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O TESTE IMUNOENZIMATICO ELISA NO LIQUIDO PERICARDICO: NOVO
METODO PARA O DIAGNOSTICO POST-MORTEM DA DOENCA DE CHAGAS

Ademir Rocha, José Roberto Mineo, Edison Reis Lopes, José Carlos Aratjo Bessa,
Ana Paula Ferreira, Abilio José Segadées Filho, Tércio Gongalves de Menezes e

Maria Cecilia Costa

Realizou-se o teste imunoenzimdtico ELISA, paralelamente ¢ reacdo de imuno-
JSluoresceéncia, para a deteccdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi, em 137 amostras
de liguidos pericdrdicos humanos, colhidos na necrépsia. Os resultados foram cotejados
com os achados anatomopatolégicos. Observou-se que: (1) os dois testes foram positi-
vos em 30 casos e negativos em 105; (2) o teste ELISA foi positivo em 2 casos nos quais a
imunofluorescéncia revelou-se negativa; num desses casos, havia sinais morfolégicos de
doenca de Chagas; (3) a média geométrica dos titulos obtidos com o teste ELISA foi
significativamente maior que a da imunofluorescéncia; (4) o indice de concordancia
entre os dois testes apresentou o valor de 0,985. O presente relato parece-nos inédito
quanto ao uso do teste imunoenzimdtico no Hquido pericdrdico para o diagndstico post-

mortem da doenga de Chagas.

Palavras chaves: Elisa. Teste imunoenzimatico. Liquido pericardico. Doenga de

Chagas.

O liquido pericérdico tem-se prestado ao diag-
nostico post-mortem da doenga de Chagas, como ma-
terial para a realizagéo de certas reagdes que visam
detectar anticorpos anti-Zrypanosoma cruzi. Durante
anos, nele praticou-se apenas a reagéo de Guerreiro e
Machado; vieram depois a hemaglutinagio passivae a
imunofluorescéncia indireta (IF), testes que, em mui-
tas pesquisas, revelaram-se, isoladamente, mais efi-
cientes que aquela reagéo (revisdo em Lopes ¢ cols®).
A utilizagdo de dois ou trés testes em cada caso
permitiu maior eficiéncia e seguranca nos diagnésti-
cos, praticamente eliminando os falsos negativos (que
eram freqilentes quando se realizava apenas a rea¢do
de Guerreiro ¢ Machado).

De algum tempo a esta parte, vem utilizando-se
o teste imunoenzimatico ELISA (“enzyme-linked
immunosorbent assay”) no soro, para diagnésticos
diversos® 6 12; recentemente, Costa & cols* o pratica-
ram no liquor, para a caracteriza¢do de neurocisticer-
cose. Partindo da premissa de que o referido teste pu-
desse ser efetuado também no liquido pericéardico,
para a detec¢do da tripanossomose cruzi, decidimos
avaliar sua eficacia em liquidos colhidos na necropsia,
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cotejando os resultados com os achados anatomopa-
tologicos. A finalidade do presente trabalho é mostrar
e comentar os dados obtidos.

MATERIAL E METODOS

O material utilizado consta de liquidos pericar-
dicos obtidos de 137 individuos necropsiados nos ser-
vigos de Anatomia Patolégica do Centro de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia e
da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro
(Uberaba), e nos postos médico-legais das duas cida-
des. Efetuaram-se, em cada liquido, os testes: (1) de
imunofluorescéncia indireta para 7. cruzi, segundo a
técnica de Camargo?; consideraram-se positivas as
reagdes com titulo igual ou superior a 20; (2) ELI-
SA, de acordo com a técnica de Engvall e Perlmann’,
modificada e descrita a seguir.

Para o teste imunoenzimdtico, empregou-se
antigeno solavel de formas epimastigotas de T. cruzi
(cultivado em meio LIT), obtido conforme o método
descrito por Maekelt!!. O conjugado imunoenzimati-
co foi preparado pela conjugagdo de anticorpos anti-
IgG humana com peroxidase (horseradish peroxida-
se, tipo VI, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO), segun-
do o método de Nakane e Kawaoi!3. Os testes foram
feitos em placas de poliestireno, como suporte solido
para a preparag¢éo antigénica; as placas foram sensibi-
lizadas com solugdo contendo 20ug de proteina do ex-
trato solivel diluido em tampéo carbonato-bicarbona-
to 0,06 M pH 9,6, e incubadas por 18 horas a 4°C. As
amostras de liquido pericardico foram diluidas em so-
lugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01M,
pH 7.2, contendo “tween 20 na concentragdo de
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0,05%, a partir de 1/20, na razfo 2, até a diluigdo de
1/2560. Essas diluigbes foram adicionadas as placas
sensibilizadas e incubadas por 45 minutos a 37°C,
Apos esse periodo, as placas foram lavadas no mesmo
solvente (PBS-“tween 20”) por trés vezes de 5 minu-
tos cada e incubadas na dilui¢do 6tima do conjugado
por 45 minutos a 37°C. Depois de nova série de trés
lavagens, acrescentou-se o substrato (que consistiu de
solugao de peroxido de hidrogénio e acido 5-amino-
salicilico) o qual foi incubado por uma hora a tempera-
tura ambiente. A atividade enzimatica foi avaliada por
leitura visual; considerou-se como titulode cada amos-
tra a maxima dilui¢do na qual se notava uma maior
intensidade de coloragdo quando comparada com a
menor diluicdo das amostras de liquido pericardico
nfio-reagentes. Titulos de valor igual ou superior a
20 foram tidos como positivos.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes Elisa
e de IF no liquido pericardico, e os correspondentes
achados da anatomia patologica em relagdo 4 presenga
ou ausénecia de sinais de doenga de Chagas. Nota-se
que os dois testes foram reagentes em 135 casos e dis-
crepantes em apenas dois (Elisa positivo e IF negativa);

entre os 30 positivos, a anatomia patologica nio carac-
terizou a tripanossomose em 5, enquanto para os dois
discrepantes havia evidéncia morfologica de doenga
em um.

Tabela 1 — Elisa e imunofluorescéncia no liquido
pericdrdico de individuos com e sem sinais
morfolégicos de doenga de Chagas.

Sorologia*
Anatomia Toral de
Elisa IF Patolégica** Casos

+ + + 25
+ + - 5
- - - 105
+ - 1
+ - - 1

* Elisa (+) e IF (+) = titulos = 20
** A natomia patolégica (+) = presenca de cardite chagésica
cronica e/ou “megas”.

A Tabela 2 apresenta os resultados comparati-
vos dos titulos obtidos nos dois testes. A analise dos
valores observados pelo teste “t” revelou que a meédia
geomeétrica dos titulos do teste Elisa foi significativa-
mente maior que a da IF.

Tabela 2 — Resultados comparativos entre os titulos obtidos nos testes Elisa — IgG e imunofluorescéncia— IgG em
137 amostras de liguidos pericdrdicos submetidos ao diagnéstico da doengca de Chagas.

Titulos — Elisa — IgG

Titulos Total
Imunofluores- <20 20 40 80 160 320 640 1280 2560
céncia - IgG
20 105 1 1 107
20 1 1
40 1 1 1 3
80 3 2 5
160 2 1 4 7
320 1 1 1 1 2 1 7
640 2 1 1 4
1280 1 1 2
2560 1 1
Total 105 1 3 3 3% 6 6 8 2 137

DISCUSSAO

As reagdes imunoenzimaticas constituem um
novo caminho nas técnicas imunoldgicas, iniciado por
Nakane e Pierce!4 e Avrameas e Uriell . Estes autores
mostraram que, além dos fluorocromos e radionucli-
des, outras substincias, como as enzimas, poderiam
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ligar-se a moléculas de imunoglobulinas, formando
conjugados imunoenzimaticos. Voller e cols 16 17 ¢
Ruitenberg ¢ Van Knapen!’ iniciaram a aplicagdo
destas reagdes em doengas infecciosas e parasitarias.
Desde entéio, observou-se o uso de tais técnicas para o
diagnostico, in vivo, da doenga de Chagas3, toxoplas-
mose!2, cisticercose?, brucelose®, rotavirose!8 etc.
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Vantagens das reagdes enzimaticas tém sido referidas,
em relacéo a sensibilidade, especificidade, reproduti-
bilidade e custo3 5 16 17,

Com respeito ao liquido pericardico, parece-nos
que o presente relato € inédito quanto ao uso do teste
Elisa para o diagnostico post-mortem da doenga de
Chagas. Este método vem somar-se 4 reagdo de fixa-
¢o do complemento, hemaglutinagdo e imunofluores-
céncia, ja empregadas com igual finalidade? 8 9 10;
representa um novo dado que permitird maior segu-
ranga no referido mister.

Nos seis casos em que a reagéo imunoenzimati-
ca foi positiva (com positividade também da IF em 5),
mas néo se evidenciaram aspectos anatomopatologi-
cos da forma cronica da tripanossomose (com positi-
vidade também da IF em 5), trés alternativas parecem-
nos viaveis: (1) os pacientes tinham anticorpos apenas
como sinais de infeccao pregressa, sem lesdes atuais
relacionadas & tripanossomose; (2) o aprofundamento
da pesquisa morfologica (especialmente pelo exame
de um niumero maior de cortes do coragéo) poderia
revelar alteragoes devidos a enfermidade; (3) a positi-
vidade sorologica dever-se-ia a reagdo cruzada com
outra infec¢do (como lues, leishmaniose ou hansenia-
se, embora nao se tenham constatado elementos para
tais diagnosticos).

SUMMARY

The immunoenzymatic assay (Elisa) in the
pericardial fluid: a new method for the post-mortem
diagnosis of Chagas’ disease. The immunoenzymatic
assay (Elisa) was made in parallel with the immuno-
fluorescence reaction, for the detection of anti-Trypa-
nosona cruzi antibodies in 137 samples of human
pericardial fluids, collected at necropsy. The results
were compared with those of anatomopathological
exams.

We observed that: (1) the two tests were positive
in 30 cases and were negative in 105 ones; (2) the
Elisa test was positive in 2 cases in which the immu-
nofluorescence was negative; in one of them we found
morphological evidences of Chagas’ disease; (3)
the geometric mean of titles with Elisa was statis-
tically superior to that obtained with immunofiuo-
rescence test; (4) the rate of concordance between the
two tests was 0.985.

This appears to be the first published report about
the use of immunoenzymatic assay in the pericardial
Sluid for the post-mortem diagnosis of Chagas’ disease.

Key words: Elisa. Immunoenzymatic test. Pe-
ricardial fluid. Chagas’ disease.
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