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EMPREGO DE QUATRO EXAMES IMUNOLÓGICOS NA 
DETERMINAÇÃO DA PREVALÊNCIA DA DOENÇA DE 

CHAGAS NOS GARIS DO SERVIÇO DE LIMPEZA 
URBANA DO DISTRITO FEDERAL

Douglas L. Tinoco, Mônica P. Garcia, Liana Lauria-Pires,
Jaime M. Santana e Antonio R. L. Teixeira.

A p rem lêu c ia  da  infecção chagásica em  36 8  garis do Seiviço de Lim peza Urbana 
(SLU) do Distrito Federal fo i  in icia lm ente ind icada  pelos exam es de hem agln tinação  e 
im unofluorescência, qu a n d o  encontrou-se 32,1%  e 47,6%  de resultados positivos, 
respectivamente, p a ra  cada exam e. Em insta das discrepâncias obsetradas. utilizou-se  
o teste cutâneo com  o antígeno T12Epara esclarecim ento do diagnóstico em  15,5% dos 
que tinham  apenas um  teste sorológico positwo. O teste cu tâneo  fo i  positivo em 38,6%  
dos garis. A  análise dos resultados de 183 garis mostrou  47% dos casos com  três exam es 
concordantespositivos. M ais 19, 7% tiveram dois exam es concordantespositivos. Porém, 
33,3%' dos garis tinham  apenas um  dos três exam es positivo. Empregou-se tam bém  o 
'‘im m uuob lo t’' na  tentativa de esclarecer o diagnóstico nos 61 casos com  apenas um  
resultado positivo . Foram  encon trados 37 ,5%  (3 /8 ) dos casos positivos p e ta  
hem aglntinação, 11,5% (3 /26) pelo teste cutâneo, e apenas 3,7%  (1 /27) pela  
im unofluorescência . Após a adição desses casos positivos pelo "immuuoblot", o total de 
chagásicospassou a ser de 129, ou seja, 35%/ dos garis da am ostra estudada.

Palavras-chaves: T. cruzi. In fecção h u m a n a . Sorologia. Prova de  pele  de  
hiperseiisibilidade reta>'d a d a .

Vários p r o g r a m a s  d e  c a m p o  f o r a m  
implementados visando o estudo da evolução 
natural da Doença de Chagas no B rasil""011. 
Esses e s t u d o s  t r o u x e r a m  i n f o r m a ç õ e s  
importantes sobre índices de morbidacle e 
mortalidade da doença crônica que repercute 
na saúde das pessoas  infectadas pe lo  
Trypanosoma cruzi muitos anos ou décadas 
após a fase aguda. Não obstante os longos 
períodos de observação que esses estudos 
requerem, fo ram  o b t id o s  c o n h e c im e n to s  
importantes sobre a história natural da doença 
de Chagas em áreas endêmicas.

Em vista da necess idade  de excluir 
variáveis que interfeririam na evolução natural 
da doença, foi iniCiado o estudo longitudinal 
da doença  nos  garis  d o  SLU do  D istr i to  
Federal. Assim, a partir de  1988, iniciou-se um 
programa de atendimento médico aos garis, 
onde inexiste a transmissão da infecção via

Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa em Doença de 
Chagas, Universidade de Brasília, Brasília-DF.
Os resultados deste estudo foram apresentados como 
requisito parcial para obtenção do Título de Mestre do Dr. 
Douglas L.Tinoco, Universidade de Brasília, 1992.
Endereço para correspondência: Dr. Antonio RL Teixeira, 
CP 04685, CEP 70919-970, Brasília, DF Fax: (061) 273-4645. 
Recebido para publicação em 25/01/95.

inseto-vetor. A decisão de proceder o estudo 
nessa categoria de trabalhadores urbanos foi 
tomada em virtude do conhecimento de que 
os garis do  SLU foram recrutados nas áreas 
rurais de diversos municípios dos estados 
vizinhos, onde ocorre a transmissão ativa do T. 
cruzi pelo triatomíneo. Em adição, o estudo 
longitudinal de longa duração seria viabilizado 
pelo fato de que  os garis têm estabilidade no 
emprego e, portanto, baixa evasão.

A primeira etapa desse trabalho consistiu 
na identificação dos garis chagásicos. Em vista 
da discrepância de resultados obtidos nos 
exames sorológicos de hemaglntinação e de 
imunofluorescência, utilizamos o teste cutâneo 
de hipersensibilidade tardia contra antígeno do 
parasito e o “im m unoblot” para definir aqueles 
casos com  ap en as  um  daqueles  exam es 
positivo. Nesta primeira publicação, relatamos 
r e s u l t a d o s  d e  e x a m e s  i m u n o l ó g i c o s  
e m p r e g a d o s  p a r a  i d e n t i f i c a r  o s  g a r i s  
chagásicos do SLU de Brasília.

MATERIAL E M ÉTODOS
Amostragem. Esse estudo contou com 332 

garis entre 21 e 71 anos de idade. Todos esses  
i n d i v í d u o s  a s s i n a r a m  o T e r m o  d e
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C o n h e c im e n to  d e  Risco v o lu n ta r ia m e n te ,  
dando  consentimento formal para submeter-se 
aos exames preconizados. Em seguida, era 
p reench ida  ficha de  cap tação  de dados 
relacionados ã epidemiologia, história familiar, 
e x a m e s  c l í n i c o ,  e l e t r o c a r d i o g r á f i c o  e 
laboratoriais. Os dois últimos eram repetidos 
uma semana depois.

Colheita de sangue. Foi colhido lOml de 
sangue venoso de cada gari, em vacutainer 
d e s c a r t á v e l .  O s a n g u e  e r a  d e i x a d o  à 
temperatura ambiente e o soro era colhido 
a p ó s  a c o a g u la ç â o  e ce n t r i fu g a çã o .  Uma 
alíquota de soro era misturado com glicerol 
(25%) e estocado a -20°C. A segunda alíquota 
era mantida a 4°C até o m om ento  do uso.

Im im ofluorescência indireta. O antígeno 
usado consistiu de formas epimastigotas de T. 
cru zi do estoque Ernestina, crescidas em meio 
LIT1 acrescido de soro fetal bovino a 5 por 
cento. As formas de cultivo eram colhidas em 
fase exponencial de crescimento e lavadas 4 
vezes em  PBS, pH 7.2. Na última lavagem as 
células eram mortas com formol a 1 por cento 
(v/v) e deixadas a 4°C, durante 12h. Após 
lavagem em PBS eram  ressuspensas em água 
destilada, para obter-se concentração final de 
10" epimastigotas/ml; 5pl desse antígeno era 
dispensado em compartimentos de lâminas de 
vidro. O teste de imimofluorescência’ consistiu 
na deposição de lOpl de cada diluição do  soro 
sobre o antígeno da lâmina, e encubação  em 
câmara úmida, durante 30min a 37°C. A lâmina 
era lavada 3 vezes em  PBS e secada ao ar livre. 
Em seguida, depositava-se sobre o antígeno na 
lâmina a diluição do  conjugado  (Cappel 
L a b o r a t o r i e s ,  USA e C a l b i o c h e m ,  W est  
Germany) que dava uma reação francamente 
positiva com  soro pad rão  positivo, e 
totalmente negativa com soro padrão negativo. 
Então, procedia-se incubação e lavagem, como 
feito anteriormente. As lâminas eram montadas 
com  lam ínula  sobre  glicerina tam ponada , 
pH 9-6, e observadas em microscópio de 
epifluorescência, m odelo  Axiophot da Carl 
Zeiss. Uma reação positiva era indicada pela 
p r e s e n ç a  d e  co r  v e rd e -m a ç â  b r i lh a n te  
delineando a silhueta do  parasito. Considerou- 
se positiva a reação com título maior que 1:20.

H em aglu tinaçâo  indireta. Hemácias do 
grupo 0 e Rh- eram colhidas de doador com 
testes sorológicos negativos para a infecção 
pelo T. cruzi. O sangue era misturado com 
s o lu ç ã o  de  A lsever  (1:1 v /v )  e m a n t id o  na

g e la d e i ra  a 4°C. Para  p r e p a r a r  lOOml da 
solução de Alsever pesava-se 2,05g de glicose, 
0,89g de citrato de sódio e 0,42g de cloreto de 
sódio. O pH era ajustado para 6.1 com ácido 
cítrico. Após esterilização po r  filtraçâo a 
solução era mantida a 4°C.

O antígeno usado  era obtido de formas 
epimastigotas de T. cruzi, colhidas do meio 
LIT. Após lavagem em PBS, as células eram 
suspensas  em  água destilada e rom pidas 
a p ó s  c i n c o  c i c lo s  d e  c o n g e l a m e n t o s  e 
descongelamentos sucessivos. Em seguida, o 
lisado era centrifugado a 12000g x 25 min a 
4°C. O sobrenadante  colhido com  pipeta era o 
antígeno solúvel usado para sensibilização das 
hemácias. O teor de proteínas do antígeno era 
determinado pelo m étodo  de Lowry’.

A suspensão de hemácias em  solução de 
Alsever era lavada três vezes em PBS, pH 7.2, 
e eram tratadas com ácido tânico a 1:40.000.
As hemácias tanizadas eram incubadas a 37‘’C !
durante  15min, com agitações ocasionais, j
Após três lavagens em  PBS, pH 7.2, as células j
eram ressuspensas em  20ml de PBS, pH 6.4. A J
essa  s u s p e n s ã o  de  h e m á c ia s  ta n iz a d a s  era  
adicionada a quantidade de lm g  de  proteína 
do antígeno solúvel de T. cruzi, em  agitação.
A absorção do antígeno na superfície das 
hemácias se dava durante  30min a 37°C. Após 
essa incubação as células sensibilizadas eram j
lavadas em  PBS e o sedim ento  era ressuspenso j
em  s o r o  n o r m a l  a 1% ( “p o o l ” d e  s o r o s  I
controles, negativos para a infecção pelo T. r
cruzi), diluído em NaCl 0,15M. j

A reação de hemaglutinaçâo5 foi feita em í
placa de 96 poços (Titertek, Linbro). Os soros f
eram previamente inativados a 5ó°C, durante ?
30 min. Inicialmente, colocava-se 50pl de soro I
normal a 1% em cada poço  da placa e, em |
seguida, 50pl de cada soro teste na primeira I
fila da policubeta. A diluição dupla  era feita I
c o m  m i c r o p i p e t a  d e  8 o u  12 c a n a i s ,  f
Finalmente, acrescentava-se a cada poço da í
p l a c a  5 0 p l  d a  s u s p e n s ã o  d e  h e m á c i a s  j
sensibilizadas. Essa era selada com plástico 
para evitar evaporação e encubada a 37°C 
durante 2h. Um resultado positivo era indicado 
pela formação de um  tapete de hemácias 
revestindo o fundo do  poço, diferentemente 
do  resultado negativo onde  a deposição era 
punctiforme. O título de anticorpos era dado 
pela recíproca da diluição mais alta do  soro. 
Considerou-se positiva a reação com  título 
maior que 1:8.
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Teste cutâneo. O antígeno usado no teste 
c u tâ n e o  p a r a  d i a g n ó s t i c o  d a  i n f e c ç ã o  
chagásica foi p r o d u z id o  no  L ab o ra tó r io  
Multidisciplinar de Pesquisa em Doença de 
Chagas, Universidade de  Brasília13. Esse 
antígeno foi obtido de formas epimastigotas do 
clone T12E do estoque Ernestina de T. cruzi, 
selecionado entre vários estoques do  parasito 
pela capacidade de produzir enduraçào nos 
tecidos de coelho chagásico. Utilizou-se a dose 
de 50pg de proteína desse antígeno, suspenso 
em lOOpl d e  PB S, i n j e t a d a  n a  p e l e  d o  
antebraço do indivíduo. Um resultado positivo 
era indicado pela reação endurada no local, 
medindo lem 2 48h após a injeção.

“Im m uuoblot”. O antígeno solúvel (AS) 
usado nes te  te s te  foi o b t id o  de  fo rm as  
epimastigotas do estoque Ernestina de T. 
cruzi. As células em fase exponencial de 
crescimento eram colhidas do meio L1T por 
centrifugação e lavadas em PBS, pH 7.2. O 
sedimento era, então, suspenso em PBS (1:12 
p/v) contendo 2mM de para-metil-sulfonil- 
fluoreto (PiMSF) e sódio dodecil sulfato (SDS) 
a 1% (p/v). Após a lise total dos parasitos pela 
ação do detergente iônico, o hom ogeneizado 
era centrifugado a lOOOOOg x 10 min, a 4°C. O 
sobrenadante era o AS colhido com  pipeta de 
Pasteur. O teor de proteínas do AS era 
determinado pelo m étodo  de Lowry1'.

As proteínas do AS foram separadas por 
eletroforese8 em gel separador SDS-PAGE, cujo 
gradiente de concentração variava de 5 a 20%. 
Usou-se marcadores de peso molecular da 
Sigma Chemical Co (íà-galactosidase, fumarase, 
desidrogenase lática, e triose fosfato isomerase) 
para identificar a Mr das proteínas do AS. Em 
seguida, as bandas de proteínas separadas pela 
mobilidade eletroforética foram transferidas do 
gel para membrana de nitrocelulose1'. Os sítios 
de reatividade mespecífica na nitrocelulo.se 
foram bloqueados com leite desnatado a 5% 
(p/v) em tampão Tris-NaCl (TBS), pH 7.5, 
durante 2h à temperatura ambiente. Fitas da 
membrana de  n i t ro c e lu lo s e  com  3m m  de 
largura eram encubadas com diluições 1:400 
dos soros te s te s ,  e a p ó s  18h e ra m  lav ad as  
exaustivamente em TBS, durante  30 min. 
Então, eram incubadas com anticorpo de 
coelho  a n t i - I g G  h u m a n a  c o n j u g a d a  à 
peroxidase (Sigma Chemical Co), diluído 
1:400, durante 2h. Após cinco rinsagens, as 
bandas de proteínas nas fitas de nitrocelulose 
eram reveladas com  4-cloro-naftol, em solução

de metanol a 2% em Tris-HCl 0.05M, p li 7.4, e 
H 2 O 2 a 30%, durante  lOmin. As bandas 
reveladas na nitrocelulose eram fotografadas 
ou g u a r d a d a s  em brulhadas em papel de 
alumínio para protegê-las do efeito evanescente 
da luz.

A nãlise  estatística. Foi d e te rm inado  o 
intervalo de confiança para cada proporção 
pela fórmula:

p = 2a + z2 + z + vz2 + 4a (n-a), tomando-se:
2 (n  + z2)

z = 1,645; sendo  a = núm ero  de casos positivos 
e, n= total dos casos examinados. A regressão 
linear foi de te rm inada  pelo  m é to d o  dos 
mínimos quadrados.

RESULTADOS
A Tabela 1 mostra os resultados dos 

exames IF e HI em  368 garis do SLl.’ do 
Distrito Federal. Foram observados  175 
(47,6%) garis com IF positiva. A 111 foi positiva, 
porém, em 118 (32,0%) casos.

Tabela 1 - R esu ltados dos exa m es  d e  im u n o flu o re sc ên c ia  e 
h em a g ln tin a çã o  em  3 6 8 garis  do  'S ld h  do  P istritò  Federal 
Testo Resultados* N~i; cie ca sos  %
Im unofluorescência positivo  175 *47.6

negativo  193 52.4
tota! 368 lOO.d

H em agln tinação  positivo 118 ,32,0
negativo  250 68,0
total 368 100.0

* IF+ = títu lo  da reação  igual ou  m a io r q u e  1/40. HI+ = títu lo  da 
reaçao  su p e rio r a 1/8.

Os resultados do teste cutâneo com o 
antígeno T12E estão apresentados na Tabela 2. 
Foram observados 142 (38,6%) garis com 
enduraçào no local de injeção do  antígeno 
(Figura 1) na derme superficial do antebraço, 
m edindo  mais de lem  de diâmetro. 48h apôs. 
Essas reações positivas eram bem  toleradas e 
foram identificadas facilmente pelo paciente 
antes mesmo de serem registradas pelo médico.

Tabela 2  - Resultados do  teste cu tâ n eo  com  o a n tig o io  T12k. em  
3 6 8  garis do S e n iç o  d e  l im p e z a  U rbana do  D istrito Federa!".
Teste Total de casos <Vi.
positivo 142 38.6
negativo 226 61,4
total 368 100,0
* O  teste  c u tân eo  consis tiu  na  in jeção  de 50j.ig d e  p ro te ína  contida 
em  l()0|.i! do  an tíg en o  T12F (vicie tex to ) lim a  reaçàq  positiva era 
ind icada peía m cíuração da pele , m e d in d o  m ais I c n r ,  48ii a p o s  a 
injeção d o  an tígeno . '
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As discrepâncias entre os resultados do 
teste cutâneo T12E e dos exam es IF e HI 
podem  ser melhor apreciadas na população 
distribuída em grupos etários (Tabela 3). As 
maiores d iscrepâncias  foram observadas j 
quando  com parados os resultados dos exames ] 
IF e HI. Por exemplo, entre os 42 garis que j 
tinham de 26 a 30 anos de idade haviam 17 j 
(4,6%) positivos pela IF, mas apenas  5 (1,4%) 
pela HI. Não obstan te  as discrepâncias 
encontradas, a análise de regressão linear 
mostrou correlação positiva entre os três 
ex am es  e m p re g a d o s .  O s c o e f ic ie n te s  de 
correlação (r) foram: HI e TC, 0,93; TC e IF, 
0,94; e HI e IF, 0,83- De grande interesse, as 
discrepâncias com significação estatística (p < 
0,05) fo ram  e n c o n t r a d a s  a p e n a s  q u a n d o  
comparados os resultados de HI e IF, nas faixas 
etárias de 26 a 30, 36 a 40 e de 41 a 45 anos.

Os perfis cie distribuição dos resultados 
desses exames em faixas etárias podem  ser

ta b e la  ' - Fretiüêucia dos resultados d e  três exam es im tm ológicos positivos p a ra  in fecção  pelo  T rypanossom a cruzi. p o r  g n tp o s  e tá rio s1
Exam es positivos

O rupos Total HI TC iF
:"'ários Casos Total % Total % Total ■>'ó
21-25 28 02 0.6 03 0,9 0*7 1.9
2(>30 \2 05 1.4 10 2.7 17 4.6
31-35 47 í6 4.3 16 4.3 17 4.6
3<>40 <\3 ’ 5 4.0 24 6,5 29 7.8
41-45 •í8 16 4,3 17 4.6 25 0.8
•U>5() 52 22 ‘V0 26 7\0 29 :\8
M -55 43 21 5,7 21 5.7 25 6.8
56-00 21 09 2.4 i l 3,0 13 3.6
61-65 21 10 2.7 12 3.3 12 3,3

02 01 ".3 01 0.3
7 i 01 01 0,3 01 0.3 01 o,3
Tolal ■S68 1 18 32.0 142 38,6 175 47,5
' ' )■■ ex am es  ele U em agU uinação ind ireta . im uno tluo re scênc ia  e reação  cu tân ea  com  o  a n tíg en o  T1'2F.. foram  em p reg ad o s.
' A aná lise  esta tística m ostrou  d ife renças  significativas (P < 0.05} en tre  resu ltados de h em ag iu tinação  e d e  im im ofluo rescência , nos g rupos 
etá rio s  d e  26 a 30. 36 a 40. e d e  4 l  a 45 anos .

l-igum l - íeste cutâneo com o antígeno T12E derivado de 
um clone do estoque Ernestina do Trvpanosoma cruzi. Note 
u reaçao inflamatõria endurada na pele, 48 horas após a 
injeção do antígeno. observada apenas no portador da 
i nfecção chagásica.

apreciados na Figura 2. Nota-se que o teste HI 
apresentou índices mais baixos de prevalência 
da infecção que os demais. O TC ocupou  uma 
posição intermediária, e a IF apresentou os 
índices de prevalência mais elevados. Todavia, 
a tendência ascendente da curva de prevalência 
da infecção até os 50 anos de idade, e sua 
queda a partir desta faixa etária, está presente 
em cada um  dos testes empregados.

A Tabela 4 mostra o total cumulativo de 
garis que  tiveram pelo  m enos um  dos exames 
positivo. Cerca de 183 (49,6%) garis tiveram 
um ou mais exames positivos.

36

Tabela__ 4  - Prevalência  cie testes im uno lóg icos  positivo s  para  
in fecção  pelo  T rypanosom a cruzi. em  3 6 8  traba lhadores cio Seiviço  
de L im peza  U rbana do D istrito Federal*
T rabalhadores % Total
Positivos 49,6 183
N egativos 50,4 185
* O s resu ltados  positivos são  cum ulativos, o b tid o s  p o r  IF. HI e TC.

A T a b e l a  5 a p r e s e n t a  a a n á l i s e  d as  
d iscrepâncias entre  os  resu ltados desses 
exames. Verifica-se que  apenas 86 (47%) casos 
tiveram os três testes concordantes. Em adição, 
36 ( 1 9 ,7 % )  c a s o s  t i v e r a m  d o i s  t e s t e s  
concordantes. Os 6 l  (33,3%) garis restantes 
tiveram apenas um  teste positivo: HI com
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Figura 2  - Freqüência de resultados de exames imunológicos positivos para infecção pelo Trvpanosoma cruzi. na 
amostragem de 368  garis do Serviço de Limpeza Urbana do Distrito Federal.

4,3%; IF com 14,8% e TC com 14,2%. Em 
resumo, 61 garis tinham um teste ímunológico 
positivo, em  discordância com os demais 
negativos.

Tabela 5 - A ná lise  d a  p reva lên c ia  cios testes im uno lóg icos positivos 
em 183 trabalhadores do  Serviço d e  L im peza  U rbana (SLU). D istrito 
Federal*
Testes im unológicos % Total

três testes positivos
IF. HI e TC 47.0 80

dois lestes positivos 19.7 36
HI e IF 9.0 16
HI c TC 6.8 12
IF e TC 4.5 08

um teste positivo 33.3 61
IF 14.8 27
TC 14.2 26
HI 4.3 08

* Sessenta e um garis tinham  
discordância com  os dem ais.

um teste  imunológic< ') positivo , em

A T a b e l a  6 m o s t r a  r e s u l t a d o s  d o  
“imnuinoblot” nos 6 l  casos que  tiveram só um 
dos exames positivos. Essa análise confirmou 
apenas um (3,7%) caso positivo entre os 27 
.sugeridos pela IF. Aquele exame confirmou 
três (11,3%) dos 26 casos positivos com  o TC. 
E n tre ta n to ,  t r ê s  (3 7 ,5 % )  d o s  o i t o  c a s o s  
positivos com HI foram confirmados com o 
“immunoblot”.

Tabela 6 - A n á lise  p e lo  “im m u n o b lo t"  d e  61 soros (jue 
apresen ta ram  apenas u m  e x a m e  positivo.

Exame Casos C onfirm ados %
Ím unológico positivos Im m unoblot

Im unofluorescência 2*7 01 3.7
Teste cu tân eo 26 03 11,3
H cm uglutinaçào 08 03 37.5

A Tabela 7 mostra as massas relativas das 
bandas de proteínas antigênicas do T. cruzi 
identificadas pelo “im m unoblot” nos sete soros 
com um exame positivo (resultado duvidoso) 
e em quatro soros com diagnóstico confirmado 
p o r  três ex a m e s  im u n o ló g ic o s  p o s it ivos ,  
concordantes. Observa-se que  os soros com 
três provas positivas formaram mais de 10 
bandas de proteínas antigênicas. Entre os sete 
soros duvidosos haviam três com mais de 10 
bandas. Os quatro restantes tinham 8. 5, 3 e 1 
banda. De interesse, um a banda de 38 kDa foi 
vista em  seis desses soros. As bandas com Mr 
43 e 48 kDA foram encontradas em cinco soros 
duvidosos. Essas bandas também apareceram 
n o s  s o r o s  c h a g á s i c o s  c o m  d i a g n ó s t i c o  
confirmado pelos três exames sorológicos 
e m p re g a d o s .  A F igura  3 m o s tra  os perfis  
obtidos no “im m unoblo t” de soros duvidosos e 
de  s o r o s  c h a g á s i c o s  c o m d i a g n ó s t i c o  
confirmado por três exames imunológicos. De 
m a io r  in te re sse ,  os garis  q u e  t iv e ram  os 
resultados dos exames HI e TC confirmados
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Tabela  7 - M assas rela tivas d a s  b a n d a s  a n tig ên ica s  id en tificadas pelo  “im m u n o b lo t"  em  sete soros com  d iagnóstico  du v id o so  e  em  qucttro 
soros com  d iagnostico  co n firm a d o  p o r  três exa m es im unológ icos positivos".
Soros R eagentes N úm ero d e M assas re la tivas/

para bandas (Hr. em  kD a)
A IF 03 48.5; 38; 26,6
B 12 120; 118; 109; 105; 76.5; 48,5; 43: 38: 28; 26,6; 25
C TC 05 47; 43: 38; 28; 26,6
D 01 26,6
F 12 120; 118; 112; 105; 88; 76.5: 72; 53: 48.5; 43; 38; 26.6
F HI 08 105: 76.5: 72; 53; 48,5; 43: 38: 26.6
G 12 120; 118; 105; 88 ; 76,5; 48,5; 43; 38; 28; 26,6
H. I. J, L IF, HI. TC (4) 12 120; 118; 112; 105; 76,5; 48,5; 43; 38; 26.6; 25

* F.ra c o n s id e rad o  d u v id o so  o  resu ltad o  d e  um  ex am e positivo  e do is  nega tivos no  m esm o  soro . IF. im unofluo rescênc ia ; TC. te ste  cu tâneo  
com  an tíg en o  T12E; HI h em ag lu tinação  indireta.

Figura J. Perfis do "immunoblot" em soros de indivíduos 
que tinham  apenas um  exam e imunolôgico positivo. A 
coluna 1 mostra várias bandas de proteínas do 
Trypanosoma cruzi reveladas por anticoipos de paciente  
com três exames positivos. As colunas 2, 3  e 4 mostram os 
perfis revelados p o r  soro positivo com III, TC e IF, 
respectivamente. A coluna 5  é o controle, com soro de 
indivíduo que teve os três testes negativos. Os números à 
esquerda representam as massas relativas (Mr) dos 
marcadores de peso  molecular. Notam-se diversas bandas 
comuns nas cofunas de l a 4. As* bandas com Mr 26,6, 38, 
43 e 4H, 5 kDA foram  as que mais se repetiram (vide texto).

p e l o  “i m m u n o b l o t ” t i n h a m  a l t e r a ç õ e s  
e l e t r o c a r d i o g r á f i c a s  c o m p a t í v e i s  c o m  
miocardiopatia chagásica crônica. O único 
caso positivo por IF, que mostrou apenas uma

banda no “im m unoblo t”, tinha o ECG normal 
(dados não apresentados).

DISCUSSÃO
Diversos autores abordaram  a questão 

relacionada ao diagnóstico imunolôgico da 
in fe c ç ã o  p e lo  T. c ru z i,  c o m  r e s p e i to  às 
d iscrepâncias de resultados de  exam es 
empregados2 3 7 |H. No estudo dos garis do  SLU, 
a prevalência da infecção foi determinada, 
inicialmente, pela soropositividade dos testes 
de hemaglutinação e imunofluorescência. Em 
vista das discrepâncias observadas empregou- 
se tam bém  o teste cutâneo com o antígeno 
T12E, derivado de um  clone do estoque 
Ernestina de T. cruzi. Com base nessas provas 
imunológicas, foram ob tidos percentuais  
variáveis de prevalência da infecção na coorte 
de 368 garis examinados no período de 18 
meses. Assim, verificamos cjue a prevalência 
da infecção variou conforme o exam e tomado 
para diagnóstico. A soropositividade pelo 
exame HI foi de 32,1% e, pe lo  IF foi de 47,6%. 
O teste cutâneo foi positivo em  38,6% dos 
casos. As discrepâncias observadas com  os 
testes HI e TC (6,5%>) foram m enores  que 
aquelas observadas entre HI e IF (15,6%).

Em conjunto, os achados descritos acima e 
a apreciação dos trabalhos da literatura remete 
o leitor a um a pergunta-, que fatores são 
responsáveis pelas discrepâncias observadas com 
esses exames imunológicos? Evidentemente 
q u e  a o r ig em  da  a m o s tra ,  e r ro  técn ico ,  
q u a l id a d e  d o s  r e a g e n te s  e v a r ia ç ã o  na 
padron ização  dos m é todos  em pregados  
podem  influenciar a sensibilidade dos exames 
de  im u n o d ia g n ó s t ic o  da  in fe c ç ã o  p e lo  T. 
c r u z i15’ 12 u. Todavia, essas influências foram 
descartadas neste estudo, até m esm o porque 
os exames foram feitos em duas amostras de
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soro do m esm o pacien te , colhidas com 
intervalo de uma semana ou mais. Ademais, os 
resultados discrepantes foram reconfirmados 
com os mesmos métodos descritos. Fica claro, 
pois, que esses resultados falso-positivos são 
devidos a reações cruzadas entre antígenos de 
T. cruzi e an ticorpos contra antígenos 
iibituosos presentes nos soros dos indivíduos, 
na população estudada. De fato, Véxenat1" 
mostrou que antígenos de f. cruzi interagem 
com anticorpos p resen tes  nos soros de 
pacientes portadores de calazar, ieishmaniose 
c u t â n e o - m u c o s a .  t u b e r c u l o s e ,  p ê n f i g o .  
esquistossomose. lepra, sífilis. etc.

Enfim. a p a r t i r  das  in fo rm a ç õ e s  da 
literatura, analisamos os 183 casos que tiveram 
qualquer um dos exam es imunológicos 
positivo. Entre estes haviam apenas 86 (47%) 
com resultados concordantes dos três exames 
empregados. Em adição, 30 casos (19,7%)) 
tiveram dois exames concordantes. Os 61 
(33,3%) garis restantes tiveram apenas um 
exame positivo: F1I, 8 casos; TC, 26 casos: e IF, 
27 casos.

Face a essas discrepâncias era impossível 
saber o total de garis portadores da infecção 
pelo T. cruzi. Uma resposta clara, porém, era 
essencial para determinar a prevalência dessa 
infecção nos garis do SLU. Por exemplo, 
haviam 122 garis com dois ou mais exames 
positivos, concordantes. Se tomarmos esse 
critério, 33.1% dos garis seriam chagásicos. 
Entretanto, restariam 61 garis com apenas um 
exame positivo e os demais negativos. Com o 
c r i t é r io  a s a d o  e m  i n q u é r i t o  s o r o -  
epidemiológico, no qual a prevalência da 
infecção é determinada pelo teste IF. teríamos 
de considerar que esses garis também são 
chagásicos. Os clínicos, todavia, consideram 
esses casos com o sorologicamente duvidosos.

Em decorrência dessa análise, introduzimos 
o ‘immunoblot” na tentativa de esclarecer o 
significado real daqueles 61 casos com um 
exame Ímunológico positivo. Verificou-se que 
dos 27 soros positivos pelo teste IF apenas um 
(3,7%) revelou bandas no ‘im m unoblot”. Dos 
26 casos positivos pelo TC, três (11.5%) foram 
confirmados. Em adição, dos oito casos 
positivos pela HI. três (37,5%>) também foram 
confirmados. Os 54 casos restantes não 
r e v e la r a m  b a n d a s  n o  ‘i m m u n o b l o t ” e, 
portanto, foram considerados falso-positivos. 
Em conciusáo, o em prego  dos quatro exames 
descritos aq u i  p e rm it iu  id en t i f ica r  129

chagásicos com pelo m enos dois resultados 
positivos, ou seja, 35% da amostra estudada. O 
desvio entre este percentual de positividade e 
HI foi de -2,9%; com TC foi de 3,6%), e com IF 
foi de 12,6%).

SUMMARY
s'eropositivity fo r  Trvpanosom a cruzi infection  

u m  studied in 3 0 8  street-sweepers o f  the SLU. 
F e d e r a l  D is t r ic t .  B r a z i l .  w ith  th e  a id  o f  
haem aglutination . im m unofluorescence and. also, 
a Jelayeü-type skin test to the parasite  T12E antigen. 
It show ed 32,1%, 4 2 .7% a n d  38.6%  positive results, 
respectively fo r  cach assar. A m ong  these, however, 
only 47% ivere positive with each o f  three exains 
perform ed. In  addition, 19.7% ivere positive with 
two ou t o f  three exam s perform ed. lh e  rem ain ing  
33-3%  sera yielded  oue positive result out o f  three 
exa m s em ployed  a n d  ivere su h m itte d  to the  
im m unob lo t assay. 7his analysis con firm ed  3  cases 
(37.5% ) positive hv hem m aglu tina tion . 3  (11.5% ) 
positive hy skin test, a n d  i <3-7%) positive hy 
im m unofluorescence. A t the e n d  o f  the analysis, it 
ivas show n tha t 129 (35% ) individuais y ie lded  at 
least two positive assays and. therefore, thev should  
he cousidered as T. c ruz i-infêcted individuais.

Key words: H um an  T. cruzi infection. Serology. 
Delayed-tvpe skin  hypersensitii ity.
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