoas infectadas ou não através de 
documentação parasitológica.

Empregamos amostras de um contingente problemático, o 
do grupo de resultados discortantes, por dedução dos informes 
decorrentes HI, IFI e ELISA convencionais, pela divergência entre 
negatividade e positividades. Contudo, sem contarmos com teste 
gold standart e comprovação parasitológica da presença ou não 
de doença de Chagas merece cuidado eventual aceitação cabal do 
que foi verificado, no sentido de validar negativos e positivos. Nossa 
intenção básica consistiu em aduzir colaboração ao conhecimento do 
assunto, levando em consideração os altos índices de sensibilidade e 
especificidade da CL-ELISA, conforme constatações anteriores.

Nossa avaliação pautou-se sobretudo na intenção de verificar 
como o teste de CL-ELISA, utilizando um antígeno purificados de 
formas tripomastigotas (Muc-TCT), iria se comportar-se ante outros 
três procedimentos, em um grupo ambíguo de amostras com 
resultados discordantes. Não encontramos nenhum valor de leitura 
próximo ao limiar de reatividade, na casuística por nós utilizada.

Por enquanto, evidentemente, não é suficiente recorrer a um único 
tipo de prova para o diagnóstico laboratorial da doença de Chagas, 
mas a utilização do CL-ELISA (Muc-TCT) é por nós recomendada, 
incorporando-o a outros testes rotineiramente usados, que prestam 
apoio quando há intenção de diagnosticar a doença de Chagas.
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