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SORODIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS: NOVO
REAGENTE PARA O TESTE DE HEMAGLUTINACAO
INDIRETA (THAI'AL)

Alvaro Toshiaki Sasaki, Sumie Hoshino-Shimizu, Paulo Mutuko Nakamura,
Adelaide José Vaz, Eide Dias Camargo e Marcos Vinicius da Silva

Reagente novo destinado ao teste de hemaglutinagdo indireta, THAI‘{AL, Jfoi padronizado,
utilizando hemdcias de ganso, como suporte inerte, para o diagndstico de campo da
tripanosomiase americana. O objetivo foi o de substiluir o reagente liofilizado ou congelado
de THAI produzido rotineiramente, empregando hemdcias humanas, no Instituto Adolfo Lutz
(Sao Paulo, Brasil). O reagente padronizado apresentou longa estabilidade em suspensdo
liguida, e foi avaliado em 137 amosiras de soros de pacientes chagdsicos e ndo chagdsicos,
em THAIML O desempenho diagnéstico deste teste foi semelhante ao de THAI utilizando
hemdcias humanas e ao de THAI de procedéncia comercial. A sensibilidade foi 1,00,
especificidade 0,98, valores de preditivo positivo 0,96, e negativo 1,00. As diferentes partidas
de reagenie sucessivainente produzidas demonstraram ser reprodutiveis em método de controle
de qualidade. O novo reagente é mais econémico que o anterior, de ficil preparo e aplicdvel

aos estudos soroepidemioldgicos.
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Sorodiagndstico.

A doenga de Chagas (tripanosomiase americana)
no Brasil é endémica, constituindo um dos sérios
problemas de satide publica. Nas zonas rurais, a
doenga & transmitida principalmente através de
triatomideos, enquanto nas zonas urbanas a
transmissdo ocorre por transfusdo sanguinea ou
transplante de 6rgdos, em virtude do contingente de
migrantes procedentes dessas dreas endémicas para
as grandes cidades?*.

O diagndéstico da infecgo por Trypanosoma
cruzi apoia-se em dados de exames laboratoriais,
sendo a maioria baseada na demonstragio de
anticorpos especificos séricos. Diversos testes
soroldgicos foram descritos?’ para finalidade
diagnéstica, contudo testes econdmicos e praticos
540 preferidos para estudos populacionais.

O teste de hemaglutinagdo indireta (THAI, a
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par de alguns outros, destaca-se por apresentar
caracteristicas desejdveis aos estudos
epidemiolégicos. Este teste, com o decorrer do
tempo, sofreu modificagdes quanto ao tipo de

16 26 tratamento de hemdcias com

antigeno!
aldeido* 13, e estabilizagdo do reagente® 10,

No Instituto Adolfo Lutz (Secretaria de Estado
da Saiide de Sdo Paulo), reagente para o THAI sob
forma liofilizada ou congelada vinha sendo
produzido, rotineiramente, entre outros reagentes
imunobioldgicos, para prover sua rede de
laboratérios regionais no Estado de Sdo Paulo. Este
reagente no entanto, deixou de ser produzido por
empregar hemécias humanas, ndo recomenddveis
segundo a recente portaria do Governo Federal?,

Em virtude da escassez de informacio sobre o
uso de hemadcias de aves para o preparo do reagente
de THAI na literatura, o presente trabalho abordou
o estudo das hemdcias de ganso como suporte inerte
para a producido do referido reagente. Ademais,
tentativas foram feitas para tornd-lo estdvel mesmo
sob forma de suspensdo liquida, desde que o
reagente anterior encarecia por exigir liofilizagao
ou entio era pouco pritico, quando mantido
congelado. '
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MATERIAIS E METODOS

Na padronizagio do reagente para o teste de
hemaglutinagio indireta (THAI'AL)  diferentes
fatores interferentes tais como, substincias quimicas,
concentracao, pH, e outros, foram estudados em
virtude de hemdcias de aves apresentarem vdrias
caracteristicas fisico-quimicas que diferiram das
hemadcias humanas em nossa experiéncia ainda
preliminar. Os itens abaixo relacionados constituem
os dados definitivos obtidos apés a optimizagio das
condigbes de preparo do reagente.

Extrato antigénico

Formasepimastigotas dacepa Y de Trypanosoma
cruzi®, cultivadas em meio liquido (LIT)! Jurante
8 dias a 27°C, foram empregadas para a obtencdo
do antigeno solivel, baseando-se na metodologia
citadaanteriormente!®. Em resumo, cerca de 100mg
(peso imido) do parasita foram tratados com 15ml
de NaOH 0, 15M, e submetidos & sonicagao por trés
ciclos de 30 segundos (15Hz, 1,5mA). Apés a
neutraliza¢do do extrato antigénico, com HCI 2M,
foi dividido em aliquotas de 1ml e conservado a
-20°C.

A concentragio protéica foi determinada
segundo Lowry e cols!®, tendo albumina bovina
(Sigma Chemical Co., USA) como padrio.

Hemdcias

Hemadcias de ganso macho foram tratadas
baseando-se no processo previamente descrito!?
para eritrécitos de mamiferos, com algumas
modificagbes. Sangue de gansos sadios adultos
machos foi colhido em igual volume de solugdo
anticoagulante e conservante (solugio de Alsever)?,
A um volume de suspensdo de hemdciasa 10%
(v/v) foi adicionado igual volume de p-formaldeido
(Becto, Brasil) a 10% (p/v) em PBS-1 (NaCl
0,15M, Na,HPO, 0,007M e NaH,PO, 0,003M
pH 7,2), ¢ a mistura mantida a 37°C por 18 horas,
sob agitag@o ocasional. As células tratadas foram
centrifugadas, lavadas quatro vezes, ressuspensas a
20% em PBS-1 contendo 4 % (p/v) de p-formaldeido,
e armazenadas a 4°C.
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Sensibilizacdio das hemicias com extrato
antigénico

A sensibiliza¢do das hemdcias formolizadas foi
baseada na metodologia utilizada por Camargo e
cols®, com algumas modificagbes. Apds a
sensibilizacio e tratamento com glutaraldeido, as
hemdcias foram lavadas e ressuspensas a 1,5%
(v/v) em solugdo de leite desnatado (leite Molico,
Nestlé) a 5% em PBS-2 (NaCl 0,073M, Na,PO,
0,027M, KH,PO, 0,049M, pH 6,4), mantendo a
suspensio sob agitagdo por duashoras & temperatura
ambiente. ApSs outro ciclo de lavagens, o sedimento
de hemdcias fol ressuspenso a 1,5% em solugio
estabilizante complexa (leite desnatado 0,9 %, glicina
0,178M, merthiolato 0,001M, glutamato de sédio
0,036M, tioglicolato de sGdio 0,036M e glicerol a
40%, em PBS-2).

Como agente anti-espumante, dimetil-
polisiloxane (silicone) a 0,08% foi acrescentado 2
suspensao de hemdcias sensibilizadas.

As concentragOes Stimas de antigeno (Qug/ml)
e dcido tanico (0,1mg/ml) (Riedel-de-Haen,
Germany) utilizados foram determinadas por
titulagio em bloco empregando soros padrio positivo
e negativo® * 3, preparado com soros de pacientes
chagdsicos € ndo chagdsicos. Em paralelo, foram
preparadas hemdcias-controle, diferindo pela
substituigdo do antigeno por PBS-2 no processo de
sensibilizagao. Os reagentes foram divididos em
aliquotas de 10ml e conservados a 4°C ou 37°C.

Teste de hemaglutinaciio indireta (HAT)

O teste foi realizado em placas de microtitulagio
de poliestireno, com fundo em “V” (Inlab, Brasil),
adicionando-se 25 ul das amostras de soro em estudo,
diluidas em série e ao dobro, a partir de 1:2 até
1:4096 em PBS-2, eadicionando-se 25 il do reagente
de hemdcias sensibilizadas. Asplacas foram agitadas
mecanicamente por 2 a 3 minutos, e incubadas em
camara timida por 60 minutos a temperatura ambiente
em local livre de vibragio.

O titulo foi estipulado como sendo a maior
dilui¢io do soro ainda capaz de apresentar
aglutinacio, com visualizagao de pequena rede de
células agregadas ao redor do pequeno botio de
hemdcias sedimentadas!> 25,
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Os testes foram sempre efetuados na presenga
de 3 soros-padrio positivo de titulos baixo, médio
e elevado e 2 soros-padrio negativo.

Para o controle dos reagentes, foram ensaiadas
hemdcias sensibilizadas e tampao diluente; e para
controle de soros, foram utilizadas hemdcias nao
sensibilizadas controle.

Soros

Foram analisados 137 soros, incluindo 50 soros
de pacientes chagdsicos, clinica ¢ laboratorialmente
comprovados, provenientes do Servigo Social da
Indudstria (SESI - Departamento Regional de Sao
Paulo, Divisdo de Assisténcia Social, Subdivisao
de Epidemiologia, Servigo de Laboratério); 23
soros de individuos clinicamente sadios; 64 soros
de pacientes com outras afecgdes, que entram no
diagnéstico diferencial da doenga de Chagas:
leishmaniose (20), artrite reumatéide (7), maldria
(10), esquistossomose mansonica (4), toxoplasmose
aguda (4), blastomicose sul-americana (7) e
sifilis (12).

Outros testes imunolégicos

A comprovagao laboratorial da doenga de Chagas
for realizada pelos testes: imunofluorescéncia
indireta (TIFI) executada de acordo com a técnica
descrita por Camargo’, hemaglutinagio indireta
(THAI) utilizando hemécias humanas tipo “O”Rh
negativo, realizada de acordo com Hoshino-Shimizu
e cols!®, e “kit”comercial de THAI (Biolab
Diagndstica S/A, Brasil), que emprega reagente
preparado com hemdcias nio especificadas de aves.

Reprodutibilidade do reagente de THAT!AL

Para o estudo da reprodutibilidade de resultados
intra e inter-teste do THAI'AL foi utilizado um
painel de 32 soros-padrdo (16 positivos e 16
negativos), tendo titulos conhecidos e considerados
de referéncia, procedendo-se dois ensaios no mesmo
dia e em dias diferentes, respectivamente. O limite
de variabilidade (LV) foi obtido através dos dados
fornecidos por 32 testes realizados com soros-
padrdo positivo, baseado na formula LV= dp x
1,96, onde dp corresponde & média dos desvios-
padrao obtidos nos diferentes ensaios contra o

referido painel de soros!?,

O estudo da reprodutibilidade de 5 diferentes
lotes do reagente de THAMAL foi executado com 20
soros-padrao (10 positivos e 10 negativos), onde a
variagio foi verificada do mesmo modo descrito
anteriormente.

Estabilidade

O reagente de THAIAL foi dividido em
aliquotas e conservado a temperatura de 37°C e
4°C. A estabilidade foi investigada com andlises
periddicas, quanto a sua reatividade contra um
painel de 7 soros-padrao positivos e 2 soros-padrao
negativos. Os dados foram analisados por método
de controle de qualidade!®, em termos de desvio-
padrdo, sendo que o limite de variabilidade
estipulado fundamentou-se nos ensalos intra e
interteste.

Desempenho diagndstico

O desempenho diagnéstico de THAHAL
expressos, em termos de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e
negativos, e eficiéncia, foi determinado segundo
conceitos de Galen e col'? e de Griner e cols'®.

RESULTADOS

Na técnica proposta, foram utilizadas hemdcias
de ganso macho e fémea fixadas com p-formaldeido
a 10%. Os resultados obtidos com hemdcias do
macho assim tratadas foram reprodutiveis por um
periodo de até dois meses, quando conservadas a
4°C, o mesmo ndo acontecendo com as das fémeas.
Naio foi observada variagao entre diferentes lotes de
hemadcias do macho, todavia a limitagdo de tempo
foir persistente. As alteragdes ocorridas apds dois
méses foram aglutinagOes que ocorreramem contacto
dessas hemdcias com alguns soros.

A concentragao protéica do extrato antigénico
preparado a partir de 100mg de peso timido de
parasita foi de 2.750ug/ml.

Os resultados da titulagdo em “bloco”do
antigeno (Bug/ml a 100ug/ml) e do 4cido tinico
(0,01mg/ml a 0,5 mg/ml), utilizando soros-padrio
positivo e negativo, indicaram que as concentragdes
dedcidotinicoa0,lmge de antigeno a9pug/ml eram
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as mais adequadas para o teste. Foram escolhidas
para uso as concentragSes de dcido tdnico de
0,1mg/ml e de antigeno 9ug/ml.

Nao for observada inespecificidade significativa
com o soro-padrio negativo em nenhuma das
concentragoes estudadas de dcido tinico e antigeno.

Para a melhor fixagdo de antigeno s hemdcias
foram ensaiadas diferentes concentragdes de
glutaraldeido. Os dados mostraram que os resultados
foram semelhantes em todas as concentragGes
estudadas, variando de 0,01% a 0,6% (v/v). No
entanto, na auséncia de glutaraldeido, a reatividade
do soro-padrao positivo foi menor. A concentragdo
de 0,1% do glutaraldeido foi entdo escolhida para
a pés-fixagdo do reagente.

Verificou-se agio estabilizadora mais eficaz do
glicerol nas concentragdes de 10% até 50%, sendo
queas de 40% e 50 %, preservaram a reatividade do
reagente por mais de 90 dias a 4°C e por 75 dias a
37°C (Figura 1).

O propilenoglicol também foi ensaiado em
diferentes concentragdes (10% a 50%) e produziu

melhores resultados a 30%. Esse estabilizante
conferiu também estabilidade ao reagente, por cerca
de 30 dias a temperatura de 37°C. A temperatura de
4°C, a durabilidade do reagente foi de trés meses.

Da mesma forma, foi ensaiado o reagente
contendo etilenoglicol (10% a 50 %) em diferentes
concentragdes, e observou-se melhor agao
estabilizadora quando o reagente foi mantido a
4°C, cerca de 70 dias, com a concentragdo de 20%.
Na temperatura de 37°C, nao foram observados
resultados satisfatdrios, verificando-se
autoaglutinagdo jd no segundo dia.

Nos testes com 0s sais permanganato de potdssio,
dicromato de potdssioc e EDTA dissddico, nas
concentragées variando desde 0,01% a 1%,
verificou-se a estabilizagdo desses reagentes quando
mantidos a 4°C, mas a 37°C os resultados nio
foram satisfatdrios.

As melhores concentragdes de silicone e arlacel,
suficientes para produzir a agido anti-espumante
desejada, foram 0,08 % e 0,06 %, respectivamente.

O reagente obtido nas condigbes 6timas foi

e

/

DESVIO PADRAO

0,937 -+
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Figura I - Estabilidade do reagente THAI(IAL) quando conservado a 4°C ¢ a 37°C, por um periodo de 90 dias.
Variabilidade expressa em termos de desvio padrdo, no estudo de um painel de 7 soros positivos. LV=limize

de variabilidade.
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estudado quanto a reprodutibilidade intra e interteste
no THATI'AL | e os dados mostraram que as variagdes
apresentadas em termos de desvio-padrdo
encontravam-se abaixo do valor limite de
variabilidade (0,937), e assim sendo todos os
resultados foram considerados aceitdveis. Noestudo
da reprodutibilidade de partidas do reagente de
THATI'AL| os resultados foram negativos contra os
soros-padrio negativos e a variagdo de titulos dos
10 soros-padrdo positivos, expressa em desvio-
padrio foi de 0 a 0,667, ndo excedendo também o
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valor limite de variabilidade estipulado.

A Figura 2, mostra os titulos de anticorpos dos
soros dos grupos de individuos chagdsicos, de
individuos clinicamente sadios e de individuos com
outras afec¢Ses, resultantes do estudo de THATIAL
que utiliza o novo reagente. O limiar de reatividade
foi considerado como sendo 32, por fornecer melhor
nivel de discriminagao entre soros de chagésicos e
ndo chagdsicos.

Ascaracteristicas diagndsticas apresentadas por
THAI'AL, THATI utilizando reagente de hemdcias

LR: limite de reatividade.

Soros: A=doenga de Chagas, B=clinicamente sadios, C=leishmaniose, D =artrite reumatéide, E=maliria,
F =esquistossomose, G=toxoplasmose, H=blastomicose sul-americana, [=sifilis.
Figura 2 - Resultados obtidos no estudo de 137 soros de pacientes chagdsicos e ndo chagdsicos, no teste de

hemaglutinacao indireta (THAIAL),
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humanas, e reagente de procedéncia comercial, no
estudo de 137 soros de chagdsicos e ndo chagdsicos
estdo apresentadas na Tabela 1, de forma
comparativa.

A concordancia foi de 100 % entre estes testes,

além de os niveis detectados de anticorpos anti-
T. cruzi serem também muito semelhantes fornecendo
a média geométrica dos titulos de 8,3(+1,3),
8,1(+1,4)e7,9(+1,4) para os testes acima referidos,
respectivamente.

Tabela 1 - Desempenho diagndstico dos testes de hemaglutinagdo indireta empregando diferentes tipos de
reagenles, no estudo de 137 soros de pacientes chagdsicos e ndo chagdsicos.

' ; Preditivo
Teste Tipode g ibilidade  Especificidade  Eficiéncia :
hemicias positivo negativo
THAI'AL ganso
THAI humana 1,00 0,98 0,99 096 100
(0,93-1,00) (0,92-0,99) (0,95-1,00) (0,87-0,99)  (0,96-1,00)
THAI ave
(comercial)
DISCUSSAO

Hemidcias de ganso macho demonstraram que
podem substituir com sucesso as hemdcias humanas
do tipo “O”, Rh negativo, na produg¢ao de reagente
para o teste de hemaglutinagio indireta, destinado
ao sorodiagndstico da doenga de Chagas.

Hemdcias de ganso macho forneceram partidas
reprodutiveis de suportes inertes necessdrios para a
produgdo de reagente, ao passo que hemdcias de
fémeas apresentaram partidas varidveis e, portanto,
consideradas inadequadas. Provavelmente nas
fémeas, as hemaécias sejam susceptiveis a influéncia
de alteragdo hormonal ciclica.

Células de ganso tratadas com paraformaldeido,
quando conservadas a4°C, tiveram durabilidade de
2 meses, periodo este muito menor do que o das
hemdcias humanas que era de cerca de 2 anos'®. Esta
diferenga decorre possivelmente por causa das
propriedades fisico-quimicas serem variadas por
conta da espécie. A autoaglutinagio que foi
observada nas hemdcias de ganso, apds 2 meses de
conservagio a 4°C, poderia ser explicada pela
maior ligagio das moléculas de aldeido a superficie
das células, ocasionando a diminuigao das cargas
eletrostdticas negativas que sdo responsdveis pela
dispersdo celular??,

Em virtude deste achado inicial, que apontava
diferengas entre as hemdcias humanas e de ganso,
procedeu-se a optimizagdo das condig¢Oes para o
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preparo do reagente com hemadcias de ganso.

" Os resultados, no entanto, mostraram que as
condigdes 6timas do preparo do reagente ndo
diferiram significativamente do reagente anterior
no tocante a aspectos de taninizagao, sensibilizagdo
e tratamento final com glutaraldeido.

O antigeno de T. cruzi solubilizado com élcali
continuou sendo empregado por sua grande
estabilidade, conferida pela inativagio de enzimas
do proprio parasita, e desta forma evitando a
inclusdo de inibidores enzimadticos.

No estudo da conservagio do reagente de HAI,
objetivando a diminuig¢io do custo do produto e o
aspecto pritico, foram excluidos processos de
liofilizagdo e congelamento, sendo o reagente
mantido na forma liquida, pronto para o uso, nas
temperaturas de 4-8°C e 37°C. Supunha-se que a
temperatura de 37°C, o processo de deterioragao ou
alteragdo do produto poderia ser acelerado. Desta
forma, o principal fator limitante na escolha do
constituinte da solugdo conservante foia durabilidade
do reagente 2 temperatura de 37°C, freqliente em
algumas regides de nosso meio. Como previsto, a
durabilidade dos reagentes foi sempre superior
quando conservados a 4-8°C, observando-se a
reprodutibilidade e viabilidade do reagente
escolhido, contendo glicerol a 40%, pelo menos
por um ano (dado ndo apresentado).
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A utilizagdo do glicerol na conservagio de
amostras de soro esta descrita na literatura® 28 mas
nio para o reagente de THAIL O glicerol tem sido
empregado para diversas finalidades entre as quais,
como umectante, lubrificante e anticongelante;
propriedades estas que parecem contribuir para a
manutengao da estabilidade do produto. Além desse
estabilizante, foram ensaiados o propilenoglicol e o
etilenoglicol!!, pelarelativa semelhangana estrutura
quimica, além de EDTA diss6dico'*
de potdssio e dicromato de potdssio, descritos por
Nagasse-Sugahara?!.

O estabilizante escolhido foi o glicerol a 40%
dada a sua superior caracteristica nas condigdes
impostas, ou seja, a maior durabilidade fornecida
ao reagente de THAI (75 dias a 37°C) (Figura 1).

Silicone e arlacel foram investigados para
eliminar o problema da formagao de espuma no
momento de ressuspender o reagente para o uso, por
causa da propriedade emulsificante do glicerol.
Estas substincias anti-espumas parecem nio alterar
as propriedades imunoldgicas do reagente, e ambas
comportaram-se de maneira semelhante, contude
optamos pelo silicone devido a melhor missibilidade
na solugao conservadora.

Pode-se observar que todos os estabilizantes
ensalados apresentaram atividade conservadora
satisfatéria, o que permitird, apos estudos
minuciosos, sua utilizagdo em outras condigoes e
sistemas antigénicos.

A andlise dos resultados dos soros de pacientes
chagdsicos, individuos clinicamente normais € com
outras afecc¢des, realizada paralelamente com trés
tipos de reagente, mostrou concordancia de 100 %.
Nessa andlise, foram observados dois casos de
resultados falso positivos em todos os testes (Figura
2). Isso se deveu a reagdo cruzada peculiar aos
antigenos utilizados, jd que os dois casos reportaram
infec¢do por Leishmania.

Os dados ainda preliminares obtidos por
Western blot mostram que anticorpos eluidos do
nosso reagente reconheceram principalmente bandas
antigénicas do T. cruzi correspondentes a 33, 34,
39, 42, 50, 59, 75, 77, 81, 96 e 110 kDa.

Os resultados apresentados indicam que o teste
realizado com o reagente desenvolvido para o
diagnéstico imunoldgico da doenga de Chagas €
de elevada sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e concordancia com os de THAI

s pcrmanganato

utilizando hemadcias humanas e THAI comercial.

A estabilidade das células sensibilizadas foi
considerada elevada, permitindo assim, que o
reagente seja preparado em Laboratério Central e
possa ser distribuido 4 Rede Piiblica de Laboratérios.

O THAI'AL poderd ser recomendado como um
teste alternativo para triagem e diagndstico de
infecgdo pelo T. cruzi.

Por outro lado, os resultados deste estudo
sugerem que o sistema pode ser utilizado na produgao
de reagentes para o diagndstico de outras afecgdes.

SUMMARY

A new reagent was designed to the indirect
hemagglutination test (IHA T{AL), utilizing goose red
blood cells as inert matrix and standardized for the field
diagnosis of American trypanosomiasis. The objective
was to substitute the lophilized or frozen reagent of
IHAT produced routinely using human erythrocytes in
the Adolfo Luwtz Institute (Sao Paulo/Brazil). The
standardized reagent presented a long stability in liquid
suspension, and was evaluated in 137 serum samples
from patient with and without Chagas 'disease, by IHA TAL,
The diagnostic performance of this test was similar to the
IHAT wiilizing huiman erythrocyies and to that of a
commercial IHATkit. The sensitivity was 1.00, specificity
0.98, predictive value of positive 0.96 and of negalive
1.00. Different batches of reagent successively produced
proved (o be reproducible in a quality control method.
The new reagent 'is more economic than the former
reagent, it can be produced easily and may be applicable
to the seroepidemiologic studies.

Key-words: Goose red blood cells. IHAT Reagent.
Chagas 'disease. Serodiagnosis.
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