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SORODIAGNÓSTICO DA DOENÇA DE CHAGAS: NOVO 
REAGENTE PARA O TESTE DE HEMAGLUTINAÇÃO 

INDIRETA (THAIi a l )

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

Reagente novo destinado ao teste de hemaglutinação indireta, THAI,AL, fo i  padronizado, 
utilizando hemácias de ganso, como suporte inerte, para o diagnóstico de campo da 
tripanosomíase americana. O objetivo fo i o de substituir o reagente liofilizado ou congelado 
de THA1 produzido rotineiramente, empregando hemácias humanas, no Instituto Adolfo Lutz 
(São Paulo, Brasil). O reagente padronizado apresentou longa estabilidade em suspensão  
líquida, e fo i  avaliado em 137 amostras de soros de pacientes chagásicos e não chagásicos, 
em THA1Ia l . O desempenho diagnóstico deste teste fo i  semelhante ao de THA1 utilizando 
hemácias humanas e ao de THAl de procedência comercial. A sensibilidade fo i  1,00, 
especificidade 0,98, valores de preditivo positivo 0,96, e negativo 1,00. As diferentes partidas 
de reagente sucessivamente produzidas demonstraram ser reprodutíveis em método de controle 
de qualidade. O novo reagente é mais econômico que o anterior, de fá c il preparo e aplicável 
aos estudos soroepidemiológicos.

Palavras-chaves: Hemácias de ganso. Reagente de THAl. D oença de Chagas. 
Sorodiagnóstico.

A doença de Chagas (tripanosomíase americana) 
no Brasil é endêmica, constituindo um dos sérios 
problemas de saúde pública. Nas zonas rurais, a 
doença é transmitida principalmente através de 
triatom ídeos, enquanto nas zonas urbanas a 
transmissão ocorre por transfusão sanguínea ou 
transplante de órgãos, em virtude do contingente de 
migrantes procedentes dessas áreas endêmicas para 
as grandes cidades24.

O diagnóstico da infecção por Trypanosoma 
cruzi apoia-se em dados de exames laboratoriais, 
sendo a maioria baseada na demonstração de 
anticorpos específicos séricos. Diversos testes 
sorológicos foram descritos27 para finalidade 
diagnostica, contudo testes econômicos e práticos 
são preferidos para estudos populacionais.

O teste de hemaglutinação indireta (THAI), a
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par de alguns outros, destaca-se por apresentar 
c a ra c te r ís tic a s  d e se jáv e is  aos es tu d o s 
epideiniológicos. Este teste, com o  decorrer do 
tempo, sofreu modificações quanto ao tipo de 
antígeno1 16 26, tratamento de hemácias com 
aldeído4 I5, e estabilização do reagente9 16.

No Instituto Adolfo Lutz (Secretaria de Estado 
da Saúde de São Paulo), reagente para o THAl sob 
forma liofilizada ou congelada vinha sendo 
produzido, rotineiramente, entre outros reagentes 
im unobio lógicos, para p rover sua rede de 
laboratórios regionais no Estado de São Paulo. Este 
reagente no entanto, deixou de ser produzido por 
empregar hemácias humanas, não recomendáveis 
segundo a recente portaria do Governo Federal20.

Em virtude da escassez de informação sobre o 
uso de hemácias de aves para o preparo do reagente 
de THAl na literatura, o presente trabalho abordou 
o estudo das hemácias de ganso como suporte inerte 
para a produção do referido reagente. Ademais, 
tentativas foram feitas para torná-lo estável mesmo 
sob forma de suspensão líquida, desde que o 
reagente anterior encarecia por exigir liofilização 
ou então era pouco prático, quando mantido 
congelado.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Na padronização do reagente para o teste de 
hemaglutinação indireta (THAIi a l ), diferentes 
fatores interferentes tais como, substâncias químicas, 
concentração, pH, e outros, foram estudados em 
virtude de hemácias de aves apresentarem várias 
características físico-químicas que diferiram das 
hemácias humanas em nossa experiência ainda 
preliminar. Os itens abaixo relacionados constituem 
os dados definitivos obtidos após a optimização das 
condições de preparo do reagente.

Extrato antigênico

Formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma 
cruzi2i, cultivadas em meio líquido (LIT)10 íjurante 
8 dias a 27°C, foram empregadas para a obtenção 
do antígeno solúvel, baseando-se na metodologia 
citada anteriormente16. Emresumo, cerca de lOOmg 
(peso úmido) do parasita foram tratados com 15ml 
de NaOH 0 ,15M, e submetidos à sonicação por três 
ciclos de 30 segundos (15Hz, l,5m A). Após a 
neutralização do extrato antigênico, com HC1 2M, 
foi dividido em alíquotas de lml e conservado a 
-20°C.

A concentração protéica foi determinada 
segundo Lowry e cols19, tendo albumina bovina 
(Sigma Chemical Co., USA) como padrão.

Hemácias

Hemácias de ganso macho foram tratadas 
baseando-se no processo previamente descrito15 
para eritrócitos de mamíferos, com algumas 
modificações. Sangue de gansos sadios adultos 
machos foi colhido em igual volume de solução 
anticoagulante e conservante (solução de Alsever)5. 
A um volume de suspensão de hemácias a 10% 
(v/v) foi adicionado igual volume de p-formaldeído 
(Becto, Brasil) a 10% (p/v) em PBS-1 (NaCl 
0 ,15M, Na2H P 0 4 0,007M  e NaH2P 0 4 0,003M 
pH 7,2), e a mistura mantida a 37°C por 18 horas, 
sob agitação ocasional. As células tratadas foram 
centrifugadas, lavadas quatro vezes, ressuspensas a 
20% em PBS-1 contendo 4% (p/v) de p-formaldeído, 
e armazenadas a 4°C.

Sensibilização das hemácias com extrato 
antigênico

A sensibilização das hemácias formolizadas foi 
baseada na metodologia utilizada por Camargo e 
co ls8, com algum as m odificações. A pós a 
sensibilização e tratamento com glutaraldeído, as 
hemácias foram lavadas e ressuspensas a 1,5% 
(v/v) em solução de leite desnatado (leite Molico, 
Nestlé) a 5% em PBS-2 (NaCl 0,073M , Na2P 0 4 
0,027M , KH2P 0 4 0,049M , pH 6,4), mantendo a 
suspensão sob agitação por duas horas à temperatura 
ambiente. Após outro ciclo de lavagens, o sedimento 
de hemácias foi ressuspenso a 1,5% em solução 
estabilizantecomplexa(leitedesnatado0,9 %, glicina 
0,178M , merthiolato 0,001M , glutamato de sódio 
0,036M, tioglicolato de sódio 0,036M e glicerol a 
40%, em PBS-2).

Com o agente  an ti-e sp u m an te , d im e til-  
polisiloxane (silicone) a 0,08% foi acrescentado à 
suspensão de hemácias sensibilizadas.

As concentrações ótimas de antígeno (9(u.g/ml) 
e ácido tânico (0,1 mg/ml) (R iedel-de-H aen, 
Germany) utilizados foram determinadas por 
titulação em bloco empregando soros padrão positivo 
e negativo3 4 5, preparado com soros de pacientes 
chagásicos e não chagásicos. Em paralelo, foram 
preparadas hem ácias-controle, diferindo pela 
substituição do antígeno por PBS-2 no processo de 
sensibilização. Os reagentes foram divididos em 
alíquotas de 10ml e conservados a 4°C  ou 37°C.

Teste de hemaglutinação indireta (HAI)

O teste foi realizado em placas de microti tulação 
de poliestireno, com fundo em “V ” (Inlab, Brasil), 
adicionando-se 25/xl das amostras de soro em estudo, 
diluídas em série e ao dobro, a partir de 1:2 até 
1:4096 em PBS-2, e adicionando-se 25/xI do reagente 
de hemácias sensibilizadas. As placas foram agitadas 
mecanicamente por 2 a 3 minutos, e incubadas em 
câmara úmida por 60 minutos à temperatura ambiente 
em local livre de vibração.

O título foi estipulado como sendo a maior 
diluição do soro ainda capaz de apresentar 
aglutinação, com visualização de pequena rede de 
células agregadas ao redor do pequeno botão de 
hemácias sedimentadas15 25.
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Os testes foram sempre efetuados na presença 
de 3 soros-padrão positivo de títulos baixo, médio 
e elevado e 2 soros-padrão negativo.

Para o controle dos reagentes, foram ensaiadas 
hemácias sensibilizadas e tampão diluente; e para 
controle de soros, foram utilizadas hemácias não 
sensibilizadas controle.

Soros

Foram analisados 137 soros, incluindo 50 soros 
de pacientes chagásicos, clínica e laboratorialmente 
comprovados, provenientes do Serviço Social da 
Indústria (SESI - Departamento Regional de São 
Paulo, Divisão de Assistência Social, Subdivisão 
de Epidemiologia, Serviço de Laboratório); 23 
soros de indivíduos clinicamente sadios; 64 soros 
de pacientes com outras afecções, que entram no 
diagnóstico diferencial da doença de Chagas: 
leishmaniose (20), artrite reumatóide (7), malária 
(10), esquistossomose mansônica(4), toxoplasmose 
aguda (4), blastomicose sul-americana (7) e 
sífilis (12).

Outros testes imunológicos

A comprovação laboratorial da doença de Chagas 
foi realizada pelos testes: imunotluorescência 
indireta (TIFI) executada de acordo com a técnica 
descrita por Camargo7, hemaglutinação indireta 
(THAI) utilizando hemácias humanas tipo “O”Rh 
negativo, realizada de acordo com Hoshino-Shimizu 
e co ls16, e “k it”comercial de THAI (Biolab 
Diagnostica S/A, Brasil), que emprega reagente 
preparado com hemácias não especificadas de aves.

Reprodutibilidade do reagente de THAI1AL

Para o estudo da reprodutibi lidade de resultados 
intra e inter-teste do THAI1AL, foi utilizado um 
painel de 32 soros-padrão (16 positivos e 16 
negativos), tendo títulos conhecidos e considerados 
de referência, 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- 
padrão positivo, baseado na fórmula LV = dp x 
1,96, onde dp corresponde à média dos desvios- 
padrão obtidos nos diferentes ensaios contra o

referido painel de soros18.
O estudo da reprodutibilidade de 5 diferentes 

lotes do reagente de THAI1AL foi executado com 20 
soros-padrão (10 positivos e 10 negativos), onde a 
variação foi verificada do mesmo modo descrito 
anteriormente.

Estabilidade

O reagente de THA1IAL foi dividido em 
alíquotas e conservado à temperatura de 37 °C e 
4°C. A estabilidade foi investigada com análises 
periódicas, quanto à sua reatividade contra um 
painel de 7 soros-padrão positivos e 2 soros-padrão 
negativos. Os dados foram analisados por método 
de controle de qualidade18, em termos de desvio- 
padrão, sendo que o lim ite de variabilidade 
estipulado fundamentou-se nos ensaios intra e 
interteste.

Desempenho diagnóstico

O desempenho diagnóstico de T H A IIAL 
ex p resso s, em te rm os de s e n s ib ilid a d e , 
especificidade, valores preditivos positivos e 
negativos, e eficiência, foi determinado segundo 
conceitos de Galen e col12 e de Griner e cols13.

RESULTADOS

Na técnica proposta, foram utilizadas hemácias 
de ganso macho e fêmea fixadas com p-formaldeído 
a 10%. Os resultados obtidos com hemácias do 
macho assim tratadas foram reprodutíveis por um 
período de até dois meses, quando conservadas a 
4°C, o mesmo não acontecendo com as das fêmeas. 
Não foi observada variação entre diferentes lotes de 
hemácias do macho, todavia a limitação de tempo 
foi persistente. As alterações ocorridas após dois 
mêses foram agl ut inações que ocorreram em con tacto 
dessas hemácias com alguns soros.

A concentração protéica do extrato antigênico 
preparado a partir de lOOmg de peso úmido de 
parasita foi de 2.750/ig/ml.

Os resultados da titulação em “bloco”do 
antígeno (3/xg/ml a 100/u.g/ml) e do ácido tânico 
(0,01mg/ml a 0,5 mg/ml), utilizando soros-padrão 
positivo e negativo, indicaram que as concentrações 
de ácido tânico a 0 ,1 mg e de antígeno a 9/ng/ml eram
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as mais adequadas para o teste. Foram escolhidas 
para uso as concentrações de ácido tânico de
0, lm g/m l e de antígeno 9pig/ml.

Não foi observada inespecificidade significativa 
com o soro-padrão negativo em nenhuma das 
concentrações estudadas de ácido tânico e antígeno.

Para a melhor fixação de antígeno às hemácias 
foram  ensaiadas diferentes concentrações de 
glutaraldeído. Os dados mostraram que os resultados 
foram semelhantes em todas as concentrações 
estudadas, variando de 0,01% a 0,6% (v/v). No 
entanto, na ausência de glutaraldeído, a reatividade 
do soro-padrão positivo foi menor. A concentração 
de 0,1 % do glutaraldeído foi então escolhida para 
a pós-fixação do reagente.

Verificou-se ação estabilizadora mais eficaz do 
glicerol nas concentrações de 10% até 50%, sendo 
que as 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 concentrações (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. À temperatura de 
4°C, a durabilidade do reagente foi de três meses.

Da mesma forma, foi ensaiado o reagente 
contendo etilenoglicol (10% a 50%) em diferentes 
concentrações, e observou-se  m elhor ação 
estabilizadora quando o reagente foi mantido a 
4°C, cerca de 70 dias, com a concentração de 20 %. 
Na temperatura de 37°C, não foram observados 
re su ltad o s  s a tis fa tó r io s , v e rif ic a n d o -se  
autoaglutinação já  no segundo dia.

Nos testes com os sais pennanganato de potássio, 
dicromato de potássio e EDTA dissódico, nas 
concentrações variando desde 0,01%  a 1%, 
verificou-se a estabilização desses reagentes quando 
mantidos a 4°C, mas a 37°C os resultados não 
foram satisfatórios.

As melhores concentrações de silicone e arlacel, 
suficientes para produzir a ação anti-espumante 
desejada, foram 0,08% e0 ,06% , respectivamente.

O reagente obtido nas condições ótimas foi

tempo (dias)

Figura 1 - Estabilidade do reagente THAl(lAL) quando conservado a 4°C  e a 37°C , por um período de 90 dias. 
Variabilidade expressa em termos de desvio padrão, no estudo de um painel de 7 soros positivos. LV =  limite 
de variabilidade.
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estudado quanto à reprodutibilidade intra e interteste 
no TH AIia l , e os dados mostraram que as variações 
apresentadas em termos de desvio-padrão 
encontravam-se abaixo do valor limite de 
variabilidade (0,937), e assim sendo todos os 
resultados foram considerados aceitáveis. No estudo 
da reprodutibilidade de partidas do reagente de 
THAIia l , os resultados foram negativos contra os 
soros-padrão negativos e a variação de títulos dos 
10 soros-padrão positivos, expressa em desvio- 
padrão foi de 0 a 0,667, não excedendo também o

valor limite de variabilidade estipulado.
A Figura 2, mostra os títulos de anticorpos dos 

soros dos grupos de indivíduos chagásicos, de 
indivíduos clinicamente sadios e de indivíduos com 
outras afecções, resultantes do estudo de THAIial 
que utiliza o novo reagente. O limiar de reatividade 
foi considerado como sendo 32, por fornecer melhor 
nível de discriminação entre soros de chagásicos e 
não chagásicos.

As características diagnosticas apresentadas por 
THAIia l , THAI utilizando reagente de hemácias

LR: limite de reatividade.
Soros: A=doença de Chagas, B =clinicamente sadios, C = leishmaniose, D=artrite reumatóide, E = malária, 
F = esquistossomose, G=toxoplasmose, H=blastomicose sul-americana, I = sífilis.
Figura 2 - Resultados obtidos no estudo de 137 soros de pacientes chagásicos e não chagásicos, no teste de 
hemaglutinação indireta (THAI,a l).
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humanas, e reagente de procedência comercial, no 
estudo de 137 soros de chagásicos enão chagásicos 
estão  apresen tadas na T abela 1, de form a 
comparativa.

A concordância foi de 100% entre estes testes,

além de os níveis detectados de anticorpos anti- 
T. cruzi serem também muito semelhantes fornecendo 
a média geométrica dos títulos de 8 ,3 (+ l,3 ) , 
8,1 (±  1,4) e 7 ,9( ±  1,4) para os testes acima referidos, 
respectivamente.

Tabela 1 - Desempenho diagnóstico dos testes de hemaglutinação indireta empregando diferentes tipos de 
reagentes, no estudo de 137 soros de pacientes chagásicos e não chagásicos.

Teste Tipo de Sensibilidade Especificidade Eficiência
Preditivo

hemácias positivo negativo

T H A I1AL

THAI

THAI
(comercial)

ganso

humana

ave

1,00
(0,93-1,00)

0,98
(0,92-0,99)

0,99
(0,95-1,00)

096
(0,87-0,99)

100
(0,96-1,00)

DISCUSSÃO

Hemácias de ganso macho demonstraram que 
podem substituir com sucesso as hemácias humanas 
do tipo “O ” , Rh negativo, na produção de reagente 
para o teste de hemaglutinação indireta, destinado 
ao sorodiagnóstico da doença de Chagas.

Hemácias de ganso macho forneceram partidas 
reprodutíveis de suportes inertes necessários para a 
produção de reagente, ao passo que hemácias de 
fêmeas apresentaram partidas variáveis e, portanto, 
consideradas inadequadas. Provavelmente nas 
fêmeas, as hemácias sejam susceptíveis à influência 
de alteração hormonal cíclica.

Células de ganso tratadas com paraformaldeído, 
quando conservadas a 4 o C , tiveram durabilidade de
2 meses, período este muito menor do que o das 
hemácias humanas que era de cerca de 2 anos16. Esta 
diferença decorre possivelmente por causa das 
propriedades físico-químicas serem variadas por 
conta da espécie. A autoaglutinação que foi 
observada nas hemácias de ganso, após 2 meses de 
conservação a 4°C , poderia ser explicada pela 
maior ligação das moléculas de aldeído à superfície 
das células, ocasionando a diminuição das cargas 
eletrostáticas negativas que são responsáveis pela 
dispersão celular22.

Em virtude deste achado inicial, que apontava 
diferenças entre as hemácias humanas e de ganso, 
procedeu-se a optimização das condições para o

preparo do reagente com hemácias de ganso.
Os resultados, no entanto, mostraram que as 

condições ótimas do preparo do reagente não 
diferiram significativamente do reagente anterior 
no tocante a aspectos de taninização, sensibilização 
e tratamento final com glutaraldeído.

O antígeno de T. cruzi solubilizado com álcali 
continuou sendo em pregado por sua grande 
estabilidade, conferida pela inativação de enzimas 
do próprio parasita, e desta forma evitando a 
inclusão de inibidores enzimáticos.

No estudo da conservação do reagente de HAI, 
objetivando a diminuição do custo do produto e o 
aspecto prático, foram excluídos processos de 
liofilização e congelamento, sendo o reagente 
mantido na forma líquida, pronto para o uso, nas 
temperaturas de 4-8°C e 37°C. Supunha-se que à 
temperatura de 37 °C , o processo de deterioração ou 
alteração do produto poderia ser acelerado. Desta 
forma, o principal fator limitante na escolha do 
constituinte da solução conservante foi a durabilidade 
do reagente à temperatura de 37°C, freqüente em 
algumas regiões de nosso meio. Como previsto, a 
durabilidade dos reagentes foi sempre superior 
quando conservados a 4-8°C, observando-se a 
reprodutib ilidade e v iab ilidade do reagente 
escolhido, contendo glicerol a 40% , pelo menos 
por um ano (dado não apresentado).
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A utilização do glicerol na conservação de 
amostras de soro está descrita na literatura8 28, mas 
não para o reagente de THAI. O glicerol tem sido 
empregado para diversas finalidades entre às quais, 
como umectante, lubrificante e anticongelante; 
propriedades estas que parecem contribuir para a 
manutenção da estabilidade do produto. Além desse 
estabilizante, foram ensaiados o propilenoglicol e o 
etilenoglicol11, pela relativa semelhança na estrutura 
química, além de EDTAdissódico14, permanganato 
de potássio e dicromato de potássio, descritos por 
Nagasse-Sugahara21.

O estabilizante escolhido foi o glicerol a 40% 
dada à sua superior característica nas condições 
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 formação de espuma no 
momento de ressuspender o reagente para o uso, por 
causa da propriedade emulsificante do glicerol. 
Estas substâncias anti-espumas parecem não alterar 
as propriedades imunológicas do reagente, e ambas 
comportaram-se de maneira semelhante, contudo 
optamos pelo silicone devido a melhor missibilidade 
na solução conservadora.

Pode-se observar que todos os estabilizantes 
ensaiados apresentaram atividade conservadora 
sa tisfa tó ria , o que perm itirá , após estudos 
minuciosos, sua utilização em outras condições e 
sistemas antigênicos.

A análise dos resultados dos soros de pacientes 
chagásicos, indivíduos clinicamente normais e com 
outras afecções, realizada paralelamente com três 
tipos de reagente, mostrou concordância de 100 %. 
Nessa análise, foram observados dois casos de 
resultados falso positivos em todos os testes (Figura
2). Isso se deveu à reação cruzada peculiar aos 
antígenos utilizados, já  que os dois casos reportaram 
infecção por Leishmania.

O s  dados ainda preliminares obtidos por 
Western blot mostram que anticorpos eluídos do 
nosso reagente reconheceram principalmente bandas 
antigênicas 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 
diagnóstico imunológico da doença de Chagas é 
de e lev ad a  se n s ib ilid a d e , e sp ec if ic id ad e , 
reprodutibilidade e concordância com os de THAI

utilizando hemácias humanas e THAI comercial.
A estabilidade das células sensibilizadas foi 

considerada elevada, permitindo assim, que o 
reagente seja preparado em Laboratório Central e 
possa ser distribuído à Rede Pública de Laboratórios.

O THAI1al poderá ser recomendado como um 
teste alternativo para triagem e diagnóstico de 
infecção pelo T. cruzi-

Por outro lado, os resultados deste estudo 
sugerem que o sistema pode ser utilizado na produção 
de reagentes para o diagnóstico de outras afecções.

SUMMARY

A new reagent was designed to the indirect 
hemagglutination test (IH A 'i^^J, utilizing goose red  
blood cells as inert matrix and standardized fo r  the fie ld  
diagnosis o f  American trypanosomiasis. The objective 
was to substitute the tyophilized or frozen  reagent o f  
IH A Tproduced routinely using human erythrocytes in 
the Adolfo Lutz Institute (São 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 IHA1 ^ ^ .  
The diagnostic performance o f  this lest was similar to the 
IHAT utilizing human erythrocytes and to that o f  a 
commercial IHA Tkit. The sensitivity was 1.00, specificity
0.98, predictive value o f  positive 0.96 and o f  negative 
1.00. Different batches o f  reagent successively produced  
proved to be reproducible in a quality control method. 
The new reagent is more economic than the form er  
reagent, it can be produced easily and may be applicable 
to the seroepidemiologic studies.

Key-words: Goose red blood cells. IH AT Reagent. 
Chagas disease. Serodiagnosis.
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