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RESUMO

Os resultados da anilise, através da
reacio de contra-imunoeletroforese
(CIEF), de cento e cinquenta e qua-
tro sdros de individuos portadores de
infeccdo chagésica, comprovada, para-
sitolégica e clinicamente, foram com-
parados com outros testes sorolégicos
como a reacdo de fixacio de comple-
mento (RFC), hemaglutinagio indire-
ta (HI) e Imunofluorescéncia (IF).

Os soros foram enquadrados em
quatro grupos distintos e os dados
comparativos obtidos em trés grupos
foram concordantes. Apenas no se-
gundo grupo (Grupo B) os resultados
encontrados para a reagdo de contra-
imunoeletroforese nio foram inteira-
mente compativeis com os da reagiio
de fixagdo de complemento.

Embora os dados do citado grupo
tenham sido um tanto discrepantes,
acreditamos que, de um modo geral,
os resultados obtidos demonstram a
possibilidade do aprimoramento da
técnica e a possivel eventualidade do
seu emprego no diagndstico da infec-
¢do chagisica. Ficou, entretanto, se-
guramente evidenciado que a reagdo

de CIEF é capaz de detectar pequenas
concentracdes de precipitinas em pa-
cientes chagdsicos crénicos e em evo-
lugdo, em recém nascidos cujos anti-
corpos atravessaram a barreira pla-
centiria e mesmo em portadores da in-
fec¢do chagésica, sem doenga.

INTRODUCAO

As reacoes de precipitagdo ndo
tém sido usadas, habitualmente,
no estudo da doenga de Chagas.
Admitia-se que as precipitinas cir-
culantes s6 fossem encontradas
consistentemente na fase aguda da
doenca. Ainda que o método da
dupla difusdao em gel de 4gar seja
usado com relativa frequéncia em
trabalhos de investigagdo sobre
trypanosomatideos, incluindo o
T. cruzi 278121415 muitos poucos
trabalhos apareceram sobre sua
aplicagdo no estudo desta doenga,
valendo ressaltar o de Muniz 11, e
recentemente, o de Afchain e
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cols.!, que por andlise imunoele-
troforética de um extrato solivel
de T. cruzi demonstraram a pre-
senga dec anticorpos precipitantes
(até nove precipitinas séricas) em
sOros de pacientes com doenca de
Chagas.

A contra-imunoeletroforese €
uma técnica de imunodifusdao que
vem, dia a dia, ganhando os foros
de elei¢do e, sendo experimenta-
da, largamente, seja em doengas
a virus, doengas bacterianas, seja
nas produzidas por fungos e pro-
tozodrios 3469101317 gracas a
simplicidade do teste, a rapidez da
obtengdo dos resultados e sua sen-
sibilidade quc é dez vezes maior
que as outras técnicas de imuno-
difusdo.

O propésito deste trabalho é ve-
rificar a potencialidade do empre-
go da reagio de contra-imunoele-
troforese (CIEF) no estudo da
doenga de Chagas, comparando-a
com os testes classicos de Reagdo
de fixagao de complemento (RFC)
em placa, Hemaglutinagio e imu-
nofluorescéncia, objetivando, prin-
cipalmente, avaliar a sua sensi-
bilidade.

MATERIAL E METODOS

Antigeno:

Trypanosoma cruzi, cépa, Y,
mantida no Instituto de Patologia
Tropical da UFGo., foi cultivado
em manga de dialise mergulhada
em meio de carvao de sangue hu-
mano ou bovino, enriquecido com
peptona e glicose, ou meio LIT.
Os tripanosomas apés dez dias
foram retirados da cultura, lava-
dos seis a sete vézes em salina
tamponada. Apoés centrifugacdes
sucessivas, o sedimento foi res-

suspenso na mesma solugio cm
volume adequado e rotos por con-
gelamento e descongelamento re-
petidos. Apods as centrifugagoes
desprezava-se o sedimento. O so-
brenadante era usado como anti-
geno. Seu contetido proteico era
determinado pela técnica de Low-
ry, e variou de partida para parti-
da em torno de 1.85 a 3.40
mg/ml. O antigeno era distribui-
do em pequenas aliquotas e guar-
dado em “freezer” a —20°C;
quando em uso era conservado a
40C.
Soros:

Os sOros estudados constaram
de quatro grupos:

Grupo A — Soros de dez pa-
cientes chagisicos, oito de forma
cronica e dois de forma indeter-
minada, com titulos conhecidos
de hemaglutininas e anticorpos
fluorescentes, e com reagdo de fi-
xa¢io de complemento em placa
positiva.

Grupo B — Sbros de 84 pa-
cientes chagéisicos comprovados
clinica e parasitologicamente, ¢
também pelas reagdes de fixagao
complemento e, quarenta analiza-
dos também pela hemaglutinagio.

Grupo C — SoOros de sessenta
gestantes colhidos ao acaso que
foram submetidos paralelamente
a reagao de fixacdo de comple-
mento e a contra-imunoeletrofo-
rese. Dentre estes sessenta soros
constataram dezessete pares de
soros de mae e feto.

Grupo D — Constituido de vin-
te sOros testemunhas em que se
incluiram cinco sbros de outras
doencas e dois soros positivos na
Reacao de Fixacdo de comple-
mento, mais treze sOros de pes-
soas normais, com sOros nio re-
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agentes na RFC, para doenga de  fixagdo de complemento — mi-
Chagas. crotécnica em placas, de Almeida

e Hemaglutinagao — técnica de

Técnicas:

A contra-imunoeletroforese foi
realizada em ldminas de 25 x 75
mm, segundo os moldes adotados
e, previamente descritos para
B.S.A.3 e Calazar 413,

Os outros testes soroldgicos fo-
ram realizados pelas técnicas de
Imunofluorescéncia indireta —
técnica de Camargo®; reacdo de

Camargo, em experimentagao.
Na reagio de contra-imunoele-
troforese os soros foram inicial-
mente testados, sem diluir, e pos-
teriormente diluidos até 1:64.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos qua-
tro grupos estudados constam das
Tabelas I, IT, Il e IV.

TABELA 1

Resultado das reagdes comparativas do grupo A — 10 pacientes de doenca
de Chagas.

Identificacio

| HFIRFCIIFI CIEEF l

Forma clinica

AAS — 84811 160 R 160 Neg. Cronica digestiva
JAS — 137226 160 R 80 Pos. ME* croica digestiva
GPM — JA. 1 160 R 20 Pos. ME cronica digestiva
ODB — AR. 2 320 R 20 Pos. Cronica digestiva
ABS — AR . 3 160 R 40 Pos. fndeterminado
JRQ — AR. 4 40 R 80 Pos. Cronica cardiaca
HFS — AR. § 320 R 40 1/4 Indeterminado
BIV — 110352 80 R 80 Pos Crbnica cardiaca
AAO — SR. 1 320 R 80 Pos. Cronica cardiaca
ANS — 34439 640 R 160 1/2 Cronica digestiva
* __ Megaesofago

TABELA II

¢ rupo B — Resultado comparativo de 84 soros de chagésico pela
Reagdo de Fixacido do complemento (RFC) Contra - imunceletroforese (CIEF)

= \\ RT]C,I.\

[+

N©, de sorcs

84

84

R

FC
Pos. Neg.

l CIEF
P

0S. Neg.

43 11
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TABELA 111

Grupo 'C — Estudo comparativo da reagiio de (contra-imunoeletroforese) com a

(Reagiio de Fixagio do Complemento (R.F.C.) em 60 soros de rotina para diag-
noéstico; gestantes, parturientes e fetos.

Rcdqbcs
R FC RCIEF
N°, de soro Pos Neg. . Pos Neg
60 52 8 54 6*
* — Os soros positivos em R C I E F siio concordantes com cs le R F C.
TABELA 1V

Crupy D — Quadro comparativo dos quatro grupos estudados.

Reagoes RFC CIEF
NO. de soros Pos. Neg. Pcs. Neg.

10 soros 10 0 9 1
D. Chagas

84 84 0 43 41
Loros de rotina

60 8 52 6 54
Outras doencas e sadios

20*
(Testemunhas) 2 18 2 18
* — 2 Soros chagésicos

COMENTARIOS complemento, imunofluorescéncia

e hemaglutinagdo, pudemos cons-
Baseados nos resultados obti- tatar a especificidade da reagdo
dos pelas reagdes de fixagdo de de contra-imunoeletroforese, a
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qual ndo revelou nenhum teste
falso positivo.

Dentre os dez soros de pacien-
tes chagasicos com reagdes de he-
maglutinagao, fixagao de comple-
mento e imunofluorescéncia, no-
ve deram resultados concordantes
na contra-imunoeletroforese, um
diluido a 1/2 e outro a 1/4. Pa-
rece entretanto, ndao haver corre-
lagdo entre os titulos das reacdes
de IF e HI com os da CIEF. Pa-
ciente positivo cuja reciproca de
titulos era de 1/160 em IF ¢ HI
foi negativo na CIEF, quando di-
Iuido.

As reagdes de oitenta e quatro
soros de pacientes chagésicos
constantes do grupo B e analisa-
dos apenas qualitativamente de-
monstrou uma evidente diferenca
de sensibilidade entre as reagdes
classicas de fixagdo de comple-
mento em relagdo a CIEF. En-
quanto aquelas detectaram anti-
corpos em 84 sOros, a CIEF o
féz em apenas 43, demonstrando
apenas 43% de positividade .

No grupo C, entretanto, os so-
ros de gestantes, parturientes e
fetos estudados paralelamente re-
velaram resultados concordantes
nas reagoes de fixagio de com-
plemento e contra-imunoeletrofo-
rese. Dos sessenta sOros testados
oito foram positivos pela RFC e
seis destes pela CIEF.

No grupo D, os dados obtidos
em ambas as reagdes foram intei-
ramente concordantes.

Embora os resultados obtidos
no grupo B sejam realmente dis-
crepantes, acreditamos que um
aperfeigoamento da técnica, le-
vando em consideragio o perfei-
to equilibrio na concentracdo an-
tigeno-anticorpo, € possivel de ser

levado a efeito, uma vez que co-
mo, pudemos observar, a reagiio
¢ capaz de detectar pequenas con-
centragOes de precipitinas em pa-
cientes chagéasicos crOnicos e em
evolucdo, de recém-nascidos cujos
anticorpos atravessaram a barrei-
ra placentiria e mesmo em por-
tadores de infec¢@o chagésica, sem
doencga.
SUMMARY

Comparison of counterimmunoelec-
trophoresis with other serologic tests
in the Diagnosis of Chagas’ disease.

154 sera from pacients with confir-
med Chagas’ disease have been tested
by counterimmunoelectroforesis (CI-
EF). The results of this reaction was
compared with other serologic test as
hemagglutination, fluorescent antibo-
dy test and complement fixation reac-
tion in plates, in regard to sensivity,
specificity and its use to study Cha-
gas’ disease.

The data obtained not were satis-
factory completely; but this reaction
can be used to detec little concentra-
cions of circulating precipitins in ca-
gasic pacients, in babies and in as-
symptomatic chagasic.
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