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O TESTE IMUNOENZIMÁTICO ELISA NO LÍQUIDO PERICÁRDICO: NOVO 
MÉTODO PARA O DIAGNÓSTICO POST-MORTEM DA DOENÇA DE CHAGAS

Ademir Rocha, José Roberto Mineo, Edison Reis Lopes, José Carlos Araújo Bessa, 
Ana Paula Ferreira, Abílio José Segadães Filho, Tércio Gonçalves de Menezes e 

Maria Cecília Costa

Realizou-se o teste imunoenzimático ELISA, paralelamente à reação de imuno- 
fluorescência, para a detecção de anticorpos antí-Trypanosoma cruzi, em 137 amostras 
de líquidos pericárdicos humanos, colhidos na necropsia. Os resultados foram cotejados 
com os achados anatomopatológicos. Observou-se que: (1) os dois testes foram positi­
vos em 30 casos e negativos em 105; (2) o teste ELISA foipositivo em 2 casos nos quais a 
immofluorescència revelou-se negativa; num desses casos, havia sinais morfológicos de 
doença de Chagas; (3) a média geométrica dos títulos obtidos com o teste ELISA fo i 
significativamente maior que a da imunofluorescência; (4) o índice de concordância 
entre os dois testes apresentou o valor de 0,985. O presente relato parece-nos inédito 
quanto ao uso do teste imunoenzimático no líquidoperícárdicopara o diagnóstico post- 
mortem da doença de Chagas.

Palavras chaves: Elisa. Teste imunoenzimático. Líquido perícárdico. Doença de 
Chagas.

O líquido pericáidico tem-se prestado ao diag- 
nóstico post-mortem da doença de Chagas, como ma­
terial para a realização de certas reações que visam 
detectar anticorpos anti-Trypanosoma cruzi. Durante 
anos, nele praticou-se apenas a reação de Guerreiro e 
Machado; vieram depois a hemaglutinação passiva e a 
imunofluorescência indireta (IF), testes que, em mui­
tas pesquisas, revelaram-se, isoladamente, mais efi­
cientes que aquela reação (revisão em Lopes e cols9). 
A  utilização de dois ou três testes em cada caso 
permitiu maior eficiência e segurança nos diagnósti­
cos, praticamente eliminando os falsos negativos (que 
eram freqüentes quando se realizava apenas a reação 
de Guerreiro e Machado).

De algum tempo a esta parte, vem utilizando-se 
o teste imunoenzimático ELISA (“ enzyme-linked 
immunosorbent assay”) no soro, para diagnósticos 
diversos3 6 12; recentemente, Costa & cols4 o pratica­
ram no líquor, para a caracterização de neurocisticer- 
cose. Partindo da premissa de que o referido teste pu­
desse ser efetuado também no líquido perícárdico, 
para a detecção da tripanossomose cruzi, decidimos 
avaliar sua eficácia em líquidos colhidos na necropsia,
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cotejando os resultados com os achados anatomopa­
tológicos. A finalidade do presente trabalho é mostrar 
e comentar os dados obtidos.

MATERIAL E MÉTODOS

O material utilizado consta de líquidos pericár­
dicos obtidos de 137 indivíduos necropsiados nos ser­
viços de Anatomia Patológica do Centro de Ciências 
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia e 
da Faculdade de Medicina do Triângulo Mineiro 
(Uberaba), e nos postos médico-legais das duas cida­
des. Efetuaram-se, em cada líquido, os testes: (1) de 
imunofluorescência indireta para T. cruzi, segundo a 
técnica de Camargo2; consideraram-se positivas as 
reações com título igual ou superior a 20; (2) ELI­
SA, de acordo com a técnica de Engvall e Perlmann5, 
modificada e descrita a seguir.

Para o teste imunoenzimático, empregou-se 
antígeno solúvel de formas epimastigotas de T. cruzi 
(cultivado em meio LIT), obtido conforme o método 
descrito por Maekelt11. O conjugado imunoenzimáti­
co foi preparado pela conjugação de anticorpos anti- 
IgG humana com peroxidase (horseradish peroxida- 
se, tipo VI, Sigma Chem. Co., S t Louis, MO), segun­
do o método de Nakane e Kawaoi13. Os testes foram 
feitos em placas de poliestireno, como suporte sólido 
para a preparação antigênica; as placas foram sensibi­
lizadas com solução contendo 2 0 /ig de proteína do ex­
trato solúvel diluído em tampão carbonato-bicarbona- 
to 0,06M pH 9,6, e incubadas por 18 horas a 4°C. As 
amostras de líquido perícárdico foram diluídas em so­
lução salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01M, 
pH 7,2, contendo “tween 20” na concentração de
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0,05%, a partir de 1/20, na razão 2, até a diluição de 
1/2560. Essas diluições foram adicionadas às placas 
sensibilizadas e incubadas por 45 minutos a 37°C. 
Após esse período, as placas foram lavadas no mesmo 
solvente (PBS-“ tween 20” ) por três vezes de 5 minu­
tos cada e incubadas na diluição ótima do conjugado 
por 45 minutos a 37°C. Depois de nova série de três 
lavagens, acrescentou-se o substrato (que consistiu de 
solução de peróxido de hidrogênio e ácido 5-amino- 
salicílico) o qual foi incubado por uma hora à tempera­
tura ambiente. A atividade enzimática foi avaliada por 
leitura visual; considerou-se como título de cada amos­
tra a máxima diluição na qual se notava uma maior 
intensidade de coloração quando comparada com a 
menor diluição das amostras de líquido pericárdico 
não-reagentes. Títulos de valor igual ou superior a 
2 0  foram tidos como positivos.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes Elisa 
e de IF no líquido pericárdico, e os correspondentes 
achados da anatomia patológica em relação à presença 
ou ausência de sinais de doença 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 patológica não carac­
terizou a tripanossomose em 5, enquanto para os dois 
discrepantes havia evidência morfológica de doença 
em um.

Tabela 1 -E lisa  e imunofluorescência no líquido 
pericárdico de indivíduos com e sem sinais 
morfológicos de doença de Chagas.

Sorologia* 

Elisa IF
Anatomia

Patológica**
Total de
Casos

•+ + + 25
+ + 5
— — 105
+ — ■ 1
+ — 1

* Elisa (+ ) e IF  (+ ) =  títulos >  20 
** Anatomia patológica (+ ) =  presença de cardite chagásica 

crônica e/ou “megas”.

A Tabela 2 apresenta os resultados comparati­
vos dos títulos obtidos nos dois testes. A análise dos 
valores observados pelo teste “t” revelou que a média 
geométrica dos títulos do teste Elisa foi significativa­
mente maior que a da IF.

Tabela 2 -  Resultados comparativos entre os títulos obtidos nos testes Elisa -  IgG e imunofluorescência -  IgG em 
137 amostras de líquidospericárdicos submetidos ao diagnóstico da doença de Chagas.

Títulos
Imunofluores­
cência -  IgG

Títulos -  Elisa -Ig G
Total

< 2 0 20 40 80 160 320 640 1280 2560

20 105 1 1 107
2 0 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
h

3 1 6 6 8 2 137

DISCUSSÃO

As reações imunoenzimáticas constituem um 
novo caminho nas técnicas imunológicas, iniciado por 
Nakane e Pierce14 e Avrameas e Uriel1. Estes autores 
mostraram que, além dos fluorocromos e radionucli­
des, outras substâncias, como as enzimas, poderiam

ligar-se a moléculas de imunoglobulinas, formando 
conjugados imunoenzimáticos. Voller e cols 16 17 e 
Ruitenberg e Van Knapen15 iniciaram a aplicação 
destas reações em doenças infecciosas e parasitárias. 
Desde então, observou-se o uso de tais técnicas para o 
diagnóstico, in vivo, da doença de Chagas3, toxoplas- 
mose12, cisticercose4, brucelose6, rotavirose18 etc.
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Vantagens das reações enzimáticas têm sido referidas, 
em relação à sensibilidade, especificidade, reproduti- 
bilidade e custo^ 5 16 17 _

Com respeito ao líquido pericárdico, parece-nos 
que o presente relato é inédito quanto ao uso do teste 
Elisa para o diagnóstico post-mortem da doença de 
Chagas. Este método vem somar-se à reação de fixa­
ção do complemento, hemaglutinação e imunofluores- 
cência, já  empregadas com igual finalidade7 8 9 10; 
representa um novo dado que permitirá maior segu­
rança no referido mister.

Nos seis casos em que a reação imunoenzimáti- 
ca foi positiva (com positividade também da IF em 5), 
mas não se evidenciaram aspectos anatomopatológi­
cos da forma crônica da tripanossomose (com positi­
vidade também da IF em 5), três alternativas parecem- 
nos viáveis: ( 1 ) os pacientes tinham anticorpos apenas 
como sinais de infecção pregressa, sem lesões atuais 
relacionadas à tripanossomose; (2 ) o aprofundamento 
da pesquisa morfológica (especialmente pelo exame 
de um número maior de cortes do coração) poderia 
revelar alterações devidos à enfermidade; (3) a positi­
vidade sorológica dever-se-ia a reação cruzada com 
outra infecção (como lues, leishmaniose ou hansenía- 
se, embora não se tenham constatado elementos para 
tais diagnósticos).

SUMMARY

The immunoenzymatic assay (Elisa) in the 
pericardial fluid: a new method for the post-mortem 
diagnosis o f  Chagas’disease. The immunoenzymatic 
assay (Elisa) was made in parallel with the immuno­
fluorescence reaction, for the detection o f anti-Trypa- 
nosona cruzi antibodies in 137 samples o f  human 
pericardial fluids, collected at necropsy. The results 
were compared with those o f  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 o f titles with Elisa was statis­
tically superior to that obtained with immunofluo­
rescence test; (4) the rate o f 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 
fluid for the post-mortem diagnosis of Chagas’ disease.

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