Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo o
22(5):242-245, setembro-outubro, 1980

DIAGNOSTICO SOROLOGICO NA DOENCA DE CHAGAS
ESTUDO COMPARATIVO DE DIFERENTES TECNICAS (*}
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RESUMO

Os resultados de quatro téenicas soroldgicas para o di'agndstico”da infecgio .

chagdsica: reagfio de fixagdo .do complemento (RFC), reacfio de hemaglutinacio
indireta (IHA); reacdo de imunoflucrescéncia -indireta (RIFI) e reacgic imunoen-
zimdtica (“ELISA”), foram analisados comparativamente em 684 amostrds de
soros de pacientes (Instituto “Dante Pazzanese” de Cardiologia, S&o Paulo, Brasil),
dos quais 412 apresentaram quadro clinico, eletrocardiogrifico ou radiolégico su-
gestivos de doenca de Chagas e 273 apresentaram guadros modrbidos de etiologia
nio chagdsica. A associacio entre doenca de Chagas e positividade sorolégica
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mostrou-se”' mais evidente diante dos resultados de “ELISA” e RIFI, enquanto que

ng amostra de pacientes com patologias ndo atribuiveis

4 etlologia chagdsica os

resultados das quatro técnicas foram essencialmente concordantes,

INTRODUCAOQ

Com altos indices de prevaléncia ¢ morbida-
de, a doenca de Chagas ¢ um dos maiores pro-
blemas de Saide Publica em toda a América
Latina. A Orpanizagio Mundial de Satude es-
tima em sete milhfes o rvimero de individuos
infectados por T. cruzid. Em nosso pais, o Mi-
nistério da Sadde admite a existéncia de gua-
tro milhdes de brasileiros com essa parasitose?,

Segundo BOAINAIN & coll, 8,8% dos pa-
cientes matriculados no entio Instituto de Car-
diologia do Estado (atual Instituto “Dante Paz
zanese” de Cardiologia) eram portadores de in-
feccdo chagdsica. Este resultado foi obtido uti-
lizando apenas a reacio de fixacgo de comple-
mento, de Guerreiro Machado. Tal porcenta-
gem evidenciou a importancia desta patologia
nas grandes cidades e a necessidade de maic-
Tes pesquisas para o seu diagndstico e trata-
mento.
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E de grande importincia a contribuigio do
laboratdric clinico no diagndstico etioldgico em
casos onde a suspeita clinica é compativel com
a doenca de Chagas.

No presente trabalho nos propomos estu-
dar a concordancia ou nfo entre resultados das
reacbes soroldgicas com o diagndstico clinico
da infecgdo chagdsica. As reagles -soroldgicas
empregadas foram: reagio de fixacio do com-
blementqg (RFC), reacio de hemaglutinacio indi-
reta (IHA), reagfo de. imunofluorescéncis indi-
reta (RIFI) e . reacdo imunoenzimstica (“ELI-
SA”).

MATERIAL E METODOS

Soros

Amostras de sangue obtidas Por puncio ve-
nosa, foram deixadas coagular 3 temperatura
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ambiente por 1 hora, centrifugadas a 2000 rpm.
durante 15 minutos e os soros armazenados, sem
nenhutm aditivo, a 18°C e utilizados para a rea-
c¢do no periodo de 15 a 30 dias.

Das 684 amostras de soro utilizadas, 412
eram provenientes de pacientes com diagndsti
co clinico compativel com infeccio chagdsica
e 272 de pacientes com etiologia nfo chagdsica.
A seleciio de amostras fol feita ao acaso entre
0s soros coletados na rotina do laboratério du-
rante um periodo de 4 meses (maio a setem-
bro de 1979).

Provas soroldgicas

1) Reacio de Imunofluorescéncia indireta —
RIFI

Foi feita com antigeno preparado de uma
suspensio de formas epimastigotas de T. cruzi,
cultivadas em meio de LIT, a 28°C durante 7
dias, lavadas em solugio salina tamponada com
fosfatos a 0,01 M, pH 7,2, previamente trata-
das pelo formol a 1% e fizxada em laminas. Foi
empregado o conjugado liofilizado de anti-glo-
bulina humana caprina (BBL-Becton, Dickinson
& CO., T.8.A) e as leituras foram feitas em
microscépio “Wild”, com luz ultra-violeta pro-
veniente de lAmpsads “Osram” HBO-200W/4. As
amostras de soros foram diluidas a 1/32, em
solugdo salina tamponada com fosfatos.

2) Reacdo de hemaglufinacdo indireta — ITHA

Os soros dos pacientes foram diluidos em
tampéo Tris-HCl em placas de lucite com fun-
do em V, com diluigdes de 1/16, 1/32, 1/64 e
sucessivamente até 1/2048. Foram considerados
titulos significativos, aqueles com reagdes po-
sitivas acima da diluigdo 1/64. O reagente de
hemaglutinacio indireta (Behringwerke A. G.
Marburg — partida n° 10273) foi dissolvido em
agua destilads uma hora antes da reagio. As
leituras foram feifas por observagio visual apos
3 a 4 horas.

3) Reacao de fixagio do complemento — RFC

Foi realizada segundo a técnica de Kolmer
(100% de hemdlise). O antigeno de T. eruzi,
benzeno cloroformado (Lio-Serum, Ribeirdo
Preto) foi utilizado apds determinac¢éo prévia
do titulo. O complemento liofilizado (Instituto

"4) Reacdo imunoenzimatica —

Adolfo Lutz) foi dissolvido e previamente ti-
tulado.

“ELISA”

Foi realizada segundo a $écnica VOLLER ®.
Os soros dos pacientes diluidos a 1/200, foram
testados em placas de lucite com fundo chato
sensibilizadas com antigeno soliuvel de T. cruzi.
Os anticorpos fixados foram quantificados por
meio de um reagenie composto de anti-globu-
lina marcada com fosfatase alcalina e revelada
em seguida pela adi¢ho do substrato (Johnson
& Johnson). As leituras foram feitas sucessiva-
mente, por observacio visual e por fotometria
(Zeiss PM-2 DL — D.O.405nm).

RESULTADOS

Os resultados das reagbes soroldgicas fo-
ram separados de acordo com o quadro clinico
dos pacientes. Na Tabela I temos em niime-
ros absolutos e em porcentagem 08 casos rea-
gentes, nfo-reagenies, duvidoses ou anti-com-
plementares dos pacientes com quadro clinico
compativel com infec¢io chagdsica. '

Observa-se na Tabela I que 392 se revela-
ram reagentes por meio da RIFI e 406 por meio
da “ELISA”, enquanto que RFC e IHA revela-
ram, respectivamente, 301 e 310 soros reagen-
tes. Quando comparadas as quatro técnicas, as
de RIFI ¢ “ELISA” demonstraram ser mais sen-
siveis. Foram considerados duvidosos quatro
casos de “ELISA” e vinte de THA, anticomple-
mentares trés de RFC.

A Tabela II mostra os resultados de amos-
tras obtidas de pacientes com patologia nfo
atribuivel a infeccio chagdsica. )

Nos 272 pacientes considerados, a reacdo de
RIFI foi negativa em 262, a “ELISA” em 259,
a RFC em 267 ¢ a THA em 264 como se observa
na Tabela II, o que demonstra concordancia nos
resultados das guatro técnicas por nds utiliza-
das.

Em nenhum dos 272 pacientes houve mais
do que uma reacio sorolégice positiva.

Na Tabela III os soros positivos dos pa-
cientes com quadro clinico atribuivel a etiolo-
gia chagdsica sdo relacionados & forma clinica
da doenca: indeterminada, cardiaca ou diges-
tiva.
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TABELA I

Resultados obtidos com quatro isenicas sorolégicas em 412 pacientes com diagndstico clinico compativel com doenga

de Chagas
RIFL ELISA RIFC IHA

N.e % N.e % N.e % N.o %

50103 50103 50roS 50108
Reagentes - 352 95,1 406 98,5 301 3,1 310 75,2
Nio reagentes 20 4,9 2 0,5 108 26,2 82 19,9
Anticomplementar — — — — 3 0,7 — —
Dpvidosos — — 4 1,0 — — 20 4,9
Total 412 100,0 412 100,0 412 100,0 412 100,0

TABELA 1II

Resultados obtidos com quatro técnicas soroldgicas em 272 pacientes com patologia néo atribuivel a etiologia chagasica

RIFI ELISA RFC IHA

N.o % N.o L N.o % N.e %

S0ros BOT0S 80T0S SOros
Reagentes 10 3,7 7 2,6 3 11 5 1,8
Nio reagentes 262 96,3 259 95,2 267 98,2 264 97,1
Anticomplementar — — — — 2 0,7 — —
Duvidosos ' — - 6 2,2 — — 3 1,1
Total 272 100,0 2712 100,0 272 100,0 272 100,0

TABELA TII

Distribuicio de soros positivos segundo as diferenies formas ¢linicas da doenca de Chagas

Forma Indeterminada Forma Cardiaca Forma Digestiva
186 pacientes % 221 pacientes % 05 pacientes Y
RIFL ’ 177 95,2 210 95,0 05 100,0
ELIéA 183 98,4 218 -98,6 05 100,0
RFC 128 68,8 169 76,5 04 80,0
IHA 141 75,8 165 74,7 B ) 80,0
Comparando os resultados obtidos na Ta- DISCUSSAQ

bela I e Tabela III nio se evidenciou diferen-
cas significativas nas provas sorolégicas empre-
gadas quando relacionadas cora a forma elini-
ca da doenca. A sensibilidade maior das pro-
vas sorolégicas observadas na forma digestiva
néo permite conclusio definitiva em virtude do
bequeno numere de pacientes.-
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O presente trabalho reveloy que as reagbes
soroldgicas de RIFI ¢ “ELISA" apresentaram
sensibilidade maior do gue a RFC e THA: 95,2%
e 98,5% para as primeiras e 73,1% e 752% para
as ultimas, respectivamente,
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Estes resultados nos levam a propor qus
sejam sempre utilizadas as duas primeiras rea-
cbes, como rotina, no diagnéstico soroldgico da
doenga de Chagas, nos pacientes que procuram
o Instituto “Dante Pazzanese” de Cardiologia.

Em trabalho anterior? a reaciio de hema-

glutinagio indireta (IHA) executadsa também
em nossc laboratdrio com o mesmo reativo
(Behring Werke A. G. Marburg partida n. 172)
mostrou-se com sensibilidade maior do que no
presente estudo, fazendo supor interferéncia de
outros fatores, '

SUMMARY .

Sorologic diagnosis in Chégas’ disease, Compa-
rative studies in differents technicals

The results of four serological technigues:
RFC, IHA, IFAT and ELISA were compared
with different forms of Chagas’ disease. Among
684 patients under treatment (Instituto “Dante

Pazzanese” de Cardiologia, S0 Paulo, Brasil), -

412 showed clinical, - electrocardiographic and
radiological pictures suggestive of Chagas’ di-
sease and 272 cases, clinical pictures of non-re-
lated Chagas’ disease,

Association between clinical pictures of
Chagas’ disease and serological positivity was
more evident for IFAT and ELISA whereas,
in non-related Chagas’ disease all four sero-
logical tests showed agreeing negative results.
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