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COMUNICACAO

O REAL SIGNIFICADO DE EXAMES SOROLOGICOS NO
DIAGNOSTICO DE DOENCAS ENDEMICAS

Antonio R.L. Teixeira e Ana de Cassia Vexenat

Clinicos e epidemiologistas sempre pedem
exames sorolodgicos para confirmar o diagnéstico
e esperam que os resultados sejam confidveis.
Especificidade e sensibilidade sio qualidades
essenciais que repercutem no resultado e na
expectativa do pedido. Em alguns casos,
porém, o5 exames podem gerar informacdes
que nem sempre sdo compativeis com o
diagnostico. Varios métodos m sido empregados
para esclarecer as davidas levantadas pelas
reagoes cruzadas dos anticorpos séricos de
portadores de doengas crénicas end@micas. Os
estudos mostram que € praticamente impossivel
definir, em base esritamente sorolégica, o
agente de infeccio clinica silenciosa causada
por Trypanosoma cruzi, Leishmania
braziliensis, Leishmania chagasi e, também,
esquistossomose, maldria, hanseniase, sifilis,
tuberculose, pénfigo e paracoccidioidose. A
anilise pelo Western blot mostra que
anticorpos nesses soros identificam diversas
bandas de proteinas nos antigenos heterdlogos.
Essas bandas sugerem a presenc¢a de
determinantes antigénicos comuns e explicam
as reac¢des sorologicas cruzadas.

As infec¢bes humanas por protozoarios da
ordem Kinetoplastida e por outros agentes de
doengas endémicas podem ser diagnosticadas
por exames laboratoriais que permitem a
demonstracao direta do agente causal. Todavia,
existe um grande ndmero de infec¢des
crénicas, silenciosas ou nio, nas quais a
demonstragdo parasitoldgica ou microbiologica
é dificil de ser obtida. Nesses casos, um exame
soroldgico especifico serviria de indicio valioso
da presen¢a do agente causal. No sentido de
testar a acuracidade dos exames ELISA,
hemaglutinacdo indireta (HI) e imunofluorescéncia
(IF) foram examinados soros de portadores de
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varias infec¢des cronicas com antigenos de 7.
cruzi, L. braziliensis e L. chagasi.

Os exames ELISA, HI e IF mostraram titulos
de anticorpos em soros de pacientes portadores
de doenca de Chagas, acima dos soros
controles, quando o antigeno de T. cruzi foi
empregado®. Entretanto, todos soros de calazar
e 55% dos portadores de leishmaniose
cutdneo-mucosa também apresentavam sorologia
positiva com o antigeno de 7. cruzi. A
despeito de que todos os soros de calazar
tinham sorologia positiva com o antigeno
homoélogo, o ELISA também mostrou 100% de
positividade com soro de leishmaniose
cutineo-mucosa e com 98% dos soros
chagasicos, quando o antigeno de L. chagasi
foi empregado. Similarmente, os soros de
portadores de leishmaniose cutdneo-mucosa
foram positivos com o antigeno homologo,
mas todos soros de portadores de Chagas e de
calazar também tinham titulos elevados de
anticorpos demonstrados nos exames ELISA e
IF contra antigeno de L. braziliensis.

A ocorréncia de rea¢des cruzadas com oS
antigenos de T. cruzi, L. braziliensis e L.
chagasi foi estudada em portadores de
doencas endémicas®, Assim, 62% dos casos de
pénfigo, 60% dos maliricos e sifiliticos, 50% de
esquistosomose e de hanseniase, e 20% dos
casos de tuberculose e de paracoccidioidose
foram positivos pelo teste ELISA. Entretanto, o
maior percentual de reagdes cruzadas no teste
HI foi observado em soros de tuberculosos €
de esquistossomoticos.

A anilise pelo Western blot mostrou que 0s
soros de chagasicos que formaram pelo menos
24 bandas com o antigeno de 7. cruzi também
formaram 13 bandas com L. chagasi e 17
bandas com antigeno de L. braziliensis. Os
soros de calazar que reconheceram pelo
menos 29 bandas com o antigeno homologo
também formaram 14 bandas com o antigeno
de T. cruzi e 10 bandas com L. braziliensis. Os
soros de leishmaniose cutdneo-mucosa que
formaram pelo menos 17 bandas com o
antigeno homodlogo também formaram 10
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bandas com T cruzi e quatro bandas com I.
braziliensis.

Finalmente, a andlise dos antigenos dos
protozoarios com soros de portadores de seis
doengas endémicas mostrou diversas bandas
de proteinas na faixa de 210 a 8kDA. O
antigeno de T. cruziformou bandas identificadas
por anticorpos nos soros de portadores de
tuberculose, paracoccidioidomicose e
hanseniase. L. braziliensis contém proteinas
antigénicas que reagem cruzadamente com
anticorpos de portadores de tuberculose,
hanseniase, esquistossomose, pénfigo e
paracoccidioidose. Por sua vez, o antigeno de
L. chagasi mostrou diversas proteinas que
reagem cruzadamente com anticorpos nos
soros de portadores dessas infeccoes®.

Na tentativa de esclarecer o diagnostico
sorolégico de calazar fez-se a reacido de
aglutinag¢ao direta (AD) com formas mortas de
L. chagasi. Observou-se que todos os soros de
calazar e 80% dos soros de leishmaniose
cutdneo-mucosa tinham titulos de anticorpos
acima de 1:1600°. Todavia, os soros chagasicos
e controles deram resultados negativos (titulos
abaixo de 1:1600). No conjunto, esses
resultados mostram que € impossivel fazer o
diagnoéstico soroldgico diferencial preciso
entre leishmaniose cutineo-mucosa e calazar,
mas & possivel separar aqueles casos dos
chagasicos.

Entre soros controles de individuos sem
indicios da presenca de qualquer das doencas
acima, observaram-se dois resultados positivos
com antigeno de L. braziliensis e sete com
antigeno de L. chagasi, pelos testes ELISA e HI.
No conjunto, o grande namero de resultados
positivos reflete a alta sensibilidade e baixa
especificidade dos testes empregados. Enfim,
determinantes antigénicos comuns explicam as
reacOes cruzadas identificadas pelos exames
imunologicos.

A grande quantidade de métodos e técnicas
empregados nos exames soroldgicos parece
ser uma indica¢do da dificuldade de obtencido
de resultados que permitam subsidiar
diagnésticos clinicos com absoluta acuracidade.
Essa finalidade poderia ser preenchida apenas
por método altamente especifico e sensivel,
mas que inexiste. A especificidade de um
exame imunoldgico esta relacionada a sua
acuracidade e reproducibilidade, coincidente
com a demonstracgio direta do agente
infeccioso. A sensibilidade diz respeito a sua
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capacidade de indicar o maior ntimero de
portadores da infeccdo na auséncia de
demonstrag¢iao do agente infeccioso pela
cultura ¢ exame microscopico. O grande
desafio reside naqueles pacientes em que o
agente causal ndo foi demonstrado previamente.
Nesses casos a utilizacio de método
imunolégico de alta sensibilidade e
especificidade tem seu real valor.

Evidentemente, nem sempre é possivel
trabalhar com técnicas que oferecam total
especificidade e sensibilidade. O método
imunolégico mais sensivel geralmente &
menos especifico. A alta sensibilidade de um
método depende dos determinantes antigénicos
(nimerc de epitopos) contra os quais se
formam os anticorpos séricos. Por outro lado,
a especificidade depende da existéncia
exclusiva dos epitopos no agente infeccioso
que se quer diagnosticar. A medida que
hajam epitopos semelhantes em outros
microorganismos, ou mesmo em tecidos do
hospedeiro, haveri possibilidade de resultados
falso-positivos que indicam baixa especificidade
e alta sensibilidade do método empregado. Em
situa¢ao oposta, o método de baixa
sensibilidade deixara de diagnosticar casos em
que o limite de detec¢do da reacio antigeno-
anticorpo situa-se abaixo de seu limiar de
revelagdo. Nesse caso, haveri possibilidade de
resultado falso-negativo, indicando a pouca
sensibilidade do método usado. Nenhuma
dessas situagdes deve passar despercebida,
quando se trata de subsidiar o diagnostico
clinico-epidemiolégico, pois elas se ajustam ao
conhecimento basico da imunologia.

Guimardes® definiu sensibilidade como
sendo a capacidade de um teste discriminar,
dentre os suspeitos de uma patologia, aqueles
efetivamente doentes. Sua defini¢cdo de
especificidade era tida como a capacidade que
o mesmo teste teria de ser negativo em
amostragem de individuos que sabidamente
nio tm a doenca. Ou entio, como foi
colocado por Galen e col, sensibilidade seria
“positividade na doenga” e especificidade seria
“negatividade na satde”. Evidentemente, esses
autores limitaram suas definicdes 4 questio
doenga vs satide, e nio se preocuparam com O
fato de que os testes soroldgicos também
diagnosticam os casos de infec¢ido sem doenga
manifesta.

Nosso conceito de especificidade e
sensibilidade difere daquele de Galen e col".
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Noés consideramos que especificidade é a
capacidade do teste soroldgico diagnosticar
todos os casos de determinada infec¢ao em
uma amostragem que teve o agente etioldgico
demonstrado. Quanto mais especifico for o
teste, menor serd o nuimero de resultados
falsos. Por outro lado, consideramos
sensibilidade a capacidade do teste sorolégico
diagnosticar um nimero maximo de exames
positivos em uma amostragem, sem que seja
possivel demonstrar o agente etioldgico em
todos os casos. Quanto mais sensivel for o
teste, maior serd o namero de casos falso-
positivos. Ou seja, o teste mais sensivel sera
necessariamente menos especifico, e vice-
versa. Consequentemente, as reacdes cruzadas
indicam alta sensibilidade e baixa
especificidade de um teste sorologico.

Na tentativa de resolver as dificuldades
associadas com especificidade e sensibilidade
de testes sorolbdgicos, tem-se procurado utilizar
antigenos recombinantes no diagnoéstico de
doengas endémicas. Assim, diversos antigenos
recombinantes tém sido isolados de genotecas
de expressio de microorganismos, através de
selecao com soros de pacientes portadores da
infeccao especifica. Sua utilizacdo tem
mostrado que muitos desses antigenos
apresentam grande especificidade, mas sabe-
se que eles podem produzir resultados falso-
negativos, devido ao fato de possuirem um
ndmero limitado de epitopos. Por essa razio,
prevé-se que melhores resultados poderiam
ser obtidos com misturas de antigenos
recombinantes, tendo em vista a posssibilidade
de torna-los mais sensiveis®. Dai a expectativa
na padronizacdo do ELISA com mistura de
antigenos recombinantes, pois no futuro
podera substituir os extratos antigénicos
naturais empregados no diagnéstico da doenca
de Chagas e outras doencas endémicas. A
vantagem de tal substituicio teria de ser
demonstrada.

A técnica de PCR (reagio de polimerizacio
em cadeia) também gerou a expectativa de
solucdo para o diagndstico diferencial das
doencas produzidas por protozodrios da
ordem Kinetoplastida e, entre essas e diversas
doencas cronicas que reconhecidamente
produzem reacdes cruzadas com antigenos
daqueles protozoarios. Parece que a alta
sensibilidade dessa técnica tem sido uma
desvantagem, pois a especificidade dos
resultados ficaria prejudicada e, pelo menos

até esse momento, ainda nio foi adotada
como um método de rotina para diagndstico
laboratorial dessas infec¢des.

Na Reunido de Pesquisa Aplicada em
Doenca de Chagas, em Uberaba, Shikanai-
Yasuda e cols* mostraram resultados de
pesquisa que recomendam a técnica de PCR
como meio de potencia¢io da sensibilidade do
xenodiagndstico. Utitizando 54 grapos pareados
de 10 Triatoma infestans alimentados em 19
pacientes chagasicos em trés diferentes
ocasides, o0s autores extrairam DNA das
amostras coletadas e procederam a PCR com
um par de oligonucleotideos TCZ1 e TCZ2.
Esses oligos amplificam uma seqiéncia de 188
pares de base do DNA gendmico do 7. cruz?.
Verificaram que 90% dos pacientes tiveram
amostras positivas em pelo menos um grupo
de insetos, enquanto em apenas 20% desses
casos houve positividade pela leitura
microscopica. A especificidade teria sido
demonstrada nos 15 grupos de insetos
alimentados em 5 pacientes com pelo menos
uma lejtura microscopica positiva, nos quais a
PCR mostrou resultado positivo em todos eles.
Aguarda-se o resultado de estudo duplo-cego
em populaciao de area endémica, pois tais
resultados indicariam a importancia da PCR na
avaliacdo pds-terapéutica ou mesmo diagnostica,
em casos com reagdes sorologicas inconclusivas.
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