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Um ELISA recombinante (EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos), ELISA-

Rec, desenvolvido pela Funda� � o Oswaldo Cruz, foi comparado com ELISA 

convencional (ELISA-Con) e com o teste de Hemaglutina� � o indireta (HAI) para 

detec� � o de anticorpos anti-7��FUX]L, visando estabelecer a combina� � o de dois testes 

que pudessem reduzir o n� mero de resultados indeterminados ou inconclusivos. A 

avalia� � o foi realizada com 287 amostras: 112 de pacientes chag� sicos, 143 de 

indiv�duos n� o chag� sicos e 32 de indiv�duos com outras doen� as infecto-parasit� rias –

s�filis (n=11), v�rus da hepatite C -HCV (n=7), v�rus da imunodefici� ncia humana -HIV 

(n=9) e leishmaniose cutânea –LC (n=5). A an� lise sorol� gica dos 112 pacientes 

chag� sicos atrav� s do teste de HAI, mostrou os seguintes resultados: 59 reagentes, 13 

n� o-reagentes (falso-negativos) e 40 inconclusivos. Cada ELISA identificou 110 dos 

112 pacientes chag� sicos e nenhum resultado inconclusivo foi observado. Os dois 

resultados falso-negativos detectados pelos ELISAs foram obtidos de diferentes 

pacientes chag� sicos. Todos os m� todos utilizados apresentaram 100% de 

especificidade. A sensibilidade ELISA-Rec e ELISA-Con foi 98,2% (IC 95%: 93,1-

99,7%), enquanto a sensibilidade do teste de HAI foi 52,7% (IC 95%: 43,1-62,1%). 

Quando n� s avaliamos os resultados pela combina� � o do ELISA-Rec e o testes de HAI, 

52 resultados inconclusivos e 1 falso-negativo foram obtidos. Resultados similares 

foram obtidos quando n� s combinamos o ELISA-Con e o teste de HAI, 2 e 51 pacientes 

apresentaram resultados falso-negativos e inconclusivos, respectivamente. Por outro 
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lado, quando a combina� � o foi realizada com o ELISA-Rec e o ELISA-Con, o n� mero 

de resultados inconclusivos foi reduzido para 4. Nenhuma rea� � o cruzada foi observada 

quando testamos os soros de indiv�duos portadores de outras parasitoses atrav� s do 

ELISA-Rec e do ELISA-Con, todos os resultados foram n� o-reagentes. Por� m, rea� ões 

cruzadas foram observadas quando testamos com o HAI (s�filis =1, HCV =1, LC = 2). 

Estes resultados indicam que a combina� � o de dois ELISAs com prepara� ões 

antig� nicas diferentes, no caso o ELISA-Rec e o ELISA-Con, concorre para: 1) a 

diminui� � o de resultados falso-negativos, que em banco de sangue levam à transfus� o 

de sangue contaminado; 2) a diminui� � o de resultados inconclusivos que minimizam as 

etapas de retestagens e conseqüentemente custos obtidos destas retestagens; 3) a 

diminui� � o de resultados falso-positivos causando um grave problema social; 4) a 

automa� � o, que concorre para a obten� � o de resultados mais seguros e mais r� pidos. 
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A recombinant ELISA (EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos), Rec-

ELISA, developed by the Oswaldo Cruz Foundation, was compared with both the 

conventional ELISA (Con-ELISA) and indirect hemagglutination (IHA) test, for the 

detection of antibodies against 7��FUX]L, in order to establish a combination of two tests 

that can reduce the number of inderterminate or inconclusive results. Evaluation was 

performed with 287 serum samples: 112 samples from chagasic patients, 143 from 

nonchagasic individuals and 32 from patients with other parasitic and infectious 

diseases ±syphilis (n=11), hepatitis C virus -HCV (n=7), human immunodeficient virus 

-HIV (n=9) and cutaneous leishmaniasis ±CL (n=5). The serological analysis of 112 

chagasic patients by IHA showed the following results: 59 reactive, 13 non-rective 

(false-negative) and 40 inconclusive. Both ELISAs recognized 110 of 112 chagasic 

patients and no inconclusive results were observed. The two false-negative results 

detected by ELISAs were obtained from different chagasic patients. All the methods 

used showed 100% of specificity. The sensitivity of the Rec-ELISA and Con-ELISA 

was 98.2% (CI 95%: 93.1-99.7%), while the sensitivity of the IHA test was 52.7% (CI 

95%: 43.1 ± 62.1%). When we evaluated the results by matching the Rec-ELISA and 

IHA test, 52 inconclusive and 1 false-negative results were obtained. Similar results 

were obtained when we matched Con-ELISA and IHA test, 2 and 51 patients showed 

false-negatives and inconclusive results, respectively. On the other hand, when we 

matched the Rec-ELISA and Con-ELISA only 4 inconclusive results were observed. No 
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cross-reactions were observed when sera from patients with other parasitic and 

infectious diseases were tested by Rec-ELISA and Con-ELISA. However, cross-

reactions were detected when these patients were tested by IHA (syphilis=1, HCV=1, 

CL= 2). Take together, these results indicate that the use of two enzyme immunoassays 

with differents antigens preparations, as the Rec-ELISA and Con-ELISA concurs to: 1) 

reduction of false-negative results, that in blood bank led to transfusion of contaminated 

blood; 2) reduction of inconclusive results that decrease the number of tests and also 

their cost; 3) reduction of cross-reactions that can create social problems; 4) safer and 

faster results, that can be obtained by automation. 
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���,QWURGXomR�
�����$VSHFWRV�HSLGHPLROyJLFRV�H�FOtQLFRV�GD�GRHQoD�GH�&KDJDV�
 A doen� a de Chagas, causada pelo protozo� rio 7U\ SDQRVRPD� FUX]L, �  

circunscrita à Am� rica Latina, onde se estima que a preval� ncia da infec� � o humana em 

15 pa�ses end� micos �  cerca de 18 milh� es de casos e que aproximadamente 40 milh� es 

de pessoas est� o sob o risco da infec� � o (WHO, 2002). �
A doen� a, que apresenta uma fase aguda e uma fase cr� nica,  �  transmitida por 

insetos hemat� fagos da fam�lia Reduviidae, vulgarmente conhecidos pelo nome de 

ªbarbeirosº (WHO, 1996). A transmiss� o tamb� m pode ocorrer sem a interven� � o do 

vetor, por via transfusional, cong� nita, oral e por transplantes de � rg� os contaminados.  

Clinicamente, a doen� a de Chagas �  caracterizada por uma fase aguda e uma fase 

cr� nica (AMATO NETO et al., 1997; ANDRADE, 2000). 

A  fase aguda, quando sintom� tica, surge ap� s 7 a 10 dias da infec� � o pelo 7��

FUX]L. É reconhecida pela presen� a de parasitas no sangue e por sintomas como: febre, 

adenopatias, hepato-esplenomegalia, sinais e sintomas de miocardite e 

meningoencefalite, edema localizado ou generalizado e por sinais de porta de entrada do 

parasita. Se a infec� � o �  na mucosa conjuntival, se observa um edema unilateral 

bipalpebral conhecido como sinal de Romaña. Se a infec� � o �  cutânea, um chagoma de 

inocula� � o pode ser observado.  

A fase cr� nica caracteriza-se pela escassez de parasitas no sangue. Essa fase �  

reconhecida pelo acometimento do cora� � o (forma card�aca), do tubo digestivo (forma 

digestiva) e do sistema nervoso (forma nervosa), ou por apenas um diagn� stico 

sorol� gico positivo para a doen� a de Chagas (forma indeterminada).  
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A forma card�aca �  respons� vel por um maior n� mero de � bitos da doen� a e �  

caracterizada por uma s�ndrome de insufici� ncia card�aca congestiva, 

predominantemente arr�tmica, onde a morte s� bita pode ser a primeira manifesta� � o. Do 

ponto de vista eletrocardiogr� fico, o bloqueio de ramo direito associado a extra-s�stoles 

s� o as altera� � es mais freqüentes. Patologicamente, o aneurisma apical do ventr�culo 

esquerdo �  a les� o caracter�stica da doen� a (ANDRADE, 1996). 

A forma digestiva da doen� a �  caracterizada pela dilata� � o de v�sceras ocas, 

principalmente, o es	 fago e c� lon. Comumente ªos megasº se manifestam por disfagia 

(megaes	 fago) e constipa� � o (megac� lon). 

Na forma indeterminada da fase cr	 nica os indiv�duos chag� sicos s� o 

assintom� ticos, com eletrocardiograma e estudo radiol� gico do cora� � o, es	 fago e 

c� lons normais, mas a sorologia �  positiva. Esta forma tem particular interesse m� dico-

social e trabalhista pelo fato de indiv�duos chag� sicos, assintom� ticos e em plena faixa 

produtiva da vida serem exclu�dos do mercado de trabalho (OLIVEIRA JR., 1991). 

At�  o presente momento, n� o existe um medicamento eficaz para o tratamento ou 

para a preven� � o da doen� a. Os tradicionais antiparasit� rios, Nifurtimox e 

Benzonidazol, s� o parcialmente eficazes apenas na fase aguda da infec� � o 

(CANÇADO, 1985). Al� m disso, a sua a� � o depende do tipo de cepa que produziu a 

infec� � o (ANDRADE et al., 1989). A preven� � o da doen� a �  feita pelo controle de 

vetores, triagem de sangue parasitado nos servi� os de hemoterapia e educa� � o sanit� ria. 

Na fase aguda, cerca de dois meses, o diagn� stico etiol� gico �  baseado na 

detec� � o do parasita atrav� s de m� todos parasitol� gicos diretos (Tabela 1). Na fase 

cr	 nica, o diagn� stico laboratorial torna-se comprometido em virtude da aus� ncia de 

parasitemia. Nessa fase, o diagn� stico pode ser realizado por m� todos parasitol� gicos 
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indiretos (xenodiagn� stico ou hemocultura) que apresentam baixa sensibilidade (20-

50%) (Tabela 1) em indiv�duos sabidamente infectados, resultando em v� rios resultados 

falso-negativos (GOMES, 1997). 

O diagn� stico seguro nessa fase �  importante do ponto de vista individual e 

tamb� m por raz� es epidemiol� gicas, uma vez que a transmiss� o do 7�� FUX]L por 

transfus� o de sangue, doado por indiv�duo assintom� tico, �  um dos principais problemas 

de sa� de p� blica nos pa�ses onde a doen� a �  end� mica. Entretanto, o diagn� stico 

sorol� gico seguro n� o �  f� cil, particularmente na forma cr	 nica assintom� tica da 

infec� � o durante a qual resultados contradit� rios provenientes de diferentes laborat� rios, 

t� m sido observados. A raz� o para esses resultados discrepantes parece estar relacionada 

com o tipo de ant�geno empregado nos testes imunol� gicos (extrato bruto ou semi-

purificado do parasita) (GOMES, 1997).  

Uma breve revis� o dos m� todos imunol� gicos utilizados para detec� � o de 

anticorpos anti-7��FUX]L, na fase cr	 nica da doen� a ser�  apresentada no item  2.  

 

�
�
�
�
�
�
�
�
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Tabela 1 ± M� todos parasitol� gicos utilizados na doen� a de Chagas (WHO, 1991) 

M� todos                         Tipo de laborat� rio*                               Sensibilidade**  (%)      

                                                                                                    F. aguda     F. cr� nica 

'LUHWRV�
Esfrega� os                                      A/B                                         < 60              < 10     

Gota espessa                                   A/B                                         < 70              < 10 

Exame de sangue a fresco               A/B                                       80-90             < 10 

M� todo de Strout                            A/B                                       90-100           < 10 

 

,QGLUHWRV�
Xenodiagn� stico                               B                                           100              20-50 

Hemocultura                                     B                                           100              20-50 

*  A = Laborat� rios de centros de sa� de localizados em � rea de risco de transmiss� o 

vetorial e n� o-vetorial; B = Laborat� rios especializados para diagn� stico parasitol� gico. 

**  Sensibilidade comparada ao xenodiagn� stico na fase aguda da infec� � o e ao 

diagn� stico sorol� gico na fase cr� nica. 

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
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�����0pWRGRV�LPXQROyJLFRV��
Os m� todos imunol� gicos s� o importantes na doen� a de Chagas n� o s�  pela 

facilidade de execu� � o como tamb� m por fornecerem resultados em prazos curtos, 

diferentemente dos m� todos parasitol� gicos j�  mencionados. Eles t� m sua maior 

indica� � o na fase cr� nica da infec� � o contribuindo para: 1) fazer diagn� sticos 

individuais; 2) levantar n�veis de endemicidade; 3) avaliar medidas de controle de 

transmiss� o; 4) selecionar doadores de sangue; 5) avaliar atividades de drogas; e 6) 

acompanhar as respostas imunes (GOMES, 1996). Esses m� todos se baseiam na 

detec� � o de anticorpos anti-7�� FUX]L de isotipo IgG que se liga especificamente a 

ant�genos do parasita.  

Segundo a Organiza� � o Mundial da Sa� de (OMS), para um diagn� stico 

sorol� gico confi� vel �  necess� rio obter resultados concordantes em pelo menos dois 

testes sorol� gicos de princ�pios metodol� gicos diferentes (LUQUETTI &  RASSI, 2000) 

seguindo os fluxogramas para diagn� stico sorol� gico (Fig. 1) e para triagem sorol� gica 

em banco de sangue (Fig. 2). Os m� todos sorol� gicos atualmente mais empregados para 

o diagn� stico da infec� � o cr� nica bem como para triagem de doadores em banco de 

sangue s� o a imunofluoresc� ncia indireta-IFI, hemaglutina� � o indireta-HAI e Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay-ELISA. Estes testes s� o suficientemente aprovados, com 

desempenho conhecido, sendo por isso chamados de ªtestes convencionaisº em 

contraposi� � o a novos testes ditos ªn� o convencionaisº, propostos por diferentes 

pesquisadores, que necessitam ainda da aprova� � o ampla dos usu� rios (LUQUETTI & 

RASSI, 2000).  

 

�



Andr� a Ático Monteiro Gadelha                                                                                                                6 

�������7HVWH�+HPDJOXWLQDomR�,QGLUHWD��+$,��
 O teste de HAI se baseia na aglutina� � o de hem� cias sensibilizadas com 

ant�geno de 7��FUX]L, em presen� a de soro contendo anticorpos contra esse parasita (Fig. 

3A). O teste �  constitu�do de 3 etapas. Na etapa 1 adiciona-se a amostra, que, sendo 

reagente, cont� m anticorpos anti-7��FUX]L. O suporte �  uma placa de microtitula� � o com 

96 cavidades ou em tiras de 8 ou 12 cavidades. Na etapa 2, adiciona-se hem� cias 

sensibilizadas com ant�geno de 7�� FUX]L. A rea� � o ant�geno-anticorpo (etapa 3) �  

visualizada pela aglutina� � o das hem� cias (BRASIL, 1998).  

A leitura �  feita a olho nu, com a placa de microtitula� � o colocada contra a luz 

ou em espelho pr� prio. A amostra �  considerada reagente quando as hem� cias est� o 

distribu�das de maneira homog� nea, em forma de tapete ou manto, ocupando � rea maior 

do que 50% do fundo da placa; n� o reagente quando as hem� cias ficam acumuladas em 

forma de bot� o no fundo do po� o; e �  considerada indeterminada quando apresenta 

qualquer padr� o diferente dos anteriores (Fig. 3B) (BRASIL, 1998).  

O teste de HAI pode ser qualitativo ou quantitativo. O teste de HAI qualitativo �  

utilizado para definir se uma amostra �  reagente ou n� o reagente. Nesse caso a amostra 

�  dilu�da apenas uma vez. O teste de HAI quantitativo �  utilizado para confirmar os 

resultados das amostras reagentes no HAI qualitativo e para definir o t�tulo destas 

amostras. Para a titula� � o �  feita a dilui� � o seriada do soro. A execu� � o do teste deve 

ser feita de acordo com o fabricante.  

Essa t� cnica tem sido amplamente utilizada para fins de rotina em virtude do 

baixo custo e simplicidade na sua execu� � o. No entanto, rea� � es cruzadas t� m sido 

observadas com outras parasitoses, principalmente com leishmanioses. Al� m disso, a 

leitura �  subjetiva o que concorre para falhas na interpreta� � o dos resultados.  
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�������7HVWH�GH�,PXQRIOXRUHVFrQFLD�,QGLUHWD��,),��
O teste de IFI se baseia na intera� � o do pr� prio 7��FUX]L (formas epimastigotas 

formolizadas) com os anticorpos contra esse parasita presentes no soro. Como mostra a 

Fig. 4A, na etapa 1 o parasita �  fixado numa lâmina de vidro  com regi� es demarcadas; 

na etapa 2 �  adicionada  a amostra dilu�da que, sendo reagente, cont� m anticorpos  

espec�ficos que se ligam ao ant�geno 7�� FUX]L; na etapa 3, adiciona-se o conjugado 

composto de uma anti-imunoglobulina humana ligada ao isotiocianato de fluoresce�na, 

que servir�  como revelador da rea� � o ant�geno-anticorpo. A intera� � o ant�geno-

anticorpo �  evidenciada por meio da fluoresc� ncia do parasita na etapa 4 (BRASIL, 

1998).  

A leitura �  realizada atrav� s de um microsc� pio de fluoresc� ncia e a 

interpreta� � o dos resultados deve obedecer aos crit� rios descritos abaixo. 

Amostra reagente: presen� a de fluoresc� ncia uniforme em todas as membranas do 

tripanosoma. Amostra n� o reagente: Aus� ncia total de fluoresc� ncia nos tripanosomas 

(Fig. 4B). Amostra indeterminada: Qualquer padr� o diferente dos descritos acima.  

Assim como o teste de HAI, o teste de IFI pode ser qualitativo ou quantitativo. O 

IFI qualitativo define se a amostra �  reagente, n� o reagente ou indeterminada. O IFI 

quantitativo confirma os resultados das amostras reagentes e indeterminadas no IFI 

qualitativo e define o t�tulo das amostras reagentes. A execu� � o do teste �  feita de 

acordo com o fabricante. 

O amplo emprego do teste de IFI se deve as seguintes vantagens: 1. relativa 

facilidade de se obter reagentes padronizados; 2. elevada sensibilidade e 3. 

processamento de um grande n� mero de amostra. Contudo, a leitura �  subjetiva 
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principalmente nos casos ªborderlineº e sua especificidade �  baixa j�  que favorece a 

rea� � es cruzadas com outras parasitoses em baixos t�tulos.  

�
�������7HVWH�LPXQRHQ]LPiWLFR�(/,6$�

O teste imunoenzim� tico ELISA para detec� � o de anticorpos contra�7��FUX]L� foi 

estabelecido por VOLLER HW�DO. (1975). Nesta t� cnica a presen� a de anticorpos contra o 

parasita �  revelada atrav� s de anticorpos anti-imunoglobulina ligados a uma enzima, que 

na presen� a do seu substrato forma um produto colorido. O tipo de ELISA �  o indireto e 

�  realizado em uma placa de microtitula� � o de 96 po� os. A sequ� ncia para seu 

desenvolvimento �  mostrada na Fig. 5. A Tabela 2 mostra as varia� � es encontradas nos 

componentes do ELISA para o diagn� stico da infec� � o pelo 7��FUX]L. 

No ELISA o resultado de uma rea� � o �  definido pela leitura da absorbância ou 

densidade � ptica (DO) em espectrofot� metro, utilizando um filtro com comprimento de 

onda indicado pelo fabricante. Cada conjunto tem a sua forma de calcular o ªcut-offº 

(CO), ou seja, o seu ponto de corte, acima ou abaixo do qual as amostras s� o 

consideradas reagentes, n� o reagentes ou indeterminadas.  

As amostras indeterminadas s� o aquelas cujos valores de DO est� o inclu�dos na 

zona cinza (ªborderlineº). A zona cinza compreende a faixa de valores em torno do CO, 

dentro da qual n� o se pode ter certeza do resultado.  

Algumas das vantagens do ELISA s� o: a elevada sensibilidade; a utiliza� � o de 

pequen�ssimas quantidades de soro ou plasma; a facilidade de pr� -sensibilizar as placas 

com ant�geno e congel� -las a ±20°C at�  o momento de sua utiliza� � o; o processamento 

de v� rias amostras em uma s�  placa; e a utiliza� � o de espectrofot� metros port� teis para 
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a leitura dos resultados no campo (GOMES, 1996). Por outro lado, sua especificidade 

est�  longe do ideal se ant�genos brutos ou semi-purificados s� o utilizados, 

principalmente pela presen� a de resultados ªborderlineº (GOMES, 1996).  

O desempenho dos diferentes ªkitsº (conjuntos diagn� sticos) existentes no 

mercado foi avaliado obtendo-se sensibilidade de 97 a 100% e especificidade de 93 a 

100%, sendo constante nos diferentes estudos a elevada sensibilidade com 

especificidade vari� vel.�
�

Tabela 2 ± Varia� � es encontradas nos componentes do ELISA 
 

COMPONENTES ELISA 

Fase s� lida *  placas de microtitula� � o ± produzidas, 
geralmente, em poliestireno transparente com 96 
cavidades, com fundo chato ou arredondado 

*  p� rolas ± pequenas esferas de poliestireno 

Ant�geno *  fra� � es isoladas do parasita 7� FUX]L, preparadas 
para reduzir a possibilidade de rea� � o cruzada 

Enzima *  fosfatase alcalina ou peroxidase 

Substrato *   per� xido de hidrog� nio  

Crom� genos *  ortofenilenodiamina (OPD) ou tetrametil 
benzidina (TMB) 

Solu� � o de bloqueio *  � cido sulf� rico ou � cido clor�drico  

Fonte: BRASIL, 1998. 

�
�����3DGURQL]DomR�GRV�WHVWHV�VRUROyJLFRV�FRQYHQFLRQDLV�

Face à diversidade de reagentes utilizados, assim como as diferen� as nos 

procedimentos t� cnicos houve relato de disparidade de resultados entre os laborat� rios, 

o que levou a certo descr� dito da sorologia convencional particularmente do teste de 
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HAI (LUQUETTI & RASSI, 2000). Esses resultados discordantes tamb� m poderiam ser 

devido a falhas na execu� � o dos diferentes protocolos, bem como resultados falso-

positivos em virtude de determinantes antig� nicos comuns entre o 7�� FUX]L e outros 

parasitas, particularmente / HLVKPDQLD.  

Com o objetivo de abolir as falhas na execu� � o dos protocolos, o Minist� rio da 

Sa� de atrav� s do programa de Doen� as Sexualmente Transmiss�veis (DST) e AIDS e da 

Coordena� � o de Sangue e Hemoderivados (COSAH), elaborou um manual e um v�deo 

da s� rie Telelab destinado a t� cnicos que realizam os testes sorol� gicos, de abrang� ncia 

nacional. Esse treinamento ªà distânciaº tem permitido um melhor desempenho dos 

t� cnicos na obten� � o de resultados de elevada confiabilidade (LUQUETTI & RASSI, 

2000).  

Para tentar solucionar o problema dos resultados falso-positivos, v� rios grupos de 

pesquisa t� m utilizado ant�genos purificados, recombinantes ou sint� ticos os quais t� m 

demonstrado maior confiabilidade nos testes sorol� gicos (GOLDENBERG�HW�DO�, 1991, 

KRIEGER HW�DO�, 1992, UMEZAWA HW�DO�, 1999, GOMES HW�DO�, 2001, SILVA HW��DO., 

2002). Estes ant�genos devem atender alguns crit� rios: 1) estarem presentes em isolados 

de 7��FUX]L de diferentes � reas end� micas e ausente em outros agentes infecciosos; 2) 

serem imunog� nicos em popula� � es com diferentes ªbackground gen� ticoº 

independente da fase cl�nica da doen� a de Chagas; 3) serem est� veis; 4) serem de f� cil 

obten� � o (ZINGALES HW DO�, 1990, STOLF, 1992).  

�
�
�
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�����8WLOL]DomR�GH�GLIHUHQWHV�DQWtJHQRV�QRV�WHVWHV�VRUROyJLFRV�
�������$QWtJHQRV�SXULILFDGRV�

Na d� cada de 80 surgiram v� rios ant�genos purificados com o objetivo de 

aumentar a sensibilidade e a especificidade dos testes. Os ant�genos purificados - GP90 

kDa presentes na superf�cie de todos os est� gios evolutivos do 7�� FUX]L  (SCOTT & 

SNARY, 1982), GP57/51 kDa presente na superf�cie de formas epimastigotas e 

tripomastigotas sangu�neos (SCHARFSTEIN HW� DO., 1986), GP97-83 presente nos 

est� gios amastigota e epimastigota (PAN & PRATT, 1989) - foram usados em pesquisa 

com bons resultados elevando a especificidade das rea� � es. No entanto, n� o foram 

inclu�dos em ªkitsº por raz� es econ� micas e t� cnicas. A purifica� � o e produ� � o de 

ant�genos do parasita pela bioqu�mica cl� ssica �  uma tarefa muito dif�cil e longa e, 

apenas pequen�ssimas quantidades dos componentes antig� nicos s� o obtidas.  

 

������� $QWtJHQRV�H[FUHWyULRV�VHFUHWyULRV�
ªImmunoblotº utilizando TESA (ant�genos excret� rio-secret� rio de 

tripomastigotas) de 7�� FUX]L da cepa Y, TESA-blot,  foi proposto como um m� todo 

sens�vel e espec�fico nos casos de infec� � o pelo 7��FUX]L cong� nita ou aguda ou como 

um teste confirmat� rio para a sorologia convencional da doen� a de Chagas 

(UMEZAWA HW� DO�� 1996).  No TESA-blot, utilizando a cepa Y, soros de pacientes 

chag� sicos nas formas aguda e cong� nita reagem com bandas (ªladder-likeº) de 130 a 

200 kDa, sendo reconhecidos por anticorpos da classe IgM e IgG. Soros de pacientes 

chag� sicos na forma cr� nica reagem com uma banda larga de 150 a 160 kDa sendo 

reconhecidos por anticorpos da classe IgG.  Recentemente, NAKAZAWA HW�DO. (2001) 
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mostraram que o soro de 100% dos pacientes chag� sicos cr� nicos identificaram uma 

banda de 150-170 kDa no TESA outras cepas de 7��FUX]L  (WSL, SF e Colombiana), 

apesar de rea� � es cruzadas ocorrerem com bandas inferiores a 150-170 kDa 

principalmente com leihshmaniose visceral e cutânea. Al� m disso, como o formato  

ªimmunoblotº n� o �  muito apropriado para testar um grande n� mero  amostras, esses 

autores propuseram utilizar o  TESA no formato ELISA (TESA-ELISA)  devido a sua 

simplicidade, facilidade de execu� � o e al� m disso disp� e de automa� � o.  Os resultados 

mostraram 100% de sensibilidade e 96% de especificidade (ABATH HW� DO., 2000; 

NAKAZWA HW� DO., 2001), o que era esperado devido à reatividade cruzada com 

ant�genos de baixo peso molecular no TESA-blot com soro de pacientes portadores de 

leishmanioses.  Para verificar essa hip� tese, esses autores realizaram um estudo 

preliminar onde purificaram atrav� s de eletroforese preparativa a banda de 150-170 kDa 

usando o TESA da cepa Y. A fra� � o obtida de 150-170 kDa foi avaliada pelo ELISA 

utilizando-se soro de pacientes chag� sicos cr� nicos. A especificidade e sensibilidade 

foram de 100% (NAKAZWA HW� DO., 2001).  A fra� � o de 150-170 kDa do TESA �  

potencialmente relevante para o diagn� stico da doen� a de Chagas e necesssita de 

investiga� � es adicionais.    

�
�������$QWtJHQRV�UHFRPELQDQWHV�

Na � ltima d� cada, com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, 

os problemas relacionados à purifica� � o de prote�nas pela bioqu�mica cl� ssica foram 

superados. Com a tecnologia do DNA recombinante, tornou-se poss�vel a express� o e 

produ� � o em bact� rias, ou em outro microrganismo conveniente, de prote�nas 

heter� logas. O procedimento b� sico consiste em introduzir em bact� rias o material 
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gen� tico (DNA) de outro organismo de tal forma que as bact� rias agora ªtransformadasº 

processar� o este DNA como seu pr� prio material gen� tico. Dessa maneira, a partir deste 

DNA ex� geno introduzido nas bact� rias, as mesmas produzir� o ªprote�nas 

recombinantesº. 

Atrav� s de manipula� � es adequadas, bact� rias foram transformadas com o 

material gen� tico do 7�� FUX]L, sendo gerada uma biblioteca de genes do parasita em 

bact� rias, obtendo-se clones de bact� rias expressando diferentes genes do parasita 

causador da doen� a de Chagas. Para detectar clones de bact� rias que estavam 

expressando ant�genos parasit� rios com valor diagn� stico, a biblioteca foi varrida, 

atrav� s do uso de t� cnicas imunol� gicas apropriadas, com soro de pacientes chag� sicos, 

de tal forma que foram detectados diversos clones de bact� rias que estavam produzindo 

prote�nas do 7�� FUX]L� que foram reconhecidas pelo soro dos pacientes chag� sicos 

(LAFAILLE et al., 1989). Ap� s a an� lise individual desses clones frente a sua 

reatividade com soros negativos e positivos para a doen� a de Chagas, dois clones que 

estavam expressando prote�nas do 7�� FUX]L com elevado valor de diagn� stico foram 

isolados. O estudo posterior destes genes revelou que ambos apresentavam uma 

estrutura onde havia a repeti� � o de um mesmo motivo (ep�topo) reconhecido por 

anticorpo. Um dos ant�genos apresentava uma localiza� � o difusa no citoplasma 

enquanto o outro era flagelar. Em fun� � o de sua estrutura em epitopos repetitivos e sua 

localiza� � o, esses ant�genos foram denominados de CRA (ªcytoplasmic repetitive 

antigenº ou ant�geno citoplasm� tico repetitivo) e est�  presente nas formas epimastigotas 

e amastigotas, e FRA (ªflagelar repetitive antigenº ou ant�geno flagelar repetitivo), 

presente nas formas epimastigotas e tripomastigotas do 7��FUX]L�(Fig. 6) (LAFAILLE et 

al., 1989). 



Andr� a Ático Monteiro Gadelha                                                                                                                14 

Estudos posteriores demonstraram que estes genes s� o altamente polim� rficos 

(KRIEGER et al., 1990). No entanto apesar de polim� rficos em diferentes cepas, estes 

ant�genos foram reconhecidos por mais de 95% dos soros chag� sicos quando 

individualmente testados por radioimunoensaio, indicando que os determinantes 

antig� nicos s� o bem conservados (GOLDENBERG et al., 1991). Estes ant�genos 

revelaram-se importantes no diagn� stico da infec� � o pelo 7��FUX]L, quando testados em 

conjunto pelo m� todo ELISA, uma vez que a sensibilidade e especificidade foi de 100% 

(KRIEGER et al., 1992).  

Esses ant�genos foram desenvolvidos pelo grupo do Dr. Samuel Goldenberg do 

Departamento de Bioqu�mica e Biologia Molecular do IOC/FIOCRUZ e atualmente s� o 

produzidos na forma de ªkitº de diagn� stico (EIE-Recombinante-Chagas-

Biomanguinhos
�

) por Bio-Manguinhos, uma das Unidades da FIOCRUZ, que det� m a 

patente do mesmo no Brasil (BR PT 1100553-0), nos Estados Unidos (US 5736348) e 

na Europa (919203356.2). O ªkitº EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos utiliza 

como m� todo o ELISA direto (Fig. 7). Estudos recentes sobre o diagn� stico sorol� gico 

utilizando o referido kit em popula� � o de � rea end� mica para doen� a de Chagas 

mostrou a excelente performance do kit apresentando 100% de especificidade e 

sensibilidade (GOMES et al., 2001). Associadas �  elevada especificidade e 

sensibilidade algumas vantagens do EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos devem 

ser ressaltadas como: (i) a utiliza� � o de ant�genos recombinantes espec�ficos de 7��FUX]L 

evitam rea� � es falso-positivas; (ii) o ELISA direto aumenta a sensibilidade do m� todo 

permitindo a avalia� � o de soro com baixo t�tulo, e corrobora sua especificidade; (iii) a 

utiliza� � o de amostras de soro n� o dilu�das reduz a possibilidade de erro devido �  

manipula� � o; (iv) o procedimento �  r� pido (2 horas), f� cil de realizar e de baixo custo. 
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A avalia� � o do referido ªkitº est�  sendo realizada pelo Laborat� rio de 

Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do CPqAM/FIOCRUZ onde o 

presente trabalho foi desenvolvido. 

Outros ant�genos recombinantes t� m sido propostos para o diagn� stico da 

infec� � o pelo 7��FUX]L (UMEZAWA et al., 1999, SILVEIRA HW�DO., 2001). No entanto, a 

sua utiliza� � o limita-se ainda a estudos laboratoriais. 

 

�������3HSWtGHRV�VLQWpWLFRV�
A partir dos ant�genos recombinantes, foram produzidos pept�deos sint� ticos, 

mol� culas de tamanho menor, com aumento de especificidade e diminui� � o de 

sensibilidade, pelo que devem ser utilizados para diagn� stico em combina� � o com 

outros ant�genos (LUQUETTI &  RASSI, 2000). A performance de alguns ªkitsº que 

utilizam diferentes combina� � es de prote�nas recombinantes ou pept�deos sint� ticos tem 

sido avaliada por v� rios grupos de pesquisa. Estes ªkitsº s� o baseados em ensaios 

imunoenzim� ticos (ªimmunoblotº e ELISA) e testes imunocromatogr� ficos (SILVEIRA 

et al., 2001). 

 

 

 �
�
�
�
�
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���2EMHWLYRV 
�����*HUDO: 
x� Analisar o desempenho do ªkitº EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos frente 

ao ELISA convencional e ao teste de Hemaglutina� � o visando estabelecer a 

combina� � o de dois testes que possam reduzir o n� mero de rea� � es inconclusivas ou 

indeterminadas. �
�
�����(VSHFtILFR: 

x� Comparar as sensibilidade e especificidade do kit EIE-Recombinante-Chagas-

Biomanguinhos, que utiliza o ELISA direto, com as t� cnicas de HAI e ELISA 

convencional. 

 

 

�
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Fig. 1 - Diagnóstico sorológico da infecção pelo 7�� FUX] L em Laboratórios de 

Saúde Pública (Brasil, 1998). 
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Fig. 2 - Triagem sorológica de doadores de sangue para a Infecção pelo 7��

FUX] L��Brasil, 1998). 
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Fig. 3 - Testes de hemaglutina� � o indireta. A = Representa� � o esquem� tica de uma 

rea� � o de HAI. B = Visualiza� � o de amostra reagente, n� o reagente e indeterminada na 

rea� � o de HAI. Segundo BRASIL, 1998. 
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1. Soro de indiv�duo chag� sico 
2. Soro controle positivo. 
3. Soro controle negativo. 
(Dilui� � o 1:40) 

 
 
 

Fig. 4 ± Rea� � o de imunofluoresc� ncia indireta. A= representa� � o 

esquem� tica da rea� � o de IFI. B= visualisa� � o da rea� � o de IFI ao 

microsc� pio de fluoresc� ncia (material proveniente do Laborat� rio de 

Imunoparasitologia de Departamento de Imunologia do 

CPqAM/FIOCRUZ). 

 

1. Soro de indivíduo chagásico 
2. Soro controle positivo. 
3. Soro controle negativo. 
(Diluição 1:40) 
 

B 

A 
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Amost r a r eagent e                                Amost r a não-r eagent e 
 
 

 

Fig. 5 ± Representa� � o esquem� tica da rea� � o que ocorre no ELISA convencional. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

+  + +
   

 

 

Ant ígenos          sor o do pacient e    imunoglobulinas conj ugadas     subst r at o 

�� � ��
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Fig. 6 - Localização celular dos antígenos CRA e FRA. CRA: reação de IFI sobre 

formas epimastigotas. FRA: reação de imunoperoxidase sobre formas tripomastigotas 

(flagelo). Segundo LAFAILLE HW�DO. (1989). 
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    CRA    FRA              sor o do pacient e            ant ígenos conj ugados         subst r at o 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                     Amost r a r eagent e                                        Amost r a não-r eagent e 
 
 
 
 
 

Figura 7 -  Representa� � o esquem� tica do ELISA direto utilizado no kit EIE-

Recombinante-Chagas-Biomanguinhos. 
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���&DVXtVWLFD�H�0pWRGRV�
�����/RFDO�GH�&ROHWD�GDV�$PRVWUDV�

As amostras foram obtidas de pacientes atendidos no Ambulat� rio de Doen� a de 

Chagas do Hospital Oswaldo Cruz (HUOC), de pacientes de demanda espontânea do 

Hospital das Cl�nicas da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, de funcion� rios 

da Norcl�nicas, bem como soros que fazem parte da soroteca do Laborat� rio de 

Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalh� es-CPqAM/FIOCRUZ e da rotina do Hemocentro de Pernambuco ± Funda� � o 

Hemope.  

O ambulat� rio de doen� a de Chagas, criado h�  14 anos, �  considerado um centro 

de refer� ncia no atendimento do paciente portador da doen� a de Chagas. Atualmente 

existem 1.300 pacientes cadastrados.  

O CPqAM criado em 1950 e incorporado como Unidade Especial �  Funda� � o 

Oswaldo Cruz desde 1970, realiza um trabalho  sistem� tico de pesquisa e ensino no 

combate � s grandes endemias. Esse � rg� o do Minist� rio da Sa� de desenvolve 

importantes pesquisas sobre as endemias regionais sendo reconhecido 

internacionalmente pelo trabalho desenvolvido nas � reas de Esquistossomose, Filariose, 

Doen� a de Chagas, Peste e Mal� ria. 

O Hospital das Cl�nicas-HC da UFPE �  uma Institui� � o vinculada ao Minist� rio 

da Educa� � o, com fun� � o b� sica de apoiar o ensino de gradua� � o e p� s-gradua� � o do 

Centro de Ci� ncias da Sa� de-CCS, atuando como hospital-escola e centro de pesquisa 

cient�fica em todas as � reas da medicina, orientando operacionalmente para quatro focos 

b� sicos a saber: ensino, pesquisa e extens� o voltada a assist� ncia �  popula� � o; 

desempenhando importante papel como Hospital Referencial da Regi� o. 
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A Norcl�nicas �  uma empresa de presta� � o de servi� os na � rea de sa� de que atua 

no mercado do nordeste desde 1994. O principal foco de atividade m� dica da 

Norcl�nicas �  a atua� � o no segmento de planos de sa� de empresariais e est�  presente em 

todas as capitais do Nordeste, com uma ampla rede de atendimento. Al� m de consultas e 

atendimento nas especialidades b� sicas, a Norcl�nicas tamb� m oferece, em Centros 

M� dicos pr� prios, o servi� o de pronto atendimento, composto por uma equipe de 

m� dicos urgentistas em Cl�nica M� dica, Cirurgia e Pediatria.  

O Hemocentro de Pernambuco ± Funda� � o HEMOPE, foi o primeiro hemocentro 

instalado no pa�s. A Funda� � o HEMOPE est�  presente nas diversas regi� es fisiogr� ficas 

do estado, nas quais desenvolve, em parceria com 400 volunt� rios civis, amplo 

programa de capta� � o de doadores volunt� rios de sangue, triagem cl�nica de  doadores, 

coleta de sangue, fracionamento de componentes sangu�neos, testes laboratoriais de 

controle transfusional e dispensa� � o de hemoter� picos aos hospitais p� blicos e privados 

do estado de Pernambuco. 

�
�����$PRVWUD�GR�(VWXGR�

�������'HILQLomR�GH�&DVRV�H�&RQWUROHV�
Foram considerados controles indiv�duos que nunca receberam transfus� o 

sangu�nea e nem habitaram em � rea end� mica para a doen� a (Tabela 3), que foram 

selecionados no CPqAM e na Norcl�nicas. Foram considerados casos, indiv�duos com 

sinais e sorologia que caracterizaram a fase cr	 nica da doen� a, apresentando ou n� o 

sintomas (Tabela 4). Estes, selecionados no Ambulat� rio de Doen� a de Chagas do 

HUOC e no HC da UFPE, s� o portadores das formas cr	 nicas assintom� tica, digestiva, 
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card�aca e mista apresentando as caracter�sticas descritas abaixo, conforme descrito por 

Barros (1999). 

x� Forma card�aca assintom� tica (FCA): indiv�duos abaixo de 50 anos, sem sintomas 

da doen� a, que apresentem bloqueio de ramo direito e/ou bloqueio ântero-divisional 

esquerdo.  

x� Forma card�aca (FC): presen� a de sintomas de insufici� ncia card�aca (dispn� ia, 

edema de membros inferiores) ou s�ncope, portadores de marcapasso e/ou altera� � o 

eletrocardiogr� fica, tipo bloqueio de ramo direito, altera� � es da repolariza� � o em 

parede anterior, bloqueio divisional ântero-superior esquerdo, bloqueios � trio-

ventriculares e extra-s�stoles ventriculares em pacientes sem outra patologia 

card�aca. Diminui� � o da fun� � o ventricular (menor de 50%) ou aneurisma apical no 

ecocardiograma. Radiografia do t� rax com aumento da � rea card�aca definida com 

�ndice c� rdio-tor� cico maior ou igual a 0,5 cm. 

x� Forma digestiva (FD): portadores de disfagia e ou constipa� � o de mais de 1 semana 

e/ou passado de cirurgia para corre� � o de ªmegasº ou, exame contrastado 

radiol� gico, evidenciando dilata� � o do es� fago ou c� lon. 

x� Forma mista (FM): indiv�duos com sintomatologia da FC e FD. 

 

������'LPHQVLRQDPHQWR�GD�DPRVWUD�
A amostra foi dimensionada para estima� � o de propor� � es, supondo-se 

sensibilidade e especificidade superiores a 90% e adotando-se um erro absoluto (semi 

amplitude do intervalo de confian� a) entre 3% e 4%. Seriam ent� o necess� rios 250 

indiv�duos em cada grupo (250 casos e 250 controles). No entanto, as caracter�sticas da 
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amostra planejada (forma cr� nica assintom� tica, card�aca e digestiva) n� o permitiram 

que esse n� mero fosse atingido (ver item 3.3). 

�
Tabela 3 – Dados demográficos dos indivíduos não-chagásicos 

 
3DFLHQWH�

1R��
5HJLVWUR�

1R��
1RPH� ,GDGH� 6H[R� 1DWXUDOLGDGH� 3URFHGrQFLD�

1 2-001 FABS 32 M Recife Recife 

2 2-002 LCA 35 M Recife Recife 

3 2-003 JCM 39 F Rio de Janeiro Recife 

4 2-004 JRMP 19 F Recife Recife 

5 2-005 FLM 31 M Recife Olinda 

6 2-006 DRDG 23 F Recife Recife 

7 2-007 WAL 29 M Recife Recife 

8 2-008 CFJA 27 F Recife Recife 

9 2-009 OVS 28 M Recife Recife 

10 2-010 MERES 59 F Parnamirim  Recife 

11 2-011 AAMG 28 F Recife Recife 

12 2-012 VMBL 22 F Recife Recife 

13 2-013 ESC 20 M Recife Recife 

14 2-014 IM 34 M Recife Recife 

15 2-015 EHGR 31 M Recife Recife 

16 2-016 ADC 24 M Recife Recife 

17 2-017 MBL 25 M Recife Recife 

18 2-018 ELD 29 M Recife Recife 

19 2-019 NAS 40 M Rio de Janeiro João Pessoa 

20 2-020 FAMOC 19 M Recife Recife 

21 2-021 YMMN 54 F Recife Recife 

22 2-022 ELA 28 F Recife Recife 

23 2-023 ELA 26 F Recife Recife 
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Tabela 3- Continua� � o 

24 2-024 SS 37 F Recife Recife 

25 2-025 TSF 22 M Recife Recife 

26 2-026 REA 39 M Recife Olinda 

27 2-027 PFCMDM 21 F Recife Recife 

28 2-028 PSB 19 F Recife Recife 

29 2-029 HBL 29 M Recife Recife 

30 2-030 PAPS 25 M Recife Jaboat� o  

31 2-031 CLM 24 F Recife Recife 

32 2-032 EJMN 25 M Recife Recife 

33 2-033 AETMS 22 F Recife Recife 

34 2-034 JFMS 25 F Recife Recife 

35 2-035 BBPB 21 M Recife Recife 

36 2-036 RMC 21 M Recife Recife 

37 2-037 JFR 23 F Recife Recife 

38 2-038 WFS 31 F Jaboat� o Jaboat� o 

39 2-039 FND 22 M Recife Recife 

40 2-040 BCM 21 F Recife Recife 

41 2-041 RK 21 M Recife Recife 

42 2-042 JEXSB 20 F Recife Recife 

43 2-043 GTS 24 F Recife Recife 

44 2-044 JMA 21 M Recife Recife 

45 2-045 AALF 21 M Recife Recife 

46 2-046 APSM 23 F Recife Recife 

47 2-047 CFAL 19 F Recife Recife 

48 2-048 RAQ 22 M Recife Jaboat� o 

49 2-049 LFWV 32 M Recife Recife 

50 2-050 JLBLJ 20 M Recife Recife 

51 2-051 RAL 23 M Recife Jaboat� o 

52 2-052 KSA 21 F Olinda Olinda 

53 2-053 CAL 20 F Recife  Recife  
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Tabela 3- Continua� � o 

54 2-054 EBVA 19 M Recife Paulista 

55 2-055 NBB 18 F Recife Recife 

56 2-056 BSL 24 F Recife Olinda 

57 2-057 RALSM 21 M Recife  Recife  

58 2-058 RAM 32 F Recife Recife 

59 2-060 LCNHB 37 F Rio de Janeiro Recife 

60 2-061 LMLM 27 F Recife Recife 

61 2-062 DSMVL 19 F Cabo Recife 

62 2-063 ASS 28 F Recife  Recife  

63 2-064 LGL 24 F Recife Recife 

64 2-065 AHAS 18 F Recife Recife 

65 2-066 PFS 19 F Recife Recife 

66 2-067 WSS 32 M Recife Recife 

67 2-068 RJM 25 M Recife Recife 

68 2-069 JCM 32 F Recife Recife 

69 2-070 SCBT 28 F Recife Recife 

70 2-071 SAS 30 M Recife Recife 

71 2-072 MARLS 36 M Recife Recife 

72 2-074 AKSM 25 F Recife Recife 

73 2-075 CALM 54 M Recife Recife 

74 2-076 EPM 25 F Recife Recife 

75 2-077 RMPS 48 F Recife Recife 

76 2-078 GGS 38 M Recife Recife 

77 2-079 MASM 52 F Recife Recife 

78 2-080 OAS 58 F S� o Paulo Recife 

79 2-081 KPS 28 M Recife Recife 

80 2-082 DMSM 24 F Recife Recife 

81 2-083 SLAG 36 F Olinda Recife 

82 2-084 ARCB 24 F Recife Recife 

83 2-085 APC 48 F Olinda Camaragibe 
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Tabela 3- Continua� � o 

84 2-086 RACL 31 F Recife Recife 

85 2-087 RFV 30 F Bel� m Recife 

86 2-088 CSMAB 24 F Recife Recife 

87 2-089 ARS 33 F Recife Recife 

88 2-090 STL 34 F Recife Olinda 

89 2-091 SRP 25 F Recife Olinda 

90 2-092 ACL 33 F Recife Olinda 

91 2-093 COM 33 F Olinda Olinda 

92 2-094 CLV 24 F Recife Recife 

93 2-096 EJS 22 F Recife Recife 

94 2-097 ASS 40 F Recife Recife 

95 2-098 ASGS 30 F Recife Olinda 

96 2-099 SMSFT 40 F Recife Recife 

97 2-100 MMAM 42 F Recife Recife 

98 2-101 JLS 42 F Recife Recife 

99 2-102 TAM 21 F Recife Jaboat� o 

100 2-103 CW 37 M Porto Alegre Recife 

101 2-104 ACS 20 F Recife Paulista 

102 2-105 NM 34 F Recife Recife 

103 2-106 MAS 25 F Recife Paulista 

104 2-107 APN 22 F Rio de Janeiro Recife 

105 2-108 LSPD 21 F Recife  Recife  

106 2-109 RMLA 27 F S. Louren� o da Mata Camaragibe 

107 2-110 EJS 22 F Recife Paulista 

108 2-111 AMC 23 F Recife Recife 

109 2-112 SAS 32 F Recife Recife 

110 2-113 SCL 32 F Rio de Janeiro Paulista 

111 2-114 GFA 33 M Campina Grande Paulista 

112 2-115 CVS 33 F Recife Recife 

113 2-116 NPJ 21 M Recife Recife 
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Tabela 3- Continua� � o 
114 2-117 AAC 43 M Recife Olinda 

115 2-118 MFAM 42 M Recife Recife 

116 2-119 MMS 32 F Recife Recife 

117 2-120 GORF 35 M Recife Recife 

118 2-121 ACS 31 F Recife Recife 

119 2-122 IMH 30 F Recife Recife 

120 2-123 MCL 22 F Recife Recife 

121 2-124 GDS 27 F Recife Recife 

122 2-125 KRS 28 F Recife Recife 

123 2-126 GJS 27 M Recife Jaboat� o 

124 2-127 MRS 27 F Recife Camaragibe 

125 2-128 LHRF 22 F Recife Recife 

126 2-129 SCBS 32 M Recife Recife 

127 2-130 VCS 39 F Recife Recife 

128 2-131 GKPM 19 F Recife Olinda 

129 2-132 SAS 27 F Recife Paulista 

130 2-133 DRS 28 F Recife Recife 

131 2-134 IMFM 39 F Recife Recife 

132 2-135 HMA 30 F Jaboat� o Recife 

133 2-136 RLS 19 F Jo� o Pessoa Olinda 

134 2-137 CFC 23 F Paulista Paulista 

135 2-138 LMB 31 F Recife Olinda 

136 2-139 MSM 36 F Recife Recife 

137 2-140 MPF 41 F Recife Recife 

138 2-141 MGMS 25 F Paulista Paulista 

139 2-143 MBG 21 F Camaragibe  Camaragibe 

140 2-144 HRC 38 F Recife Recife 

141 2-145 WHSS 22 M Recife Paulista 

142 2-146 LGM 28 F Recife Recife 

143 2-147 CLNF 18 M Recife Recife 

M- Masculino, F- Feminino�
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Tabela 4 – Dados demográficos e forma c línica dos indivíduos chagásicos 

 
3DFLHQWH�

1R��
5HJLVWUR�

1R��
1RPH� )RUPD�

FOtQLFD�
,GDGH� 6H[R� 1DWXUDOLGDGH� 3URFHGrQFLD�

1 133995 SFS FC 64 F Nazar�  da Mata Recife 

2 106422 SFS FC 61 M Cruz do 

Esp�rito Sto. 

(PB) 

Machado 

3 106673 ITL FC 55 F Vic� ncia Camaragibe 

4 71321 JVC FC 61 M Limoeiro (CE) Recife 

5 51624 PLF FC 45 M Vic� ncia Camaragibe 

6 103255 MC FC 69 F Limoeiro Recife 

7 573320 SLS FC NR M Paudalho Paulista 

8 127612 JBF FC 46 M Vic� ncia Vic� ncia 

9 122138 EMS FCA 47 F S� o Vicente 

F� rrer 

Olinda 

10 85558 AJR FC 57 F Limoeiro Recife 

11 110793  FC 50 F NR NR 

12 74651 JSA FCA 62 F Vic� ncia Recife 

13 96361 MMS FM 57 M Limoeiro Recife 

14 118317 RMS FM 64 F Limoeiro Ara� a� ba 

15 57628 GAN FCA 65 F Nazar�  da Mata Carpina 

16 50718 MB FC 37 F Vic� ncia Recife 

17 28341 RJL FC 54 F Tuparetama Camaragibe 

18 123923 JLM FC 46 F Bom Jardim Bom Jardim 

19 124543 RSS FC 56 F Santana do 

Munda�  (AL) 

Santana do 

Munda�  (AL) 

20 51809 MJF FC 72 F Carpina Santana do 

Munda�  (AL) 

21 125935 JPSF FC 60 M Alian� a Camaragibe 

22 26389 JS FM 66 F Vic� ncia Recife 
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Tabela 4 - Continua� � o 
23 35085 TJS FC 61 F NR NR 

24 104348 MJF FC 69 F Carpina Santana do 

Munda�  (AL) 

25 123478 JRS FC 71 F Carpina  

26 117047 HES FC 70 M Nazar�  da Mata Nazar�  da Mata 

27 72379 STS FC 64 F Goiana Recife 

28 MRS MRS FD 60 F Nazar�  da Mata Recife 

29 121776 MLS FCA 48 F Timba� ba Recife 

30 125291 PS FC NR F NR NR 

31 79937 RMN FM 57 F Vic� ncia Recife 

32 83028 LES FC 65 M Vic� ncia Recife 

33 134893 ON FC 50 F Catenda Jaboat� o 

34 42701 GAP FC 66 F Vic� ncia Recife 

35 153625 ACS FC 41 M Rio de Janeiro Recife 

36 120099 TMN FC 61 F Vic� ncia Recife 

37 118113 BMC FC 64 F Vic� ncia Olinda 

38 77188 JM FC 59 M Pion� o (PB) Recife 

39 70371 MJS FC 54 F Timba� ba Recife 

40 100481 MVJ FC 63 M Bom Jardim Recife 

41 55657 BAS FC 51 F Bom Jardim S� o Louren� o da 

Mata 

42 22702 MGS FCA 56 F Itamb�  Recife 

43 149447 SBN FC 53 M Itamb�  Olinda 

44 54709 JPJ FC 54 M Limoeiro Recife 

45 106560 SAB FC 51 F S� o Vicente 

F� rrer 

Recife  

46 87214 MSPA FC 65 F Vic� ncia Recife 

47 106448 MES FCA 35 F Recife Recife 

48 102169 EES FC 63 F Alian� a Recife 

49 128873 JMP FC 70 M Recife Recife 
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Tabela 4 - Continua� � o 
50 70139 MJSB FC 56 M Lajedo Recife 

51 124748 EFP FC 61 F Nazar�  da Mata Recife 

52 66872 RMS FC 61 F Buenos Aires Recife 

53 38837 ML FC 44 M Igarapeba Recife 

54 114961 JSS FC 61 M Jo� o Alfredo Recife 

55 75822  FC 65 M NR NR 

56 125118 JJC FC 46 F Sim� es (PI) Araripina 

57 128876 JAS FD 82 M Vic� ncia Camaragibe 

58 54437 MMS FC NR F Nazar�  da Mata Recife 

59 132550 SMS FCA 50 F Macei�  (AL) Água Preta 

60 104209 AVC FC 72 F Triunfo Triunfo 

61 135959 MCS FC 47 F Surubim Recife 

62 99228 FGS FC 70 F Nazar�  da Mata Jaboat� o 

63 6577 MGV FC 68 M Triunfo Recife 

64 128874 MMC FC 45 F Maraial Recife 

65 67293 FAF FC 50 F Triunfo Jaboat� o 

66 67737 IDS FD 61 M Nazar�  da Mata Recife 

67 31981 AGF FC 59 M Limoeiro Jaboat� o 

68 54615 RNA FC 55 F Triunfo Recife 

69 106407 JRS FC 63 M Carpina Recife 

70 0101 MBS FC 50 M S� o Benedito 

do Sul 

S� o Benedito do 

Sul 

71 0501 JSS FCA 34 M S� o Benedito 

do Sul 

S� o Benedito do 

Sul 

72 2701 HBS FD 59 M NR NR 

73 5101 JLAS FC 28 F NR NR 

74 5106 SBS FC 37 M NR S� o Benedito do 

Sul 

75 5602  FC 38 M NR S� o Benedito do 

Sul 
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Tabela 4 - Continua� � o 
76 6001 LMS FC 48 F NR S� o Benedito do 

Sul 

77 6302 JAS FC NR M NR NR 

78 6304 BMS FC 21 F S� o Benedito 

do Sul 

S� o Benedito do 

Sul 

79 6401 LMS FC 55 F NR S� o Benedito do 

Sul 

80 6702 CJS FCA 42 M NR NR 

81 7202 FSA FC 36 M NR S� o Benedito do 

Sul 

82 100-01 PMAS FC 38 F NR NR                                                                                                      

83 109-01 MCS FCA 61 F S� o Jos�  da 

Lage 

S� o Benedito do 

Sul 

84 55387 FJS FM 62 M Buenos Aires Carpina 

85 46911 EGA FCA 71 F Pesqueira Recife 

86 106455 DDC FC 53 M Itamb�  Caapor�  (PB) 

87 128582  FD 48 F NR NR 

88 106520  FC 66 F NR NR 

89 1001  FD 48 F S� o Benedito 

do Sul 

S� o Benedito do 

Sul 

90 Chc 002 BES FC 49 M Uni� o dos 

Palmares (AL) 

Vit� ria de Santo 

Ant� o  

91 Chc 003 SMM

A 

FC 58 F Gl� ria do Goit�  Recife 

92 Chc 004 JAL FC 55 M Alagoinha Alagoinha 

93 Chc 005 RQN FC 52 F Catende Jaboat� o 

94 Chc 006 LMS FC 50 F S� o Benedito 

do Sul 

Recife 

95 Chc 007 MJBL FC 53 F Cupira Recife 

96 Chc 008 JTS FC 52 M S� o Jos�  da L. Recife 
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Tabela 4 - Continua� � o 
97 Chc 009 SLL FC 48 F Goiana. Cidade Nova 

98 Chc 010  MJFS FC 46 F Carpina Recife 

99 Chc 011 MJTS FC 61 F Timba� ba Recife 

100 Chc 012 JMG FC 57 M Carpina Carpina 

101 Chc 013 MLML FC 60 F Triunfo Triunfo 

102 Chc 015 MJFL FC 48 F Ouro Velho 

(PB) 

Arcoverde 

103 Chc 016 JMA FCA 59 F S� o Jo� o do 

Tigre (Cariri) 

(PB) 

Sanhar�  

104 Chd 001 MLD FD 52 M Bezerros Recife 

105 133284 LMC FCA 40 F Camucin de 

S� o F� lix 

Bonito 

106 127617 SMS FC 53 F Itamb�  Goiana 

107 1116239 MNS FD 55 F Interior do 

Amazonas 

Princesa Isabel 

(PB) 

108 61199 SAX FD 66 M  Recife 

109 48874 MJS FC 67 F Nazar�  da Mata Recife 

110 28334 RSS FCA 66 F Lagoa do 

Carmo 

Carpina 

111 108558 DLR FCA 48 M Vit� ria de 

Santo Ant� o 

Vit� ria de Santo 

Ant� o  

112 75708 MLA FC 59 M S� o Jos�  da 

Lage (AL) 

Recife 

 
M- Masculino, F- Feminino, FC- Forma Card�aca, FD- Forma Digestiva, FM- Forma 
Mista, FCA- Forma Card�aca Assintom� tica 
 
�
�
�
�
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�����$PRVWUDV�FROHWDGDV�
Foram utilizados duzentos e oitenta e sete soros ± 112 obtidos de indiv�duos 

chag� sicos na forma cr� nica distribu�dos da seguinte maneira: forma card�aca 

assintom� tica (n=15), forma card�aca (n=82), forma digestiva (n=9) e forma mista 

(n=6); 143 de indiv�duos n� o-chag� sicos e 32 de indiv�duos com outras doen� as infecto-

parasit� rias: s�filis (n=11), hepatite C (n=7), HIV (n=9) que foram obtidos na rotina da 

Funda� � o Hemope e, leishmaniose cut� nea (n=5) obtidos da soroteca do Laborat� rio de 

Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do CPqAM. Os indiv�duos que 

participaram da pesquisa foram avaliados pelo m� dico respons� vel quando deram um 

consentimento por escrito (Anexo 1) e foram submetidos a um question� rio (Anexo 2) 

para obten� � o de dados pessoais, epidemiol� gicos e exame cl�nico. O estudo foi 

aprovado pela Comiss� o de Ética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh� es/FIOCRUZ 

(Anexo 3). 

 

O sangue foi coletado pelo sistema a v� cuo, Vacutainer
�

, pela mestranda e por 

uma estudante de Biomedicina, bolsista do Programa Integrado de Bolsa de Inicia� � o 

Cient�fica (PIBIC) do CPqAM, tamb� m inserida no presente projeto. O sangue foi 

centrifugado e o soro armazenado a ±20°C. Todas as amostras foram processadas no 

Laborat� rio de Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do CPqAM.  

 

�����3URFHVVDPHQWR�GDV�DPRVWUDV��
Anticorpos anti-7��FUX]L foram detectados atrav� s dos testes de HAI, ELISA-Con 

e ELISA-Rec seguindo recomenda� � es do fabricante.  
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7HVWH�GH�+$, ± Foi utilizado o kit comercial  HEMACRUZI (Cod. 029.015, lotes 

H10451H e H20158JB), da empresa Biolab-M� rieux S.A. Em cada po� o de uma placa 

de microtitula� � o foram depositados 50 Pl dos soros a testar dilu�dos (1/40) em uma 

solu� � o de 2-mercaptoetanol (2-ME) a 0,1 M seguindo a adi� � o de 25 Pl da suspens� o 

de hem� cias de aves sensibilizadas com ant�genos sol� veis de 7�� FUX]L�� � Ap� s leve 

agita� � o a placa foi deixada em repouso por 1 h, �  temperatura ambiente, quando a 

leitura foi realizada a olho nu. A rea� � o foi considerada positiva quando um v� u 

uniforme de hem� cias recobriu toda a cavidade do po� o, podendo estar � s vezes 

parcialmente retra�do nas bordas. A rea� � o foi considerada fracamente positiva quando 

um v� u pouco n�tido, apresentando pequeno dep� sito de hem� cias no fundo da cavidade 

foi visualizado. A rea� � o foi considerada negativa quando um bot� o compacto de 

hem� cias depositou-se no fundo  do po� o. Parte dos kits HEMACRUZI foram doados 

pela empresa Biolab-Merieux. 

�
(/,6$� &RQ - Foi utilizado o kit comercial  ªPremier¥  Chagas’  IgG ELISA 

(Lotes TCE100.011, TCE 100.014) da empresa Meridian Diagnostics, Inc. Em cada 

po� o de uma placa de microtitula� � o sensibilizada com ant�geno purificado de 7��FUX]L 

foram depositados 100 Pl dos soros a testar dilu�dos a 1/21 seguindo incuba� � o por 30 

min a 37°C. Ap� s lavagens, foram adicionados 100 Pl do  conjugado (anti-IgG humana 

produzida em cabra, conjugada �  fosfatase alcalina) e a placa incubada por 30 min a 

37°C. Seguindo novas lavagens, 100 Pl da solu� � o substrato (p-NPP ± p-nitrofenil 

fosfato) foram adicionados e a placa incubada por 30 min a 37°C. A rea� � o foi 

bloqueada por depositar em cada po� o 100 Pl da solu� � o de bloqueio (NaOH, 1,5 N). A 

leitura da rea� � o foi efetuada em um leitor de ELISA a 405 nm. O CO e a zona cinza 
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foram calculados para cada placa conforme o fabricante. Soro com DO igual ou acima 

do CO foram considerados reativos, e conseqüentemente positivos para anticorpos anti-

7��FUX]L. Soros com DO abaixo do CO foram considerados n� o reagentes e negativos 

para anticorpos anti-7��FUX]L. 

 

 (/,6$�5HF� ��Microplacas sensibilizadas com os Ag-Recs foram incubadas a 

37oC por 30 min com o soro n� o dilu�do do paciente (50Pl). Ap� s lavagens para 

remover os anticorpos n� o ligados, as placas foram incubadas por 30 min a 37oC com 

50 Pl de ant�genos conjugados �  peroxidase. Ap� s lavagens os imunocomplexos foram 

revelados pela adi� � o de per� xido de hidrog� nio e 3, 3’ , 5, 5’ - tetrametilbenzidina. A 

rea� � o foi bloqueada com H2SO4  2M, e a DO foi determinada a 450 nm. O CO e a zona 

cinza foram calculados para cada placa conforme o fabricante. Soro com DO igual ou 

acima do CO foram considerados reativos, e conseqüentemente positivos para 

anticorpos anti-7��FUX]L. Soros com DO abaixo do CO foram considerados n� o reagentes 

e negativos para anticorpos anti-7�� FUX]L. Os kits EIE-Recombinante-Chagas-

Biomanguinhos foram doados por Biomanguinhos/Fiocruz (Lotes 014CR001Z e 

023CR001Z). 

 

  

�����$QiOLVH�(VWDWtVWLFD  

A sensibilidade e especificidade foram estimadas de acordo com Ferreira & Ávila 

(2001), utilizando uma tabela de dupla entrada relacionando o diagn� stico da doen� a e o 

resultado do teste  (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Combina� � o bin� ria entre os resultados prov� veis obtidos em um 

determinado teste e o diagn� stico verdadeiro da doen� a 

� '2(1d$�±�'LDJQyVWLFR�YHUGDGHLUR�
7(67(6� 3UHVHQWH� $XVHQWH�
Positivo Positivos verdadeiros 

$�
Positivos falsos 

%�
Negativo Negativos falsos 

&�
Negativos verdadeiros 

'�
Segundo Ferreira &  Ávila (2001) 

A sensibilidade (S) do teste foi dada pela percentagem de positivos entre os 

indiv�duos sabidamente chag� sicos. A especificidade (E), pela percentagem de 

negativos, entre indiv�duos n� o chag� sicos, conforme as f� rmulas a seguir:  

 S =  A     E =     D  
          A + C      B + D 
 
 
 

 Foi utilizado o pacote EPI-INFO 6.04 para a administra� � o, an� lise dos dados, 

dimensionamento da amostra e c� lculo de intervalos de confian� a, com grau de 

confian� a de 95%.  
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���5HVXOWDGRV��
 Os resultados obtidos com os diferentes testes utilizados, HAI, ELISA-Con e 

ELISA-Rec, s� o mostrados nos Anexos 4 e 5.  

Na an� lise sorol� gica dos 112 pacientes chag� sicos atrav� s do teste de HAI, os 

seguintes resultados foram obtidos: 59 reagentes, 13 n� o-reagentes (falso-negativos) e 

40 inconclusivos. Ambos ELISAs identificaram 110 dos 112 pacientes chag� sicos e 

nenhum resultado inconclusivo foi observado. Entretanto, 2 resultados n� o-reagentes 

(falso-negativos) foram detectados nos ELISAs (Figs. 8 e 9 e Tabela 6). Estes dois 

resultados falso-negativos foram obtidos de diferentes pacientes chag� sicos (Tabela 8). 

Os pacientes chag� sicos (n� mero de registro ± NR = 28334 e 108558), ambos 

portando a FCA, n� o foram identificados pelo ELISA-Rec. Entretanto, ambos foram 

identificados pelo ELISA-Con. Os pacientes com NR 133284 e Ch 015, com FCA e FC, 

respectivamente, n� o foram identificados pelo ELISA-Con, mas foram reconhecidos 

pelo ELISA-Rec (Tabela 8). O teste de HAI n� o identificou 13 pacientes chag� sicos, 

incluindo NR 133284 e Ch 015 (Tabela 8). 

A sensibilidade e especificidade dos testes analisados est� o apresentados na 

Tabela 6. Todos os testes apresentaram 100% de especificidade (IC 95%: 96,7-100%), 

as amostras de todos os indiv�duos n� o-chag� sicos (143) foram n� o-reagentes em todos 

os testes avaliados. 

A sensibilidade do ELISA-Rec e ELISA-Con foi 98,2% (IC 95%: 93,1-99,7%), 

enquanto a sensibilidade do teste de HAI foi 52,7% (IC 95%: 43,1-62,1%).  

Quando o ELISA-Rec e o teste de HAI foram analisados em combina� � o, 52 

resultados inconclusivos e 1 falso-negativo foram observados (Tabela 7). Resultados 

similares foram obtidos quando o ELISA-Con e o teste de HAI foram combinados, 51 
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resultados inconclusivos, al� m de 2 resultados falso-negativos foram obtidos (Tabela 7). 

Quando a combina� � o foi realizada com o ELISA-Rec e o ELISA-Con, o n� mero de 

resultados inconclusivos foi reduzido para 4 (Tabela 7). Dentre estes estavam presentes 

os 2 casos falso-negativos obtidos pela combina� � o do ELISA-Con e do teste de HAI, 

os quais foram reagentes quando testados pelo ELISA-Rec (Tabela 8). Quanto aos 

outros dois casos, foram reagentes no ELISA-Con e n� o reagentes no ELISA-Rec 

(Tabela 8).  

Quando testamos os soros de indiv�duos com outras doen� as infecciosaase 

parasit� rias atrav� s do ELISA-Rec e do ELISA-Con, todos os resultados foram n� o-

reagentes. Por� m, quando testamos com o teste de HAI, obtivemos 4 resultados 

reagentes. O teste de HAI apresentou rea� � o cruzada com 1 paciente portador de s�filis 

(n=11), 1 de hepatite C (n=7) e com 2 de leishmaniose cut� nea (LC) (n=5) (Tabela 9). 

As DO das amostras analisadas atrav� s do ELISA-Rec e ELISA-Con s� o mostradas nas 

Figs. 8 e 9. 
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Tabela 6 - Performance do diagn� stico da doen� a de Chagas atrav� s do ELISA-Rec, 

ELISA-Con e do teste HAI 

 

                                          ELISA-Rec ELISA-Con HAI 

Resultados Casosa  Controlesb  Casosa  Controlesb  Casosa  Controlesb  

Positivos 110  0 110  0 59  0 

Negativos 2  143 2  143 13  143 

Inconclusivos 0 0 0 0 40  0 

Sensibilidade (%) 98,2 - 98,2 - 52,7 - 

Especificidade (%) - 100 - 100 - 100 

 

a:n=112 

b:n=143 
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Tabela 7 - Compara� � o da reatividade do ELISA-Rec, do ELISA-Con e do teste de HAI 

 
Resultados ELISA-Rec + HAI ELISA-Con + HAI ELISA-Rec + ELISA-Con 

Positivo 59 59 108 

Inconclusivo 52 51 4 

Negativo 1 2 0 
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Tabela 8 - Amostras representativas dos resultados falso-negativos obtidos atrav� s do 

ELISA-Rec, ELISA-Con e do teste de HAI 

 

Pacientes Në *  Registro Në FC HAI ELISA-Rec ELISA-Con 

110 28334 CA - - + 

109 48874 C - + + 

111 108558 CA + - + 

11 110793 C - + + 

9 122138 CA - + + 

105 133284 CA - + - 

95 Ch 007 C - + + 

96 Ch 008 C - + + 

102 Ch 015 C - + - 

50 70139 C - + + 

64 128874 C - + + 

81 7202 C - + + 

82 100-01 C - + + 

94 Ch 006 C - + + 

 

FC = Forma cl�nica; CA = forma cad�aca assintom� tica, C = forma card�aca; HAI = 

hemaglutina� � o indireta, ELISA-Rec = ELISA recombinante, ELISA-Con = ELISA 

convencional  

*  N� mero de paciente equivalente ao contido no anexo 4. 
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Tabela 9 - Compara� � o da reatividade dos soros de indiv�duos portadores de outras 

doen� as infecciosas e parasit� rias atrav� s do ELISA-Rec e dos m� todos sorol� gicos 

convencionais 

 

Soro HAI ELISA-Con ELISA-Rec 

S�filis (n= 11) 1 0 0 

HCV (n= 7) 1 0 0 

HIV (n= 9) 0 0 0 

LC (n= 5) 2 0 0 

 

HAI ± hemaglutina� � o indireta; ELISA-Con ± ELISA convencional; ELISA-Rec ± 

ELISA recombinante; HCV ± V�rus da hepatite C; HIV ± V�rus da imunodefici� ncia 

humana; LC ± Leishmaniose cut� nea. 
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Fig. 8 - Densidade � ptica das amostras analisadas atrav� s do ELISA-Con. A linha no 

interior da distribui� � o dos pontos representa o limiar de reatividade. (l ) paciente 

chag� sico; (m) paciente n� o-chag� sico; (u ) indiv�duo portador de outra doen� a 

infecciosa e parasit� ria (s�filis, HCV, HIV e LC). 
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Fig. 9 - Densidade � ptica das amostras analisadas atrav� s do ELISA-Rec. A linha no 

interior da distribui� � o dos pontos representa o limiar de reatividade. (l ) paciente 

chag� sico; (m) paciente n� o-chag� sico; (u ) indiv�duo portadore de outra doen� a 

infecciosa e parasit� ria (s�filis, HCV, HIV e LC). 
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� ��' LVFXVVmR�

Apesar dos avan� os alcan� ados no controle da transmiss� o natural da doen� a de 

Chagas, especialmente na sub-regi� o do Cone Sul, a infec� � o chag� sica continua sendo 

um importante problema de sa� de p� blica. A� � es permanentes de vigil� ncia s� o 

necess� rias para que os n�veis de controle sejam mantidos (ANDRADE, 2000). 

 Uma outra forma de transmiss� o, de import� ncia epidemiol� gica que tamb� m 

necessita de vigil� ncia permanente, �  atrav� s da transfus� o de sangue. Mesmo se 

empregando 2 testes de princ�pios metodol� gicos diferentes para o diagn� stico ou para a 

triagem de sangue em bancos de sangue, como preconizado pela OMS, o diagn� stico da 

infec� � o pelo 7��FUX]L ainda �  complexo. Para termos uma id� ia, no Brasil s� o realizadas 

cerca de 2.800.000 doa� � es por ano. Para uma preval	 ncia de 1% de soropositividade 

para o 7�� FUX]L, estima-se a coleta de 28.000 unidades n� o-negativas, das quais 20% 

(6.048) s� o confirmadamente positivas e 80% (22.000) apresentam resultados 

inconclusivos ou indeterminados. Considerando-se que a sensibilidade m� dia dos testes 

dispon�veis seja de 99%, prev	 -se que 61 unidades sejam falsamente classificadas como 

negativas. Assim, para um �ndice de fracionamento de 2,0 existe o risco de 122 

unidades falso-negativas serem transfundidas anualmente (ANDRADE, 2000). 

 Por outro lado, o percentual de inaptid� o cl�nica em torno de 20 a 30%, pode 

estar refletindo crit� rios muito rigorosos na triagem cl�nica e/ou na necessidade de 

incentivar a doa� � o fidelizada. Assim, a inaptid� o sorol� gica  variando entre 9,25% no 

Sudeste e 26,77% na regi� o Norte decorre, principalmente, da baixa especificidade das 

t� cnicas utilizadas (ANDRADE, 2000). 

Esses fatos nos conduziram a elaborar o presente trabalho onde comparamos o 

desempenho do ªkitº EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos (ELISA-Rec) frente 
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ao ELISA-Con e ao teste de HAI, com o objetivo de estabelecer a combina� � o de dois 

testes que pudessem eliminar ou reduzir o n� mero de resultados inconclusivos, falso-

negativos e falso-positivos. A escolha do ELISA-Rec deveu-se aos seguintes fatos: 1) 

no momento �  o � nico ªkitº  que emprega ant�genos recombinantes (CRA+ FRA) 

espec�ficos do 7�� FUX]L, comercialmente dispon�vel; 2) os ant�genos CRA+FRA e o 

referido ªkitº foram desenvolvidos e patenteados por institui� � o brasileira -

Biomanguinhos/FIOCRUZ; e 3) a sensibilidade e especificidade do ELISA-Rec foi 

previamente demonstrada. O ELISA-Rec identificou 100% dos indiv�duos chag� sicos 

(131/131) e n� o chag� sicos (237/237) provenientes de � reas end� micas de Pernambuco 

(GOMES HW� DO., 2001). A escolha dos ªkitsº ELISA-Con da Meridian Diagnostics e 

HAI da Biolab-M� rieux deveu-se ao fato de os mesmos serem utilizados, para triagem 

sorol� gica para doen� a de Chagas em doadores na Funda� � o HEMOPE. 

 

� �� ��2 �GHVHP SHQKR�GR�( / ,6$ �5 HF�

No presente trabalho, a an� lise dos testes individuais revelou que cada teste 

(ELISA-Rec, ELISA-Con e HAI) apresentou 100% de especificidade. O teste de HAI 

identificou 59 dos 112 pacientes chag� sicos, falhou em reconhecer 13 desses pacientes 

(rea� � es falso-negativas) e produziu 40 rea� � es inconclusivas. A sensibilidade do teste 

de HAI foi estimada em 52,7%. J�  os ELISAs identificaram 110 dos 112 pacientes 

chag� sicos e nenhuma rea� � o inconclusiva foi observada. Os 2 casos n� o reagentes 

(falso-negativos) detectados em cada ELISA foram provenientes de diferentes pacientes 

(Tabela 8). 

O fato de n� o termos obtido rea� � es inconclusivas no ELISA-Rec e no ELISA-

Con foi um resultado bastante satisfat� rio, sinalizando que a combina� � o desses dois 



Andr� a Ático Monteiro Gadelha                                                                                                                51 

testes poderia diminuir o n� mero de rea� � es inconclusivas. As rea� � es inconclusivas 

(35,7%) apresentadas pelo teste de HAI s� o preocupantes, uma vez que esse teste �  

amplamente usado para o diagn� stico e para triagem de doadores em unidades 

hemoter� picas.  

De fato, quando combinamos o ELISA-Rec com o teste de HAI obtivemos 52 

resultados inconclusivos e 1 resultado falso-negativo. A combina� � o do ELISA-Con- 

com o teste de HAI, tamb� m mostrou 51 resultados inconclusivos al� m de 2 falso-

negativos (Tabela 7). Em banco de sangue, estes casos falso-negativos (3) teriam suas 

bolsas de sangue liberadas para transfus� o sang� �nea. Quando a combina� � o foi 

realizada com o ELISA-Rec e o ELISA-Con, constatamos que o n� mero de resultados 

inconclusivos foi reduzido para 4, confirmando a sinaliza� � o dessa redu� � o apontada no 

in�cio das an� lises individuais de cada teste. Dentre estes 4 casos estavam presentes os 2 

casos falso-negativos obtidos da combina� � o do ELISA-Con e do HAI, os quais foram 

reagentes quando testados pelo ELISA-Rec, como mostrado na Tabela 8. O fato dos 

mesmos terem identificados os ant�genos do ELISA-Rec indica a infec� � o pelo 7��FUX]L�

devido 	  especificidade antig
 nica. Se em uma triagem sorol� gica utiliz� ssemos o 

ELISA-Rec e o ELISA-Con, esses dois casos n� o teriam suas bolsas de sangue 

liberadas. Quanto aos outros dois casos, foram reagentes no ELISA-Con e n� o reagentes 

no ELISA-Rec. Tamb� m nesse caso, se ambos os ELISAs fossem utilizados em triagem 

sorol� gica, as bolsas de sangue desses casos n� o seriam liberadas.  

Os 2 pacientes chag� sicos que n� o apresentaram reatividade no ELISA-Rec, RN 

28334 e 108558, indicam que o soro desses indiv�duos n� o apresentava anticorpos 

contra os ant�genos recombinantes CRA+FRA do ELISA-Rec. A rea� � o desses 

indiv�duos evidenciada pelo ELISA-Con apresentou uma DO elevada = 0,564 e 0,781 
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respectivamente, o que pode ser explicada pela mistura antig� nica complexa presente 

nesse ªkitº(ant�genos purificados de 7��FUX]L)�  

A an� lise dos soros dos indiv�duos portadores de outras doen� as infecciosas e 

parasit� rias (s�filis, HIV, HCV e LC) atrav� s da combina� � o do ELISA-Rec e ELISA-

Con foram n� o reagentes. No entanto, a combina� � o de qualquer um dos ELISAs com o 

teste de HAI mostrou resultado inconclusivo devido �  rea� � o cruzada (falso-positiva) 

com s�filis, HCV e LC exibida pelo teste de HAI.  

O desempenho do ELISA-Rec associado ao ELISA-Con concorre para impedir 

rea� � es rea� � es falso-negativas, falso-positivas e diminuir resultados inconclusivos. 

�

� �� ��$ �3UREOHP i WLFD�GR�WHVWH�GH�+ $ , �

O problema que acomete a sorologia convencional, atualmente utilizada para 

diagn� stico da doen� a de Chagas e triagem de doadores em bancos de sangue, �  o 

grande n	 mero de rea� � es inconclusivas que s� o geradas, em fun� � o da dificuldade na 

interpreta� � o da leitura do teste de HAI. Al� m disso, este teste apresenta a maior 

porcentagem de resultados falso-negativos, al� m dos resultados falso-positivos, 

provenientes de rea� � es cruzadas com outras parasitoses, principalmente leishmania 

(SÁEZ-ALQUÉZAR HW� DO., 1997). Devido �  alta freq
 � ncia destas ocorr� ncias, h�  a 

necessidade de serem feitas in	 meras retestagens, e como conseq
 � ncia, o aumento dos 

custos com material, m� o-de-obra e tempo de execu� � o, al� m da possibilidade de erros 

na manipula� � o. Apesar de tudo, muitas vezes n� o se chega a um resultado definido. Ou 

seja, o paciente sai de um laborat� rio com um resultado inconclusivo nas m� os, o que 

gera ang	 stia e s� rias consequ� ncias sociais, como por exemplo, a rejei� � o na hora de 

concorrer a uma vaga de trabalho. Em bancos de sangue, esse resultado indefinido leva 
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ao descarte, muitas vezes desnecess� rio, de bolsas de sangue. Al� m disso, devido �  

baixa sensibilidade deste teste, resultados falso-negativos s� o gerados, acarretando a 

transfus� o de um sangue contaminado. Um outro fator limitante no teste de HAI �  o uso 

do 2-mercaptoetanol, subst� ncia importante na rea� � o porque evita rea� � es 

inespec�ficas, mas muito nociva �  sa� de.  

A utiliza� � o de dois testes imunoenzim� ticos com prepara� � es antig	 nicas 

diferentes, no caso o ELISA convencional associado a um ELISA que empregue 

ant�genos recombinantes, visando a seguran� a transfusional e a redu� � o de resultados 

inconclusivos que levam ao descarte desnecess� rios de bolsas de sangue e �  ang� stia 

para os candidatos a doadores com provas sorol
 gicas falso-positivas ou inconclusivas, 

foi uma das propostas feitas na XVII Reuni� o Anual de Pesquisa Aplicada em Doen� a 

de Chagas, realizada no ano de 2001, na cidade de Uberaba/MG. Resultados 

preliminares do presente trabalho foram apresentados nesta reuni� o, tendo sido 

agraciado com o pr	 mio Edmundo Chapadeiro como o melhor trabalho em diagn
 stico 

da doen� a de Chagas. No ano de 2002, na XVIII Reuni� o Anual de Pesquisa Aplicada 

em Doen� a de Chagas, tamb� m em Uberaba, os resultados deste trabalho confirmaram 

os resultados apresentados anteriormente os quais serviram de base para que os 

ªchag
 logosº presentes na reuni� o elaborassem uma MOÇÃO, a qual foi lida 

publicamente em assembl� ia do Congresso, alertando a Ag	 ncia Nacional de Vigil� ncia 

Sanit� ria - ANVISA para uma vigil� ncia mais severa aos kits de diagn
 stico. 
 

� �� ��9 DORU�GH�FRP HUFLDOL] DomR�GRV�³ NLWV́ ��

 O teste de HAI tem um custo de U$ 0.23 por cada teste, o ELISA-Con custa U$ 

1.47 por teste e o ELISA-Rec U$ 1.00 por teste. Aparentemente o teste de HAI �  o mais 
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econ� mico, quando se leva em considera� � o o pre� o de custo por cada teste. Por� m, a 

necessidade de restestagens em virtude dos  resultados falso-positivos e falso-negativos, 

que quando associados ao ELISA-Con concorrem para o surgimento de resultados 

inconclusivos, al� m das amostras reagentes que segundo o fabricante devem ser 

quantificadas, termina por elevar os custos do teste de HAI. É importante ressaltar que 

os valores encontrados com rela� � o �  sensibilidade e �  especificidade dos testes 

utilizados neste trabalho devem ser vistos tamb� m do ponto de vista de sua utilidade 

quando aplicados na rotina dos servi� os, marcadamente nos bancos de sangue, que t� m 

por finalidade prec�pua garantir a qualidade do sangue e dos hemoderivados utilizados 

em hemoterapia. 

 

� �� ��3UREOHP DV�P HWRGROyJLFRV��

O principal problema encontrado foi alcan� ar o tamanho da amostra estimado, 

em virtude, principalmente, das caracter�sticas estabelecidas para os indiv�duos casos, 

uma vez que a forma indeterminada n� o entrou no nosso estudo e esta �  a forma na qual 

se concentra a maioria da popula� � o chag� sica. 

Um outro problema foi relacionado aos controles. Este justifica-se pela 

dificuldade de encontrar indiv�duos que nunca tivessem sequer pernoitado em � rea 

end� mica para a doen� a de Chagas, visto que, em Pernambuco, apenas a Regi� o 

Metropolitana �  considerada � rea n� o-end� mica para esta doen� a (LEDEBOUR, C., 

comunica� � o pessoal).  
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� ��&RQFOXV} HV�

 

 A utiliza� � o de dois testes imunoenzim� ticos com prepara� � es antig� nicas 

diferentes, no caso ELISA convencional e ELISA recombinante, concorre para:  

 

/  a diminui� � o de resultados falso-negativos, que em banco de sangue levam �  

transfus� o de sangue contaminado;  

 

/  a diminui� � o de resultados inconclusivos que minimizam as etapas de retestagens e o 

tempo de espera do sangue coletado, bem como os custos obtidos destas retestagens; 

 

/  a diminui� � o de resultados falso-positivos que podem produzir resultados erroneos 

em estudos epidemiol� gicos; 

 

/  a automa� � o, que concorre para a obten� � o de resultados mais seguros e mais 

r� pidos. 
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� ��5 HFRP HQGDomR�
�
 
 Os resultados obtidos no presente trabalho permitem a seguinte recomenda� � o: 

 

9 � Utiliza� � o de dois testes imunoenzim� ticos com prepara� � es antig� nicas 

diferentes, um ELISA convencional e um ELISA recombinante, para o 

diagn� stico da doen� a de Chagas e triagem sorol� gica de doadores em banco de 

sangue. 
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