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RESUMO 

Para a avaliação de reagente estável para o teste de hemaglutinação destinado 
ao diagnóstico sorológico da doença de Chagas (reagente "I.M.T. de Chagas-hema­
glutinação"), fizeram-se estudos comparativos entre essa prova e a reação de Ma­
chado-Guerreiro, em 1.123 soros. As amostras, tomadas ao acaso entre doadores 
em bancos de sangue de várias regiões do País, foram submetidas a ambos os 
testes em dois laboratórios diferentes. Os resultados foram analisados quanto à 
concordância entre testes e entre laboratórios. Com referência aos resultados da 
hemaglutinação e da fixação do complemento, verificou-se concordância entre ambos 
os testes, de 99,4% e 98,5% respectivamente em cada laboratório. Não se obser­
varam variações significativas entre grupos de soros provenientes de regiões dife:. 
rentes. Quanto à reprodutibilidade dos resultados entre laboratórios, houve con­
cordância de 99,2 % para a reação de hemaglutinação e de 98,3% para a reação 
de fixação do complemento. 

Os resultados indicam elevado grau de sensibilidade e de especificidade para 
o teste de hemaglutinação realizado com o reagente estável, bem como excelente 
reprodutibilidade do teste entre os laboratórios. 

INTRODUÇÃO 

A aplicação de um mesmo teste sorológico 
a grupos populacionais diferentes por vezes 
é acompanhada de variações quanto à espe­
cificidade dos resultados. A ocorrência de 
fatores diversos pode condicionar o apareci­
mento de reações cruzadas e maior ou menor 
número de falsos resultados positivos 1

• 

O teste de hemaglutinação para diagnóstico 
da doença de Chagas, feito com antígeno es­
tável, preparado e liofilizado no Laboratório 
de Sorologia do Instituto de Medicina Tro­
pical de São Paulo - reagente IMT de Cha­
gas-hemaglutinação -, vem sendo avaliado 
por comparação com outros testes sorológicos. 

Em estudo recente, realizado com o auxílio 
de vários laboratórios de investigação no Bra­
sil 6, tivemos oportunidade de verificar apa­
rentes variações de especificidade, traduzidas 
por índices de co-negatividade· para a reação 
de fixação do complemento, que oscilaram 
entre valores extremos de 0,9211 e 0,7188. 
Embora se devam levar em conta diferenças 
técnicas e de antígenos de fixação de comple­
mento entre alguns desses laboratórios, não se 
pode excluir a possibilidade de ocorrência, 
em populações de diferentes áreas geográfi­
cas, de fatores diversos interferindo na espe­
cificidade do teste de hemaglutinação. 
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Os altos índices de co-positividade, revela­
dos pelo estudo referido 6, mostraram a ele­
vada sensibilidade do teste de hemaglutina­
ção. Embora tal característica seja de im­
portância fundamental para qualquer teste 
sorológico destinado à triagem de doadores 
infectados, em bancos de sangue, reações de 
baixa especificidade terão o grave inconve­
niente de levarem amostras de sangue não 
infectado a rejeição desnecessária. 

Por outro lado, não se pode deixar de assi­
nalar, como possíveis causas de resultados 
discrepantes de testes sorológicos, eventuais 
diferenças quanto a minúcias de técnica ou 
á critérios de leitura das reações, que em­
bora mínimos na aparência, podem levar a 
resultados significativamente diferentes. Não 
é excepcional que determinados processos la­
boratoriais se mostrem excelentes apenas nas 
mãos de seus Autores. Assim, julgamos per­
tinente que os mesmos soros fossem ensaiados 
em outro laboratório, para se avaliar a re­
produtibilidade da reação de hemaglutinação, 
quando executada por outros investigadores. 

Através a prestimosa colaboração de mé­
dicos de bancos de sangue situados em dife­
rentes cidades do País, obtivemos amostras 
de soros de doadores, tomados ao acaso. A 
presente publicação relata os resultados de 
estudo comparativo, nesse material, entre os 
testes de hemaglutinação (HA) e de fixação 
do complemento (FC). Ambos os testes fo­
ram realizados em alíquotas dos mesmos so­
ros, em dois laboratórios diferentes, no Ins­
tituto de Medicina Tropical de São Paulo 
e no Departamento de Zoologia e Parasitolo­
gia do I. C. B., Universidade Federal de Mi­
nas Gerais, em Belo Horizonte. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Soros 

Foram colhidos ao acaso de doadores em 
bancos de sangue situados nas cidades de 
Belém, Brasília, Fortaleza, Goiânia, Natal e 
Recife, no total de 1.132 amostras. Os soros, 
separados no local, foram imediatamente con­
gelados e assim enviados por via aérea para 
o laboratório em São Paulo. Aí foram dege­
lados, separadas aliquotas que, novamente 

congeladas, foram enviadas por via aérea ao 
laboratório em Belo Horizonte. Neste, fo­
ram examinados 1.123 soros. Em ambos os 
laboratórios, as amostras foram inativadas e 
submetidas aos te_stes de fixação do comple­
mento e de hemaglutinação, cujas leituras e 
registro de resultados se fizeram independen­
temente para cada teste. 

Reação de hemaglutinação 

O reagente hemaglutinante foi preparado 
no Instituto de Medicina Tropical de São 
Paulo com formas de cultura da cepa Y do 
Trypanosoma cruzi 11 obtidas em meio liquido 
("LIT") '2 após incubação a 28ºC por 8 a 12 
dias. Os parasitas, lavados em solução sa­
lina (NaCl 0,15M), foram centrifugados a 
3.000 g por 10 minutos e o sedimento sus­
penso em· solução de tioglicolato de sódio a 
0,1 % contendo mertiolato a 1: 1.000, na pro­
porção de 20 mg de sedimento úmido por 
mililitro de solução. A suspensão foi subme­
tida a ultra-som, por alguns segundos, em 
banho de· gelo, mantida a. 4ºC por cerca de 
24 horas para extração, e centrifugada. O 
extrato antigênico representado pelo sobre­
nadante foi isotonizado pela adição de solu­
ção concentrada de NaCl. Para a sensibili­
zação de hemácias humanas formolizadas, es­
tas eram tratadas por ácido tânico e, em 
seguida, pqr extrato antigênico diluído em 
PBS (NaCl 0,15M; fosfatos 0,15M, pH 7,2) 
em concentração para máxima sensibiliza­
ção. Esta se traduzia por títulos hemaglu­
tinantes máximos para soros-padrão positivos 
e era obtida por diluições do extrato con­
tendo 0,1 a 0,3 mg de proteínas por mililitro, 
dosadas pelo método de LüWRY & col. 8 con­
tra padrão de globulinas humanas. As he­
mácias sensibilizadas foram tratadas, em se­
guida, por solução de glutaraldeído a 0,1 % 
em PBS, por 30 minutos a 37°C, lavadas e 
suspensas em solução liofilizadora contendo 
proteínas e ácidos aminados como estabili­
zadores. O reagente liofilizado era recons­
tituído em água destilada, para uso. As rea­
ções se faziam em placas plásticas com cavi­
dades em V e~-) , como já descrito 4, com 
soros diluídos a 1 :30 em solução de NaCl a 
0,85%. 
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Reação de fixação do complemento 

No laboratório de São Paulo foram feitas, 
como descrito anteriormente 5 , em placas 
plásticas escavadas, com cavidades em U (*), 
com antígeno segundo MAEKELT 9

• No labo­
ratório de Belo Horizonte, a FC foi feita 
com antígeno e técnica segundo FREITAS & 
ALMEIDA 7

• 

RESULTADOS 

As porcentagens de positividade dos dois 
testes, para amostras das diversas _regiões, 
variaram entre 0,5% e 9,5% (Quadro I). 

Verificou-se estreita concordância entre os 
resultados dos testes de hemaglutinação e de 
fixação do complemento, em ambos os labo..: 
ratórios ( Quadros I e II). Essa concordân­
cia foi de 99,4% para o laboratório em São 
Paulo e de 98,5 % para o laboratório em 
Belo Horizonte. A menor concordância pa-

ra este se deve a maior número de resultados 
inconclusivos na reação de fixação do com­
plemento, por anticomplementaridade dos 
soros, certamente devida à maior manipula­
ção sofrida pelas amostras. Dos soros com 
fixação do complemento positiva, todos tive­
ram hemaglutinação positiva, com exceção de 
apenas 1, com resultado duvidoso em um dos 
laboratórios. Os índices de co-negatividade 
do teste de hemaglutinação, com referência 
à fixação do complemento, foram muito ele­
vados, de 0,9964 para os resultados de São 
Paulo e 0,9991 para os de Belo Horizonte. 
Não houve variações significativas entre ín­
dices de co-negatividade de grupos de soros 
correspondentes às diferentes regiões de ori­
gem das amostras ( Quadro I) . 

Quanto à reprodutibilidade dos testes, ve­
rificou-se concordância de resultados de am­
bos os laboratórios em 99,2% das amostras, 
para a reação de hemaglutinação e em 98,3 % 
para a reação de fixação do complemento. 

QUADRO I 

Procedência de 1.132 amostras de soro de doadores de sangue e resultados comparativos 
entre as reações de hemaglutinação (HA) e de fixação do complemento (FC), realizadas 
no laboratório em São Paulo, segundo as respectivas porcentag-ens de positividade e índices 

. de co-negatividade HA/FC 

Porcentagens de positividade índices de co-nega-

Local N.º de amostras tividade 

FC HA HA/FC 

Belém 199 0,5% 0,5% 1,000 

Brasília 201 3,0% 3,5% 0,995 

Fortaleza 200 1,0% 1,0% 1,000 

Goiânia 126 7,9% 9,5% 0,983 

Natal 200 1,0% 1,5% 0,995 

Recife 206 1,5% 1,9% 0,995 

Total 1.132 2,1% 2,6% 0,996 

(*) Cooke Engineering Co., U.S.A. 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

Os resultados indicam elevado grau de sen­
sibilidade e de especificidade para o teste 
com o "reagente I.M.T. de Chagas-hernaglu­
tinação", quando comparado com a reação 
de Machado-Guerreiro realizada com antíge­
nos satisfatórios. Os altos índices de co-ne-

gatividade são a expressão dessa especificida­
de, não se constatando a ocorrência de fatores 
regionais que pudessem ocasionar falsos re­
sultados positivos. A reprodutibilidade do 
teste de hernaglutinação foi também muito 
alta, corno indica a estreita concordância de 
resultados entre os ·dois laboratórios. 

QUADRO II 
Resultados comparativos dos testes de hemaglutinação e de fixação do complemento, em 

do,is laboratórios diversos, para o mesmo grupo de 1.123 amostras de soro 

Reação de fixação do comple1.1ento 

Reação de he­
magl u tinação 

Laboratório em São Paulo Laboratório em Belo Horizonte 

Incon­
clusiva 

1 

Rea- 1 Não rea-1 
gente gente Total 

li 
Incon-
clusiva 

1 

Rea- !Não rea- , 
gente gente Total 

=:-~_:-:_::-:~_:l-~ ... :-:~1-,:~j--: +---~ -~1-:--=-l ;-1'~ -: ~-~-
1 2 1--: 11-092 1.094 li 11 1 º 1 Não reagente 1.085 1.096 

--------'-------'----

1 3 1 24 1 1.096 1.123 li 15 1 22 1 

--------'-------'-----'-----'-----''----
Total 1.086 1.123 

O teste de hernaglutinação é, sem dúvida, 
de execução mais simples que a reação de 
Machado-Guerreiro, desde. que se disponha de 
reagente estável corno aquele presentemente 
analisado. A incorporação de tampões e de 
proteínas estabilizadoras no próprio reagente 
permite diluir os soros em solução salina co­
mum, de NaCl a 0,85%, dispensando-se di­
luentes mais complexos. Pelas característi­
cas aqui evidenciadas, pode-se recomendar a 
utilização do "reagente I.M.T. de Chagas­
hemaglutinação" para triagem, em bancos de 
sangue, de doadores infectàdos. Corno frisa­
do pelo Grupo de Estudos da Sorologia da 
Doença de Chagas, patrocinado pela Organi­
zação Panarnericana da Saúde 10

, é de toda a 
conveniência não se firmar o diagnóstico so­
rológico em um único tipo de teste. A as­
sociação de pelo menos duas provas diferentes 
trará maior segurança aos resultados, não 
apenas pela complementação recíproca dos 
testes quanto à sensibilidade, mas ainda pela 

possibilidade de confronto de resultados e 
detecção de eventuais falhas técnicas, corno 
por nós encarecido em publicação anterior 3

• 

SUMMARY 

Evaluation of a stable, freeze-dried reagent 
for the Ame1ican trypanosomiasis 

hemagglutination test. Study in 1,123 
serum samples from blood donors 

ln order to evaluate a stable, freeze-dried 
hernagglutination reagent for sero-diagnosis 
of Chagas' disease, prepared at the Instituto 
de Medicina Tropical de São Paulo, he­
magglutination (HA) and cornplernent fixa­
tion (CF) tests were cornpared in 1,123 se­
rum sarnples. These were taken at random 
frorn blood donors in 5 different cities in 
Brazil (Belém, Brasília, Fortaleza, Goiânia, 
Na tal and Recife), and both tests performed 
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independently in two laboratories, in São 
Paulo and Belo Horizonte. Results were ana­
lysed according to agreement between tests 
and between laboratories. 

Agreement between test results was 99.4% 
in one laboratory and 98.5 % in the other 
and no significant differences were observed 
for groups of samples collected in different 
cities. Reproducibility of test results bet­
ween laboratories was 99.2% for HA and 
98.3% for CF. 

Results indicate the HA test performed with 
the preserved reagent as a sensitive, specific 
and reliable test. 
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