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RESUMO

Justificativa e objetivos: Atualmente, um dos maiores problemas na triagem sorologica de
doadores de sangue para doenga de Chagas ¢ a ocorréncia de reagdes indeterminadas, o que faz
com que muitos individuos sadios sejam rotulados como portadores de uma doenga grave. O
presente trabalho tem o objetivo de analisar o perfil sorologico para doenca de Chagas dos
doadores do Hemocentro Regional de Uberaba (HRU) e avaliar a sensibilidade e a
especificidade dos testes empregados.

Casuistica e Métodos: O trabalho foi realizado a partir da andlise dos histéricos dos
doadores que compareceram ao HRU entre 2000 e 2005, dos quais foram coletados dados



socio-demograficos. Das 95.990 doagdes realizadas neste servigo, 269 apresentaram sorologia
ndo-negativa para doenga de Chagas. Destes, foram convocados 30 doadores positivos e 30
indeterminados para a repeticdo de testes sorologicos (ELISA, HAI e IFI), realizacdo de um
teste parasitologico e avaliacao epidemioldgica. Foi analisado ainda, um grupo de doadores do
HRU negativos para a doenga de Chagas (grupo controle). A andlise estatistica foi feita através

de estatistica descritiva, dos testes de comparagao de proporgdes (Z) e do Qui-quadrado (Xz),
calculos dos coeficientes de sensibilidade e especificidade e do indice Kappa para a andlise de
concordancias entre os testes.

Resultados: A ocorréncia de doadores ndo-negativos para doenga de Chagas, no
Hemocentro Regional de Uberaba foi de 0,28% nos ultimos seis anos. Quanto as caracteristicas
socio-demograficas, no grupo dos positivos houve predominio de doadores novos (99%),
brancos (66%), com idade superior a 30 anos (81%), procedentes de regides endémicas (96%)
e exercendo profissdes semi-qualificadas (43%). Observou-se que entre os 30 doadores com
sorologia indeterminada, 28 (93%) apresentaram-se negativos nos quatro testes realizados, um
foi positivo no teste de ELISA e o outro permaneceu indeterminado pela técnica de HAIL. O
conjunto de testes que apresentou melhor concordancia foi ELISA x HAI (Kappa= 0,66).A
repeti¢do das técnicas sorologicas revelou 100% de sensibilidade para os trés testes sorologicos
e especificidade de 96,6% para o ELISA e 100% para HAI e IFI.

Conclusao: A ocorréncia de reagdes sorologicas indeterminadas entre doadores de sangue,
ainda que relativamente baixa, como mostra nosso estudo, refor¢a a necessidade de
persistirmos na busca por métodos laboratoriais alternativos, de baixo custo e alta
reprodutibilidade, que tenham sensibilidade e especificidade de 100% e que possam ser
utilizados em associagdo com testes sorologicos, visando compensar as possiveis falhas destes
testes. Isto protegeria o receptor de uma transfusdo de sangue chagasico e eliminaria as reacdes
falso-positivas, evitando assim o desperdicio de bolsas de sangue e a exclusdo de doadores
falsamente inaptos.

Palavras-chave: doenca de Chagas transfusional, rea¢des soroldgicas indeterminadas;
sensibilidade e especificidade de testes soroldgicos.

ABSTRACT

Justification and purpose: Currently, one of the biggest problems in the serological screening
of blood donors in respect to Chagas’ disease is the occurrence of indeterminate reactions,
what makes to many healthy individuals as owners of a serious illness. This paper aims to
evaluate the serological profile of Chagas’ disease of donors at Uberaba Blood Center and the
sensitivity and the specificity of the employed tests.



Casuistry and Methods: The work was carried out through the analysis of descriptions of
blood donors that had appeared in the Uberaba Blood Center between the years 2000 to 2005,
of which were collected partner-demographic data. Of the 95,990 donations carried through in
this period, 269 had presented not negative serology for Chagas’ disease. Of these, 30 positive
and 30 indeterminate blood donors were convoked for the repetition of serological tests
(ELISA, HAI and IFT), accomplished of a parasitological test and an epidemiologic evaluation.
It was also analyzed a group of negative donors concerning Chagas’ disease (control group).
The statistics analysis was made through descriptive statistics, tests of comparison of

proportions (z) and chi-square (Xz), calculations of the coefficients of sensitivity and specificity
and Kappa index for the analysis of agreement among the tests.

Results: The occurrence of not negative donors for Chagas’ disease at Uberaba Blood Center
it was of 0,28% in the last six years. Concerning the partner-demographic characteristics, in the
group of the positives there was predominance of first-time donors (99%), whites (66%), over
30-year-old (81%), originary at endemic regions (96%) and carrying out low-qualified
professions (43%). It was observed that among the 30 donors with undetermined serology, 28
(93%) presented negative results in the four tests carried out, one was positive in the ELISA
test and the other remained indeterminate for the HAI technique. The set of tests that presented
the best agreement was ELISA x HAI (Kappa= 0,66).The repetition of the serological
techniques disclosed 100% of sensitivity for the three serological tests and specificity of 96,6%
for ELISA and 100% for HAI and IFI.

Conclusion: The occurrence of undetermined serological reactions among blood donors,
despite relatively low as it shows our study, strengthens the necessity to persist in the search for
alternative laboratorial methods, of low cost and high reproducibility, with sensitivity and
specificity of 100% and that can be used in association with serological tests, aiming to
compensate the possible imperfections of these tests. This would protect the receiver of the
transfusion of chagasic blood and would eliminate the false-positive reactions, thus preventing
the wastefulness of blood bags and the exclusion of falsely inapt donors.

Key-words: transfusional Chagas’ disease; indeterminate serological reactions; sensitivity and
specificity of serological test.

1. INTRODUCAO



A doenga de Chagas continua sendo uma grave endemia que acomete de 13 a 15
milhdes de latino-americanos. A maioria dos infectados se origina de areas rurais e, devido a
politicas socio-urbanizadoras, cerca de 60% destes individuos migraram para os centros
urbanos nas ultimas décadas (DIAS, 1987; DIAS et al., 2002). Como aproximadamente a
metade dos infectados permanece assintomatica, mais de quatro milhdes de chagésicos sao
potenciais doadores de sangue e, portanto passiveis de disseminar esta grave doenga

(MORAES-SOUZA & BORDIN, 1996).

Desde década de 80, quando os programas de controle do vetor tornaram-se efetivos e
com ampla cobertura, a transmissdo vetorial da doenga de Chagas vem perdendo sua

importancia, diminuindo gradativamente os casos agudos no pais (WENDEL, 1992).

O eficiente trabalho de combate aos triatomineos, que culminou com a elimina¢ao do
Triatoma infestans, seu principal vetor, bem como a migragdo rural-urbana ocorrida na
América Latina, vém colocando em evidéncia mecanismos secundarios de transmissao da
doenga de Chagas, entre eles: a transmissao acidental em laboratorios, a congénita, a por
transplante de 6rgdos e a transfusional, responsaveis pela manutencao da doenga nos dias atuais

(MORAES-SOUZA, 1993; SCHMUNIS, 1997).

Virios estudos mostram uma grande variagdo na prevaléncia de candidatos a doadores
de sangue com sorologia positiva para o Trypanossoma cruzi. A América Latina, que na
década de 80 apresentava uma prevaléncia média de 6,8%, influenciada pelos altos indices
apresentados pela Bolivia (62,5%), reduziu para 2,63% no final da década de noventa (OPAS,
2003). No Brasil, segundo dado da ANVISA (2002), o indice de descarte de bolsas de sangue

por sorologia positiva para 7. cruzi ¢ de 0,6%. Queda altamente significativa se contrastada



com o indice de 7,0% dos anos setenta (MORAES-SOUZA & BORDIN,1996;
MORAES-SOUZA, 2000).

Em Uberaba, no final dos anos sessenta, apenas a doenga de Chagas excluia 16,6% dos
doadores de sangue, indice hoje reduzido a 0,28% gracas a erradicacdo sistematica do vetor e
aos programas de fidelizacdo de doadores, que hoje respondem por 82% das doagdes anuais
de sangue (MORAES-SOUZA, et al., 2006).

A possibilidade de infec¢ao pela transfusdo de sangue depende de varios fatores, como
a presenca de parasitemia no momento da doagdo, volume de sangue transfundido, estado
imunoldgico do receptor, prevaléncia da infec¢do pelo Trypanossoma cruzi entre os candidatos
a doadores de sangue e das medidas de controle do sangue a ser transfundido (WENDEL et al.,
1997).

A real incidéncia da infeccdo pelo 7. cruzi adquirida pela transfusdo sangiiinea ¢
desconhecida, uma vez que a maioria dos casos permanece assintomatica ou a doenga se
manifesta anos e até décadas mais tarde. O risco do receptor contaminar-se ao receber uma
unica unidade infectada de sangue ¢ de 13% a 48%, risco que aumenta nos pacientes
politransfundidos e/ou quando o doador ¢ proveniente de regido de transmissdo ativa da
infecgdo (SCHMUNIS, 1991; MORAES-SOUZA et al.,2000).

No Brasil, o problema da doenga de Chagas transfusional vem se tornando menos grave
devido a reducdo da sua prevaléncia entre os doadores (conseqiiéncia da erradicacdo do
principal vetor, o Triatoma infestans) e a alta cobertura sorologica, resultantes da

interiorizacdo e melhor qualificacdo da hemorede publica e ainda, gracas a atuacdo mais efetiva



da vigilancia sanitaria sobre os servicos de hemoterapia publicos e privados (MONCAYO,
2003).

Anualmente, sdo realizadas cerca de 2,8 milhdes de doacdes no pais. Em relagdo a
infecgdo pelo T.cruzi, estima-se que 16.800 unidades (0,6%) colhidas sdo classificadas como
ndo negativas. Considera-se que destas, 3.400 (20%) sdo confirmadas como positivas e 13.400
(80%) apresentam resultados indeterminados. Estes ultimos, possivelmente de individuos ndo
portadores de infec¢do chagasica e, portanto, caracterizando falha na especificidade dos testes
empregados. Observa-se também, ainda que raramente, a ocorréncia de reagdes positivas em
doadores de “repeticdo” que, obviamente, em reagdes anteriores apresentaram-se negativas.
Tais casos podem caracterizar falha humana, ou na sensibilidade das técnicas disponiveis
(SALLES et al., 1996; MORAES-SOUZA, 2000).

Considerando que os testes disponiveis no mercado para deteccdo de Trypanossoma
cruzi possuem sensibilidade média de 99%, demonstrada em varios estudos
(MORAES-SOUZA, 2000; LANGHI JUNIOR et al., 2002), prevé-se que das 2,8 milhdes de
unidades coletadas, 40 sejam falsamente classificadas como negativas, indicando que
anualmente ha um risco de que 80 unidades infectadas sejam transfundidas, se considerarmos o
indice de fracionamento do sangue igual a dois (XVI REUNIAO ANUAL DE PESQUISA EM
DOENCA DE CHAGAS).

Fixando-se em 20% o risco médio de transmissdo da infeccdo chagésica para cada
unidade contaminada transfundida, o indice médio de aproveitamento dos hemocomponentes
de 1,2 (ANVISA, 2002) e, considerando a estimativa de que menos da metade dos pacientes

transfundidos sobrevivem a doenga de base, pode-se prever que atualmente, menos de trés



pessoas a cada ano desenvolvem doenca de Chagas transfusional no Brasil (MORAES-SOUZA
— comunicagdo pessoal), cenario bastante diferente daquele dos anos setenta quando se estimou
em 10.000 a 20.000 o nimero de contaminagdes anuais (DIAS, 1987).

Diante deste cenario, o problema que se apresenta mais preocupante em bancos de
sangue, ¢ o real significado do grande niimero de reagdes indeterminadas e as conseqiiéncias
que estas trazem ao doador rotulado como portador de uma doenga grave e altamente

estigmatizante.



1.1- Doenca de Chagas — aspectos Gerais

r

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ causada por um protozoario
flagelado, o Trypanosoma cruzi, sendo transmitida ao homem e a outros animais,
principalmente através de vetores invertebrados, os triatomineos (BRENER, 1997). Foi
identificada em 1909 por Carlos Chagas, enquanto estava realizando um trabalho sobre a
malaria na cidade de Lassance no interior de Minas Gerais. Apos a constatacdo da doenca em
humanos, Chagas passou a investigar incansavelmente esta nova parasitose, descrevendo assim
o0 agente, o vetor, a epidemiologia e suas manifestagdes clinicas (CHAGAS, 1909).

A principio, uma enzootia silvestre, a doenca de Chagas espalhou-se entre as
populagdes rurais. O ciclo de maior importancia epidemioldgica é o doméstico, ja que perpetua
a infec¢do em seres humanos (SCHMUNIS et al., 2000). Este ciclo resulta do contato entre o
homem e o vetor, envolvendo a colonizacdo de ecoétopos artificiais pelos triatomineos.
Normalmente, essa colonizacdo ¢ resultante de modificacdes sociais e ecologicas no meio
ambiente provocadas pelo homem. No ciclo doméstico, o parasitismo pode causar importantes
danos aos hospedeiros vertebrados, com alto grau de morbidade e mortalidade nos infectados
(DIAS, 1992). O vetor pode se adaptar as moradias humanas, crescendo e multiplicando-se em
fendas de paredes, buracos do telhado, debaixo e atras dos moveis e outros pontos das

residéncias com paredes de barro ou tijolo cru, de palha ou junco. Os principais reservatorios



do parasita sdo os seres humanos, cdes, gatos e em alguns paises as cobaias (SCHMUNIS et
al., 2000).

No Brasil, as espécies de vetores da doenca de Chagas que assumiram maior
importancia em saude publica, devido a sua capacidade de domicializagdo, foram o Triatoma
infestans - atualmente eliminado na maioria das regides (OPAS, 2006) , Panstrongylus
megistus (Nordeste, Sudeste e Sul) e Triatoma sordida (Bahia, Centro-oeste) (SILVEIRA,
1984; DIAS, 1994).

A maior parte dos casos de infec¢do humana ¢ transmitida naturalmente pelo vetor.
Ocorre pelo contato da pele ou mucosas, feridas pelo triatomineo durante o repasto sangiiineo,
com fezes ou urina do inseto hematofago que contém a forma infectante do 7Trypanosoma cruzi
— tripomastigota metaciclico. (FREITAS, 1975; CORREA e MIRANDA FILHO, 1995). Este
mecanismo de transmissao vem perdendo sua importancia epidemiologica devido aos trabalhos
efetivos de combate aos triatomineos na maioria dos paises latino-americanos. No Brasil, dos
treze Estados considerados endémicos para doenga de Chagas na década de 70, seis
apresentavam focos do Triatoma infestans até¢ 1995 (figura 1) e em 2002 apenas quatro
permaneciam com focos isolados do vetor (MONCAYO, 2003). Em junho de 2006 o pais foi
certificado pela Organizacdo Pan Americana de Saude como livre da transmissao vetorial

(OPAS, 2006).



Areas infested by Triatoma infestans, Brasil;1983,1989 and 1995

Fonte: Instituto de Medicina Tropical, 1997.
Figura 1) Distribui¢do geografica da doenga de Chagas no Brasil entre 1983 ¢ 1995.
Uma evidéncia da interrupcao da transmissao vetorial foi obtida com a realizacdo de um
novo inquérito nacional de soroprevaléncia, dirigido a criangas com faixa etéria entre 0 e 5
anos. Do total de 90 mil amostras processadas originadas de diferentes areas, apenas oito casos
foram confirmados. Apesar de ndo se poder afastar totalmente a ocorréncia de transmissao
vetorial, a mesma seria esporadica (OPAS, 2006) e, possivelmente estas criangas podem ter

sido infectadas por transmissdo vertical (mae-filho).

Outras vias de transmissdo incluem: transfusdes de sangue ou transplantes de orgaos de
doadores infectados, transmissdo congénita de maes infectadas, ingestao de substancias
infectadas e as infec¢des acidentais em pessoas que trabalham em laboratdrios

(MORAES-SOUZA, 1993; SCHMUNIS, 1997). A infecgdo transfusional apresentava-se, até



na década de 80, como um dos fatores mais importantes no surgimento de novos casos da
doenca de Chagas no Brasil, principalmente nos grandes centros urbanos, como conseqiiéncia
do grande contingente de imigrantes rurais ¢ a ineficiente selegdo de doadores nos bancos de
sangue (DIAS, 1987). Entretanto, devido ao extenso programa de controle dos bancos de
sangue em toda a América Latina, que passaram a realizar a triagem sorologica para doenga de
Chagas em todos os doadores, os casos de transmissdo transfusional diminuiram drasticamente

(OPAS, 2006).

E importante ressaltar que, além dos maleficios individuais, a doenga de Chagas
apresenta-se como uma importante doenca de contexto social, uma vez que esta constitui uma
enfermidade cronica debilitante e incapacitante. Na América Latina, a doenga de Chagas
produziu o maior 6nus de enfermidade entre as denominadas doengas tropicais. O 6nus que
produz a doenga de Chagas ¢ o quarto em importancia entre as enfermidades infecciosas
prevalentes na regido. Somente as infec¢des respiratOrias agudas, as doengas diarréicas e a
AIDS produzem um 6nus maior (SCHMUNIS, 2000).

Inicialmente, a doenga ¢ caracterizada por uma forma aguda, geralmente assintomatica,
caracterizada principalmente por alta parasitemia. O sintoma mais importante nesta fase ¢ a
porta de entrada do parasita, que pode ser evidenciada pelo inchago unilateral de ambas as
pélpebras, descrito como sinal de Romana. Outra possibilidade da pesquisa clinica ¢ encontrar
as possiveis portas de entrada em diversas regides da pele, conhecidas como Chagoma de

inoculacdo (KIRCHOFF, 1993).



A parasitemia durante a fase aguda da doenca ¢ relativamente alta e a taxa de
mortalidade nesta fase pode alcancar 10 a 15% em certas regides, o que parece estar
relacionado com a cepa do parasita em particular (SCHOFIELD, 1991).

A fase cronica da doenga de Chagas compreende todos os pacientes depois dos
primeiros 60 dias da infec¢do aguda, onde se observa parasitemia sub-patente (KIRCHOFF,
1993). Esta pode ser subdividida em trés formas clinicas principais: indeterminada, cardiaca e
digestiva, podendo ainda existir a forma cardio-digestiva.

A forma indeterminada ou assintomatica ¢ observada em 60 a 70% dos pacientes na
fase cronica. Do ponto de vista clinico, ndo ha envolvimento cardiaco ou digestivo. Pacientes
com esta forma tém prognosticos melhores do que os pacientes sintomaticos, entretanto, 2% a
5% destes pacientes convertem, anualmente, as formas cardiacas e/ou digestivas, por razodes
ainda ndo esclarecidas (HIGUCHI, 1999; UMEZAWA et al., 2001).

A maior causa de morbidade e mortalidade na doenca de Chagas e dai a sua
importancia, sdo as alteracdes cardiacas e gastrointestinais, provenientes de um processo
inflamatorio cronico fibrosante da musculatura cardiaca ou digestiva e ainda da denervagao
motora destes 6rgados (CHAPADEIRO, 1999).

A forma cardiaca compreende cerca de 30 a 40% dos casos cronicos. Os pacientes
podem apresentar arritmia, faléncia cardiaca ou tromboembolismo. Na cardiomiopatia
chagésica, que caracteriza a forma cronica cardiaca da doenga, o coragdo encontra-se muitas
vezes dilatado e hipertrofiado, havendo aneurisma apical e uma miocardite progressiva e
fibrosante, decorrente do processo inflamatorio (HIGUCHI, 1999). A forma digestiva ¢

usualmente manifestada como megaesdfago e/ou megacolon e ocorre em cerca de 10% dos



casos, dependendo da regido geografica do estudo (UMEZAWA et al., 2001). O colon de
pacientes chagasicos com acometimentos gastrointestinais estd freqiientemente comprometido,
podendo haver dilatagdo do 6rgdo. Pacientes sintomaticos podem ter disfuncao de motilidade e
obstipacdo intestinal. Além do célon, também pode haver comprometimento esofageano,
sendo este bastante comum e caracterizado por disfagia e regurgitacdo (FIGUEIREDO et
al., 2002).

Apesar dos indices de mortalidade estarem sofrendo progressiva queda, a ocorréncia de
aproximadamente cinco mil 6bitos de chagésicos no pais, por ano, ainda representa a primeira
causa de morte entre as doengas parasitdrias, o que requer atengdo especial aos 3,5 milhdes de
brasileiros acometidos pela doenca. Apesar dos tratamentos disponiveis serem mais eficazes na
fase aguda, o acompanhamento clinico especifico e periddico pode minimizar os efeitos da
cronicidade da doenca, diminuindo a incapacitacdo e melhorando a qualidade de vida destes
pacientes (GONTLJO, 2000).

A eficacia do diagnostico da doenga de Chagas depende da fase da doenca em que o
paciente se encontra. Na fase aguda, por haver alta parasitemia, as técnicas parasitoldgicas
como hemocultura, xenodiagnostico e exame direto possuem alta sensibilidade, podendo esta
chegar a 100%. J& as técnicas sorologicas ndo apresentam eficicia nas primeiras semanas,
devido aos baixos niveis de anticorpos especificos (IgG ). A fase cronica ¢ caracterizada por
baixissima parasitemia e altos niveis de anticorpos IgG. Portanto, nesta fase o diagnostico ¢
feito basicamente por testes sorologicos, através das técnicas de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), Hemaglutinacdo Indireta (HAI) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI),

que apresentam sensibilidade variando de 95% a 100% (MORAES-SOUZA, 2000, LANGHI -



JUNIOR et al., 2002). Métodos parasitologicos como a Hemocultura, apresentam nesta fase
sensibilidade baixa, variando de 40% a 50% (CHIARI, 1966; LIMA, 2001).

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI) proposta por CAMARGO (1966) ¢ uma reagao
muito sensivel que consiste em fazer reagir sobre antigenos (extratos preparados de
Trypanossoma cruzi), pré-fixadoss em laminas de microscopio, anticorpos especificos
existentes no soro do paciente, adicionando posteriormente o conjugado (antiglobulina
marcada com substancia fluorescente).

O teste de ELISA ¢ um método dotado de grande sensibilidade. A reagdo se faz em
tubos ou cavidades de placas plasticas, previamente sensibilizados com o extrato antigénico.
Seguem-se incubagdes sucessivas, com o soro do paciente € com o conjugado imunoenzimatico
antiglobulinico e lavagens copiosas do recipiente plastico. Enchem-se, depois, as cavidades
com solugdo de substrato adequado, que se torna corado pela acdo da enzima, quando a reacao
¢ positiva (LIMA, 2001).

A Hemaglutinagao Indireta (HAI), introduzida por BOYDEN (1951) e aperfeicoada
por STRAVISTKY (1954) ¢ uma técnica simples e sensivel, que consiste na verificacdo de
aglutinacdo dos eritrocitos sensibilizados com extratos antigénicos de Trypanossoma cruzi em
presenca de anticorpos eventualmente contidos no soro a ser examinado.

A hemocultura ¢ uma técnica parasitologica utilizada em servigos especializados para
defini¢do terapéutica anti-parasitaria, controle de cura e confirmagao diagndstica. Consiste em
semear o sangue do paciente com suspeita de doenca de Chagas, previamente coletado em

tubos com anticoagulante e centrifugado, em meio de cultura especifico para o Trypanossoma

cruzi (meio LIT). Mantém-se os tubos de cultura a 26-280C, homogeneizando-os



semanalmente. Sdo examinados uma vez por més, até 90 dias, pesquisando a presenca de
formas epimastigotas e tripomastigotas do Trypanossoma cruzi (CHIARI et al, 1979;
GALVAO, 1990).

Recentemente, técnicas moleculares vém sendo métodos alternativos para o diagnostico
da doenca de Chagas. A Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método confirmatorio
que consiste na amplificacdo de fragmentos de DNA do parasita, presentes em amostras de
sangue, soro ou tecidos do paciente. Corresponde a uma técnica capaz de detectar o DNA do
parasita em pequeno volume de sangue. Contudo, em diversas ocasides nao se conseguiu
detectar a doenca em pacientes com xenodiagndstico positivo. (SANDLER, 1989;
MORAES-SOUZA, 2000).

De maneira geral, o diagnostico sorologico para a doenga de Chagas ¢ o método de
escolha tanto em laboratorios clinicos como em bancos de sangue, apresentando os maiores
coeficientes de sensibilidade. Contudo, o controle soroldgico para doenca de Chagas na
hemorede publica, ainda requer a busca utdpica de testes 100% sensiveis e especificos, que
possam proteger o receptor de uma transfusdo de sangue chagésico nao identificada e que nao
traga ao doador o estigma de ser rotulado erroneamente como chagasico por falha na

especificidade soroldégica (MORAES-SOUZA et al., 2006).



1.2- Doenca de Chagas e transfusdo de sangue

A possibilidade de transmissdo da tripanosomiase através da transfusdo sangiiinea foi
inicialmente sugerida por MAZZA em 1936. Na década seguinte, os primeiros casos de
doadores infectados foram detectados por PELLEGRINO et al., 1949. Dezesseis anos apos a
descoberta de MAZZA, a transmissdo transfusional da doenca de Chagas foi definitivamente
documentada no Brasil por PEDREIRA DE FREITAS em 1952.

A partir da década de 50, comegou a haver crescimento do niimero de inquéritos
sorologicos entre doadores de sangue e candidatos a doacao de sangue em toda a América
Latina, inicialmente com muitas dificuldades operacionais, devido ao problema de padronizagao
da sorologia empregada - Fixacdo do Complemento (DIAS & SCHOFIELD, 1998). Nas
décadas seguintes estes inquéritos foram facilitados pela incorporagdo de técnicas soroldgicas
mais adequadas e reprodutiveis como a Hemaglutinagao Indireta, Imunofluorescéncia Indireta e
ELISA (DIAS, 1979).

Por outro lado, a pratica da transfusdo de sangue se generalizou e expandiu pela
América Latina a partir dos anos 40 (OPAS, 1994; WENDEL, 1997). Paralelamente viu-se o
grande aumento de migracdo dos individuos chagasicos das zonas rurais para os centros
urbanos de regides ndo endémicas (SCHMUNIS, 1997). Tudo isto contribuiu para aumentar
significativamente o risco da doenga de Chagas transfusional, de tal forma que na década de 70,
a cada 100 mil casos novos de doenga de Chagas por ano, no Brasil, 20 mil correspondiam a

transmissao transfusional (DIAS, 1979).



No Brasil, a situagdo da Hemoterapia se destacou ainda mais apds o advento da AIDS.
Até a década de 80, pouco se sabia sobre a real situagdo da hemoterapia praticada na América
Latina em geral, especialmente em relacdo as medidas empregadas no controle da doenga de
Chagas associada a transmissao sangiiinea (MORAES-SOUZA, 1994). O aumento do niimero
de casos de AIDS, associado ao carater letal desta doenga, sensibilizou a sociedade em geral de
modo a induzir o Estado a assumir a¢ao prioritaria de manutengdo do sistema hemoterapico
brasileiro (GONTIJO, 1989).

Como resultado de um amplo movimento nacional, coordenado por profissionais da
area e com ampla mobilizagdo da sociedade, o Ministério da Satde criou em 30 de abril de
1980, o Programa Nacional de Sangue - PRO SANGUE (MORAES-SOUZA et al., 1997).
Com isto, teve inicio uma politica efetiva com o objetivo de organizar, sistematizar e
normatizar a utilizacdo do sangue e hemoderivados, além de estimular a doacdo voluntéria e
promover maior numero de pesquisas na area da hemoterapia.

Na década de 80, reunindo dados sobre a prevaléncia da infeccdo chagasica em
candidatos a doadores de sangue, agruparam-se 60 inquéritos nacionais € 32 de outros paises
latino-americanos, que apresentaram indices de sorologia positiva para o 7. cruzi que variavam
de 0% a 25,8% no Brasil, e de 0% a 28% nos demais paises, com prevaléncia média de 7%
(MORAES-SOUZA et al., 1985). Na década de 90, um outro estudo analisou inquéritos
sorologicos dos ultimos 10 anos e verificou que de 1.522.117 exames realizados, entre
doadores, 45.568 (2,9%) foram positivos para 7. cruzi. No Brasil, os indices de prevaléncia
variavam de 0,09% a 14,6%, e nos demais paises, de 0% a 62,1%, incluindo os Estados Unidos

(SCHMUNIS, 1991).



Diante dos dados sobre a transmissdo transfusional da doenga de Chagas, indicando o
risco da expansdo da doenca nos centros urbanos, foram intensificadas as agdes de controle da
doencga de Chagas, capitaneadas pela OPAS em diversos paises da América Latina, tendo como
ponto de partida a Iniciativa do Cone Sul, programa de controle da doenca de Chagas, que teve
como proposta a elimina¢do do vetor e formulacdo da Lei do Sangue nos seis paises do Cone
Sul (Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Chile), visando controlar a transmissdao
transfusional do 7. cruzi (DIAS & SCHOFIELD, 1998).

A criagdo da Iniciativa do Cone Sul, em 1991, trouxe um imediato e significativo
impacto no controle da doenca de Chagas transfusional. No mesmo ano foram iniciadas
reunides técnicas com epidemiologistas e hemoterapeutas para normatizar as regras, 0s
procedimentos e os insumos necessarios a reducao do risco da doenga de Chagas transfusional
(DIAS & SCHOFIELD, 1998).

Uma das prioridades da Iniciativa do Cone Sul foi a melhoria no padrdao da sorologia
realizada. Foi estabelecido que o controle sorologico pré-transfusional era mandatorio e
seguindo uma antiga determinagdo da OPAS, exigiu-se a realizacio de pelo menos duas
técnicas sorologicas de principios diferentes no sangue a ser transfundido, utilizando para isto
técnicas mais confidveis, simples e com melhores sensibilidade e especificidade do que a de
Fixagdo do Complemento, que foi gradativamente substituida em toda a regido (DIAS &
SCHOFIELD, 1998).

As técnicas de Imunofluorescéncia Indireta e Hemaglutinacdao Indireta, desenvolvidas
respectivamente nos anos de 1959 e 1970, foram definitivamente instituidas na triagem

sorologica dos doadores de sangue, passando a ser por muitos anos, os testes de escolha nos



bancos de sangue para a exclusao de doadores. Um inquérito nacional, realizado no Brasil entre
o fim dos anos 80 e inicio dos 90, revelou que estas reagdes eram empregadas por,
respectivamente, 67,8% e 72,2% dos 850 servicos que realizavam sorologia
(MORAES-SOUZA et al., 1994).

O emprego da técnica de ELISA para o diagndstico da doenga de Chagas data de 1975
(VOLLER, 1975). Empregando-se de inicio extratos de 7. cruzi como antigeno, a técnica,
apesar de alta sensibilidade, perdia em especificidade devido a possibilidade de reagdes
cruzadas, em especial com Leishmania sp € Trypanosama rangeli (MORAES-SOUZA, 2000).
Com o emprego de proteinas purificadas e antigenos recombinantes, conseguiu-se melhorar a
especificidade do teste sem comprometer a sensibilidade. Desde o inicio da década de 90, a
escolha desta técnica para triagem soroldgica de doadores aumentou rapidamente, passando de
14,3 % em 1988 para 60,2% em 1990 no Estado de sdo Paulo (ALMEIDA, 1997), sendo hoje
a técnica recomendada pela legislaciao vigente (ANVISA, 2004 — portaria 153)

Desde 1993, as recomendacdes técnicas da Iniciativa do Cone Sul em relacdo a
prevencao da doenga de Chagas transfusional tém se fixado principalmente no aumento da
cobertura sorologica do sangue a ser transfundido e na qualidade nos procedimentos
hemoterapicos. A busca de maior sensibilidade nos testes continua sendo a principal
preocupagdo para que se evite a transmissao do 7. cruzi pela transfusdo de sangue e
componentes. Porém, progressivamente aumenta a busca de maior especificidade, para
evitar-se o descarte desnecessario de bolsas de sangue e os constrangimentos que os resultados

falso-positivos podem acarretar ao individuo (DIAS et al., 2002).



Atualmente, vem chamando a atencdo a alta proporcdo de reacdes discrepantes ou
indeterminadas nos bancos de sangue, que se caracterizam por amostras duvidosas em um
determinado teste e positivas ou mesmo negativas em outro (SALES et al., 1996). Tais
discrepancias tornam-se mais evidentes e conflituosas em doadores de repeticdo e/ou
fidelizados quando, apds até mais de uma dezena de reagdes soroldgicas repetidamente
negativas em doagdes prévias, apresentam sorologia indeterminada ou eventualmente positiva
em doagio subseqiiente (SALLES et al., 1996; LANGHI-JUNIOR et al., 2002).

Diferentes estudos tém demonstrado que no contexto atual, no Brasil e em outras
regides em que a endemia encontra-se sob controle, reagdes indeterminadas representam,
freqlientemente, mais de 50% das inaptiddes sorologicas para doenca de Chagas e ndo
raramente, sio superiores a 80% (XVI REUNIAO ANUAL DE PESQUISA APLICADA EM
DOENCA DE CHAGAS E LEISHMANIOSES). Estudos de SALLES et al., 1996
demonstraram que 69,6% das reagdes ndo negativas detectadas em 6.915 dos 411.617
doadores testados sorologicamente na Fundagdo Pr6 Sangue de Sao Paulo, através de trés
diferentes técnicas, eram inconclusivas. No caso do Brasil, estimando em 60% a ocorréncia de
reacdes indeterminadas nas trés milhdes de doagdes anuais, das quais 0,6% das bolsas coletadas
sdo descartadas pela sorologia para 7. cruzi, 10.800 estardo sendo descartadas por sorologia
indeterminada (MORAES-SOUZA et al., 2006).

A ocorréncia de reagdes indeterminadas (a maioria traduzindo falhas na especificidade
dos testes soroldgicos), faz com que muitos individuos sadios sejam rotulados como portadores
de uma doenca grave, levando a sérias conseqiiéncias psicologicas, sociais € econdmicas ao

doador excluido, erroneamente rotulado de chagasico, além de promover o descarte



desnecessario de unidades de sangue nos hemocentros e importantes perdas financeiras para o
Sistema Unico de Satde (SUS).

As dificuldades na abordagem e conducao de doadores com reagdes soroldgicas
indeterminadas, a quase totalidade nao-chagasicos, torna imprescindivel a implementacio de
mecanismos que permitam minimizar, ou mesmo eliminar os resultados sorolégicos duvidosos

ou indeterminados para a doenca de Chagas.

2. HIPOTESE

e O conjunto de trés testes sorologicos e um teste parasitolégico usados no diagnostico
da doenga de Chagas, realizados simultaneamente, permitirda definir com maior
seguranca o perfil sorologico de doadores de sangue com sorologia ndo negativa para

esta doenga.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a ocorréncia e o significado das reagdes soroldgicas ndo-negativas para doenga

de Chagas entre os candidatos a doacdo de sangue do Hemocentro Regional de

Uberaba no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2005.



3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Entre os doadores de sangue do Hemocentro Regional de Uberaba:

Avaliar o perfil sorologico para doencga de Chagas no periodo de 6 anos;

e Analisar as caracteristicas demograficas e sociais do doador em geral e comparar com o

doador inapto por sorologia positiva e indeterminada para Trypanosoma cruzi,

e Verificar a concordancia dos resultados entre os testes realizados;

e Calcular e comparar a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos e

parasitologicos empregados no diagnostico da doenga de Chagas;

e Definir o perfil sorologico dos doadores com sorologia indeterminada.

4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAL



Dados fornecidos pelo Hemocentro Regional de Uberaba (unidade da FUNDACAO
HEMOMINAS), através da revisdo das fichas cadastrais de candidatos a doacdo de sangue,

que compareceram a este servigo no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2005.

4.2 CASUISTICA

4.2.1) Para andlise do perfil sorologico para doenca de Chagas e

caracterizagcdo socio-demogrdfica dos doadores inaptos

A populagdo de estudo foi constituida por 269 candidatos a doagao de sangue, distribuidos
em dois grupos: com sorologia positiva (129 individuos) e indeterminada (140 individuos) para
doenga de Chagas. Os tdpicos analisados foram obtidos através da revisao das fichas de cada
um destes doadores. A partir desta andlise, as seguintes variaveis foram associadas a cada um

dos doadores:

a) Identificac¢ao: iniciais do doador e nimero do registro no HRU.
b) Procedéncia: cidade de origem de cada um.

¢) Cor: B (Branco); NB (ndo-branco: pardo, negro ou mulato)

d) Idade: determinada pela subtracdo entre a data de nascimento ¢ a data da ultima doacao.
A distribuicdo dos doadores, em grupos com idade inferior ou igual a 30 anos e maiores
que 30 anos, foi estabelecida em decorréncia do fato de que os programas de controle

nacional do vetor da doen¢a de Chagas terem sido iniciados nos anos 70, ocasido em



e) Sexo: F- feminino; M- masculino.

f)Tipo de doador: Novo (aqueles que fizeram sua primeira doagdo no HRU entre janeiro
de 2000 e dezembro de 2005); Retorno (aqueles que haviam feito pelo menos uma doagao

neste Servico antes de janeiro de 2000).

g) Resultado sorolégico: Positivo (aquele que apresentou resultados repetidamente
positivos nas duas ou trés técnicas realizadas para triagem sorolégica para doenga de
Chagas no HRU); I- Indeterminado (que teve resultados sorologicos discordantes entre

as duas técnicas).

h) Profissao: Os candidatos a doacdo foram agrupados segundo a lista nacional de
profissdes do IBGE (anexo II), considerando a atividade que exerciam na ocasido da

doacdo. Foram classificadas de acordo com a qualificagdo profissional, assim definida:

e (Qualificada: individuos com qualificacdo profissional especifica para a funcao

desempenhada, adquirida através de educagao formal (cursos).

e N3ao-qualificada: individuos que ndo possuem capacitagdo técnica, ndo tém

uma atividade definida e estdo sujeitos a qualquer tipo de trabalho.



e Semi-qualificada: individuos que possuem habilidade, formacao técnica minima que

pode ter sido obtida, informalmente, através da experiéncia pratica.

4.2.2) Para avaliacio da sensibilidade e especificidade dos testes realizados no

HRU/ FUNDACAO HEMOMINAS

A populagdo de estudo foi composta por 60 candidatos a doacdo (convocados para
participar da pesquisa) que tiveram sorologia positiva ou indeterminada para doenca de Chagas
no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2005 e por 30 doadores negativos. Foi

estabelecido a classificagdo destes individuos em 3 grupos:

Grupo 1 Composto por 30 individuos com sorologia positiva que foram convocados
a comparecerem no HRU para repeticio de testes sorologicos e realizacdo de um teste
parasitologico.

Grupo 11 Composto por 30 individuos com sorologia indeterminada que foram
convocados a comparecerem no HRU para repeticdo de testes sorologicos e realizagdo de um
teste parasitologico.

Grupo 111 Composto por 30 doadores de retorno, com sorologia sabidamente
negativa, que compareceram ao HRU para doagdo no periodo de 26 a 28 de maio de 2006, dos

quais foi colhida uma amostra de sangue para repeticao de testes soroldgicos.



4.3) PROCEDIMENTOS

4.3.1) Identificacdo dos procedimentos e técnicas utilizadas na triagem

sorolégica para doenca de Chagas na FUNDACAO HEMOMINAS / HRU

Ao comparecer ao Hemocentro Regional de Uberaba, o candidato a doacdao ¢
mnicialmente submetido a triagem clinica, como estabelecido pelo Ministério da satde (Portaria
1396/MS, 1993 e¢ ANVISA, RDC 153, 2004). E realizada por profissionais capacitados
seguindo protocolo preestabelecido, através de anamnese pormenorizada, colhendo dados de
identificacdo do doador e dados que possibilitem a identificacdo de doengas recentes ou
pregressas, historico de cirurgias ou transfusdes, risco de contaminacdo por doengas
sexualmente transmissiveis e outros dados que possam classificar o doador como inapto clinico
temporario ou permanente a doacdo de sangue (anexos III e IV).

E feita ainda, a dosagem de hemoglobina do doador, fator excludente caso esta esteja
fora dos valores de referéncia estabelecidos pelo Ministério da saude (Portaria vigente). Nesta
fase, avalia-se também parametros importantes como peso, pressdo arterial e temperatura do
candidato a doacao.

Ao final da triagem clinica o doador assina a ficha cadastral, responsabilizando-se pelas
informagdes nela contidas e autorizando a realizagdo das provas sorologicas. No ato da doacao

o individuo € conscientizado sobre a possibilidade de reagdes falso-positivas, devido a alta



sensibilidade dos métodos, comprometendo-se a retornar ao hemocentro para coleta de 2*
amostra e repeticdo dos exames, em caso de reagdes positivas ou duvidosas. O Hemocentro
Regional de Uberaba trabalha ainda com a auto-exclusdo (anexo V), processo que pode
detectar possiveis fatores de risco, admitidos pelo proprio doador e que nao foram levantados
na triagem clinica, diminuindo assim falhas que possivelmente possam ter ocorrido durante a
entrevista.

No caso de aptidao clinica, o doador ¢ encaminhado a sala de coleta, onde doa cerca de
400 ml de sangue total, além de amostras para realizacdo de sorologia ¢ exames
imunohematoldgicos. A bolsa de sangue ¢ entdo identificada e armazenada até a conclusido dos
exames e autorizag¢ao de liberacao pelo proprio hemocentro.

A triagem sorologica para doenca de Chagas no Hemocentro Regional de Uberaba /
FUNDACAO HEMOMINAS, foi realizada, inicialmente, por duas técnicas de principios
diferentes até 2004 (figura 2), como regulamentada pelo Ministério da Saude (1993). Assim,
entre os anos de 2000 e 2003 foram utilizadas as técnicas de ELISA e Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), sendo introduzida também em 2004, a técnica de Hemaglutinacao Indireta (HAI)

para repeticao de reagdes positivas ou duvidosas.

o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Para a realizagdo desta técnica, foram utilizados reagentes ChagateK ELISA dos
laboratdrios Biomérieux ®, obedecendo ao método descrito por VOLLER (1975). Esta técnica

utiliza enzimas que através de acao catalitica marcam os anticorpos IgG presentes no soro do

paciente infectado, sensibilizados com a peroxidase, produzindo amostras coloridas. A olho nu,



as amostras que apresentam coloracdo mais intensa, claramente diferenciadas sdo consideradas
reativas. A partir da leitura espectofotométrica dos resultados, € feito o calculo do valor do cut

off do proprio teste, através das densidades Opticas dos controles negativos (fornecidos pelo

fabricante). A amostra ¢ considerada ndo-reativa se o cut off do paciente for inferior ao valor
do cut off do teste e reativa, se for superior.

Em bancos de sangue, reagdes com valores a mais ou menos 20% do cut off do teste,
que caem na chamada area cinza ou boderline, sdo consideradas indeterminadas, isto €, ndo

definidas, e devem ser repetidas.

e IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

Realizada utilizando-se reagentes fornecidos pela Biomérieux®, segundo metodologia

proposta por CAMARGO (1966), em que anticorpos presentes no soro do paciente chagasico,
quando incubados sobre lamina de vidro previamente sensibilizada com antigenos do
Trypanosoma cruzi, sao revelados através de um conjugado anti-globulina humana marcada
com Isotiocianato de Fluoresceina, que produz coloragdo fluorescente nos parasitas em casos

positivos, visualizados através de microscopio de fluorescéncia.

e Reacdes positivas as formas do parasita s3o vistas como estruturas bem

coradas, nitidamente delimitadas por fluorescéncia verde.



e Reagodes indeterminadas ha fluorescéncia duvidosa, de apenas parte do

parasita, nestes casos a reagao ¢ repetida para confirmacdo dos resultados.

e Reacdes negativas 0s parasitas permanecem como manchas foscas e

irregulares com fraca fluorescéncia interior.

Em bancos de sangue a diluigdo do soro pra realizagao da técnica de IFI, ¢ de 1:20 para

alcancar maxima sensibilidade, o que pode acarretar resultados falso-positivos.

e HEMAGLUTINACAO INDIRETA (HAI)

Utilizou-se kits da BioMérieux®, segundo metodologia descrita por MIDDLEBROOK

& DUBOS (1948), que utiliza hemacias recobertas por antigenos soliveis de 7. cruzi, que se
aglutinam na presenca de anticorpos, eventualmente contidos no soro do paciente. Foi
realizado teste qualitativo, diluindo-se o soro em PBS na propor¢ao de 1:20. A interpretacao
dos resultados foi feita ap6s uma hora de incubag¢do do soro do paciente com as hemadcias
sensibilizadas em temperatura ambiente. A andlise ¢ simples sendo feita a olho nu, na qual sdo

consideradas:

e Reacdo positiva Forma-se um véu uniforme de hemacias, recobrindo toda a

cavidade da placa.

e Reacdo negativa: Forma-se um botdo compacto de hemacias no fundo da

cavidade.



e Reacdo indeterminada: Forma-se um véu pouco nitido, recobrindo cerca de
metade da superficie da placa, podendo haver depdsito de hemécias no fundo da

cavidade. Nestes casos a reagdo deve ser repetida.

Figura 2) Algoritmo para triagem sorolégica da doenca de Chagas na FUNDACAO HEMOMINAS,
julho / 2000.
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PERMANENTE PERMANENTE APTO

ENCAMINHAR

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba — Laboratorio de Sorologia.

Desde 2004, a FUNDACAO HEMOMINAS utiliza o algoritmo representado na figura
3 para triagem sorologica da doenga de Chagas. A partir dele realiza-se inicialmente apenas a
técnica de ELISA e em casos positivos ou duvidosos, persistentes na 2* amostra, realiza-se

também a técnica de IFI para confirmacao dos resultados.

4.3.2) Convocacgao dos doadores inaptos sorologicos para doenca de Chagas

Os doadores foram convocados através de telefonema, a comparecerem ao HRU em
data pré-estabelecida, para coleta de amostras de sangue para realizagdo de trés testes
sorologicos e um teste parasitologico, além de responder a uma ficha de investigagdo
epidemiologica (anexo VII). Em principio foram convidados aleatoriamente individuos com

sorologia positiva e indeterminada por técnicas anteriormente realizadas no HRU. Contudo,



devido ao alto indice de pessoas ndo encontradas ou com residéncia fora de Uberaba, foram
estabelecidos os critérios de exclusdo (Figura 4) e optou-se pela decisdo de pareamento entre
3trés grupos: positivos, indeterminados e negativos (grupo controle), cada um composto por

30 individuos.

4.3.3) Avaliacao epidemioldgica dos doadores convocados

Ao comparecer ao HRU, os doadores assinaram a um termo de consentimento (anexo
VI) autorizando a realizacdo de testes soroldgicos e parasitologicos, e responderam a uma
ficha epidemiologica (anexo VII) em que constam alguns fatores predisponentes a infec¢ao
chagasica, como procedéncia, antecedentes familiares para a doenga e risco de contaminagao
por sangue e hemoderivados. Nesta ficha constam, também, caracteristicas sdcio-demograficas

do doador para posterior comparagdo entre os trés grupos.

PERDA Obito 3/269 — 1,1%
Nao compareceram 17/269 — 6,3%
DE
Nao encontrados 96/269 — 35,6%
AMOSTRAL

Residéncia > 120 Km 83/269 — (31%)

Nao aceitaram participar 7/269 — 2,6%

Figura 4) Critérios de exclusdo para a convocacgao dos 269 doadores ndo-negativos para doenga
de Chagas



4.3.4) Coleta de sangue

Para coleta de sangue foram utilizados materiais fornecidos pela FUNDACAO
HEMOMINAS. No total, foram coletados 8 tubos de sangue total de cada um dos 60 doadores
ndo-negativos, dos quais: 1 tubo de 6mL para repeticdo dos testes soroldogicos colhidos em
tubos com gel e sem anticoagulante, 5 tubos para realizacdo do teste de Hemocultura colhidos
em tubos com EDTA e 2 tubos para realizacdo futura de um teste de Biologia Molecular
(Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR) também em EDTA.

Para o grupo controle foi colhido apenas 1 tubo de sangue para realizagdo de testes

sorologicos.

Figura 3) Algoritmo utilizado na triagem soroldgica para doenca de Chagas na FUNDACAO
HEMOMINAS /2004.
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Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba — Laboratorio de Sorologia

4.3.5) Armazenamento do material

Os tubos de sangue destinados a realizagdo de sorologia foram previamente

centrifugados a 3.500 RPM durante 5 minutos. O soro foi separado do sedimento de hemacias
e colocado em tubos eppendorfs (1,5mL), sendo posteriormente congelado a -250C até a data

de processamento.
Para realizagdo da hemocultura ndo houve armazenamento do material, sendo este

processado imediatamente apos a coleta.



Para a realizacdo futura da técnica de PCR os tubos de sangue foram dspejados em

solucdo de guanidina (hidrocloreto de guanidina, hidréxido de sédio e EDTA), previamente

preparada no Laboratério de Parasitologia Humana da UFTM e armazenados a -250C.

4.3.6) Processamento do material

4.3.6.1) SOROLOGIA _

Ap6s o término da coleta de sangue de todos os 90 individuos convocados (inclusive os
controles), os testes soroldgicos (ELISA, IFI e HAI) foram realizados, simultaneamente, no
Servigo de Patologia Clinica do Hospital Escola da UFTM — Setor de sorologia, obedecendo a
mesma metodologia descrita anteriormente, diferindo-se apenas nas dilui¢des do soro e ponto

de corte.
ELISA realizado com reagentes Chagatest da Wiener Lab®. A diferenca da utilizacdo

da técnica em bancos de sangue e em laboratdrios clinicos esta no calculo do ponto de corte.
Enquanto em bancos de sangue calcula-se uma zona de indeterminacao para o teste do doador

entre =+ 20% do valor de cut off do teste, aumentando assim a sensibilidade do método, em

laboratdrios de rotina ¢ utilizada como padrao uma zona de + 10% .



IFI realizada com reagentes da BioMérieux® . Para realizacdo desta técnica, o

soro de cada doador foi diluido a 1:40, diferindo da técnica de bancos de sangue que processa
o soro em menor diluicao (1:20). Para a realiza¢do da leitura utiliza-se a mesma metodologia

anteriormente descrita.

HAI utilizou-se reagentes da BioMérieux® a partir de técnica qualitativa. A técnica

aqui utilizada foi idéntica & da FUNDACAO HEMOMINAS, diferindo apenas na dilui¢io do

soro (1:40 — padrao de laboratorios clinicos).

4.3.6.2 TESTE PARASITOLOGICO - HEMOCULTURA

A técnica de hemocultura foi realizada no Laboratorio de Parasitologia Humana da
UFTM, sendo os reagentes adquiridos com o apoio financeiro da FAPEMIG e CAPES.

Foi feita uma padronizagdo visando a otimizagdao da técnica proposta por CHIARI et
al., 1979 e GALVAO (1990). Consistiu em semear o sangue do doador com suspeita da

doenca de Chagas, colhido em tubo contendo EDTA, previamente centrifugado a 3.500 RPM a

40¢ por 10 minutos, em meio de cultura especifico para Trypanossoma cruzi (meio LIT),

anteriormente preparado nesse laboratério. Mantiveram-se os tubos em cultura a 280C,

realizando—se leitura entre lamina e laminula em aumento de 100x, apo6s 30, 60 e 90 dias, para
pesquisa de formas epimastigotas ou tripomastigotas do Trypanossoma cruzi entremeados as

hemacias do paciente.



4.3.7) Calculo da sensibilidade e especificidade

Para o célculo da sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos realizados no
HRU no periodo de 2000 a 2005, analisou-se o resultado das 95.990 doag¢des recebidas no
Servigo durante este periodo. Consideramos os 140 doadores indeterminados como falso
positivos (FP), obtendo assim valores estimados para os dois parametros.

A sensibilidade e especificidade dos testes realizados no Laboratério Central do

HE/UFTM, entre os 90 doadores convocados, foram calculadas a partir dos resultados
sorologicos dos 30 candidatos a doacdo com sorologia positiva e dos 30 negativos (grupo

controle), ndo incluindo, portanto, os doadores com sorologia indeterminada no HRU.

A) SENSIBILIDADE

Corresponde a probabilidade de um teste dar positivo numa populagao de doentes, ou
seja, avalia a capacidade do teste detectar a doenca quando ela esta realmente presente. Para o
calculo da sensibilidade, montou-se inicialmente uma tabela de dupla entrada mostrando a

relacdo:

Tabela 1) Tabela de dupla entrada para o célculo de sensibilidade e especificidade dos testes

DOENCA
TESTE TOTAL
Presente  Ausente
Positivo VP FP VP + FP
Negativo FN VN FN + VN




TOTAL

VP + FN

FP + VN

™)

VP: verdadeiros positivos; FP: falso positivos; FN: falso negativos e VN: verdadeiros negativos

A partir desta tabela, calcula-se o coeficiente de sensibilidade (S) do teste através da

formula:

B) ESPECIFICIDADE

Corresponde a probabilidade do teste dar negativo numa populagdo em que a doenga
estd ausente, ou seja, avalia a capacidade do teste afastar a doenga quando ela estd ausente.

Para o calculo do coeficiente de especificidade (E) utiliza-se também a tabela de dupla entrada

\%

ilustrada acima, a partir da formula:




4.4) ANALISE ESTATISTICA

Foi elaborado um banco de dados em planilha eletronica no programa Microsoft Excel

contendo dados gerais dos doadores.
Os dados foram analisados com o programa GraphPad InStat ® versdo 3.06 para

Windows, conforme se segue.

4.4.1) Para avaliagdo da ocorréncia de reacoes sorologicas ndo-negativas para doenca de

Chagas nos ultimos 6 anos

Foi utilizada estatistica descritiva, através de célculos de proporcdes e porcentagens.

Para analise da ocorréncia de sorologia positiva ou indeterminada, por ano e por faixa

etaria, foi calculado o Coeficiente de Correlacdo Linear de Pearson (R2), obedecendo-se a

relacdo:
e -1<r<-0,8 relacdo linear forte inversamente proporcional
e -0,8<r<-0,5 relagdo linear moderada inversamente proporcional
e -0,5<r<0 relacdo linear de fraca para nula
e 0L r<+0,5 relacdo linear de fraca para moderada diretamente proporcional
e 05<r<+0,8 relagdo linear moderada diretamente proporcional

e 08<r<1,0 relagdo linear forte diretamente proporcional



Sendo que: RZ=r2 (ARANGO, 2005).

4.4.2) Para andlise das caracteristicas socio-demogrdficas dos doadores com

sorologia ndo-negativa para doenca de Chagas

Foi utilizado o teste de comparagdo de proporgdes (teste Z) para as variaveis tipo de
doador, sexo e idade, comparando-se os doadores inaptos sorologicos com os doadores em
geral do HRU, nos altimos 6 anos.

Para o estudo de associag@o entre as caracteristicas socio-demograficas e o resultado
sorologico (positivos e indeterminados) foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

Os resultados foram considerados significativos quando a probabilidade de rejeicao da

hipdtese de nulidade foi menor que 5% (p< 0,05).

4.4.3) Para andlise de concordincias entre os testes realizados no HRU para os 269

doadores nao-negativos para doenga de chagas

Foi calculado o indice Kappa (K) para verificagdo de resultados concordantes entre

os testes de ELISA, IFI e HAI, conforme dados da tabela de dupla entrada:



Tabela 2) Tabela de dupla entrada para calculo do indice kappa.

TESTE 2

TESTE 1 | POSITIVO NEGATIVO TOTAL

POSITIVO A B A+B
NEGATIVO C D C+D
TOTAL A+C B+D N)
Po - Pe
Sendo: K =
A+ Pe = {(A+B) (A+C)} + {(C+D)(B+D)}
D

A andlise foi feita segundo valores estabelecidos do indice kappa, sendo considerado:

VALORES DE KAPPA | CONCORDANCIA

<0,00 Péssima
0,00 - 0,20 Ruim
0,21 - 0,40 Fraca
0,41 - 0,60 moderada

0,61 -0,80 Boa




0,81 — 0,99 Otima

1,00 Perfeita

Fonte: FLEISS, 1985.

4.4.4) Para andlise da sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos

realizados no HRU e no Laboratorio Central do HE / UFTM

Foram calculados os coeficientes de sensibilidade (S) e especificidade (E£) para cada
teste, utilizando-se para isto, uma tabela de dupla entrada (demonstrada anteriormente),

relacionando (doenca x resultado do teste).

4.4.5) Outras andlises

Foi realizado o teste de Dunn para a compara¢do das medianas dos valores de cut off

para os 3 grupos de doadores.

Para a analise de associagao entre os antecedentes para doenca de Chagas e a presenga

da doenga foi calculado o risco relativo (RR), utilizando a tabela:

Tabela 3) Tabela de dupla entrada para o calculo do risco relativo (RR)

DOENCA ANTECEDENTE
SIM NAO
PRESENTE a b
AUSENTE c d
TOTAL atc b+d




A partir da tabela, calcula-se as probabilidades de um individuo que apresenta um
antecedente ter a doenga de Chagas (P(a/b)= a/a+c), e de um que nao apresenta antecedente
ter a doenca de Chagas (P(a/b’)= b/b+d). O célculo do risco relativo corresponde a relagao

entre estas duas probabilidades:

P (a/b)
RR=
P (a/b’)
Sendo que:
e RR<1 protegdo
e RR>1 risco

Juntamente com o calculo do risco relativo foi calculado, através do programa
estatistico, o intervalo de confianca referente a cada valor (IC (RR)). A interpretagdo dos

valores do risco relativo depende, portanto deste intervalo:

e IC(RR)LILILLS risco ndo significativo

e IC(RR)LI>1<LS risco significativo.



(Fonte: ARANGO, 2005).

5. RESULTADOS

5.1) Avaliagao do perfil sorologico para doenca de Chagas dos doadores de

sangue do HRU nos ultimos 6 anos

Nos ultimos seis anos foram realizadas no Hemocentro Regional de Uberaba um total

de 95.990 doagdes, das quais 269 (0,28%) foram de individuos com sorologia nao-negativa

para doenca de Chagas, sendo 129 (48%) positivos e 140 (52%) indeterminados (figura 5).

95

990 doacgoes

269 (0,28% )
Nao-negativos

140 (52% )
Indeterminados

129 (48% )
Positivos

Figura 5) Distribui¢ao
dos doadores
nao-negativos para
doenga de Chagas
atendidos no HRU no
periodo de 2000 a
2005.

Do total de bolsas de sangue coletadas entre 2000 e 2005 (95.990), 16.859 (18%)

foram de doadores novos e 79.131 (82%) de doadores de retorno (tabela 4). A proporcao de



doadores com sorologia positiva para doenga de Chagas no grupo de doadores novos (0,76%)
foi significativamente superior a do grupo de retorno (0,0012%), com p< 0,0001. Diferenga
significante foi observada também, nos resultados indeterminados, sendo que no grupo de
doadores novos (0,4%) a propor¢do foi significativamente superior a do grupo de retorno

(0,09%) com p< 0,0001.

Tabela 4- Ocorréncia de inaptiddo soroldgica para doenca de Chagas entre doadores novos e de retorno
do HRU no periodo de 2000 a 2005.

DOADORES TOTAL DE INAPTOS SOROLOGICOS PARA CHAGAS
DOACOES Positivos Indeterminados TOTAL
NOVOS 16.859 (18%) 128 (0,76%)* 67 (0,4%)* 195 (1,1%)
RETORNO 79.131 (82%) 1 (0,0012%) 73 (0,09%) 74 (0,09%)

TOTAL 95990 (100%) 129 (0,13%) 140 (0,15%) 269 (0,28%)
* p<0,0001

A avaliagdo dos doadores quanto ao género evidenciou que 27% (26.265) foram do sexo
feminino e 73% (69.725) do sexo masculino (tabela 5). A proporcdo de doadores positivos no
grupo feminino (0,2%) foi significativamente superior a do grupo masculino (0,1%), sendo p=
0,0005. Nao foi observada associagdo significativa entre sorologia indeterminada e o género

dos doadores (p= 0,39).

Tabela 5 — Distribuigdo dos doadores do HRU aptos e inaptos sorologicos para doenga de Chagas,
quanto ao género, no periodo de 2000 a 2005.

SEXO TOTAL DE INAPTOS SOROLOGICOS PARA CHAGAS
BOACOLS Positivos Indeterminados TOTAL
FEMININO 26.265 53 (0,2%) * 32 (0,12%) ** 85 (0,32%)

(27%)



MASCULINO  69.725 76 (0,1%) 108 (0,15%) 184 (0,26%)
(73%)

TOTAL 95.990 (100%) 129 (0,13%) 140 (0,15%) 269 (0,28%)

* p<0,0005

*% p= 0,39

Os doadores foram distribuidos ainda, quanto a idade, em dois grupos. O primeiro com
idade inferior ou igual a 30 anos e o segundo com idade superior a 30 anos (tabela 6).
Observou-se que nos ultimos 6 anos, a maioria das doacdes recebidas pelo Hemocentro
Regional de Uberaba foram de doadores com idade superior a 30 anos (52%), sendo também
nesse grupo encontrada a maior ocorréncia de inaptidao soroldgica para Chagas. A proporg¢ao
de positivos no grupo maior de 30 anos (0,20%) foi significativamente superior a do grupo

com idade igual ou inferior a 30 anos (0,05%), sendo p< 0,0001.

associagdo significativa entre sorologia indeterminada e a idade dos doadores (p= 0,078).

Tabela 6 — Distribuigdo dos doadores do HRU aptos e inaptos sorologicos para doenga de Chagas,

quanto a idade, no Periodo de 2000 a 2005.

N3do foi observada

IDADE TOTAL DE INAPTOS SOROLOGICOS PARA CHAGAS
DOACOES Positivos Indeterminados TOTAL
<30 ANOS 45.423(48%)  25(0,05%) 59 (0,13%) 87 (0,18%)
>30 ANOS 50.567(52%) 104 (0,20%)* 81 (0,16%)** 182 (0,36%)
TOTAL  95.990(100% 129 (0,13%) 140 (0,15%) 269 (0,28%)
)
* p<0,0001

% p= 0,078



A distribuicdo dos doadores em cinco faixas etarias evidenciou uma correlagdo linear forte
diretamente proporcional entre a idade e propor¢do de doadores positivos (pearson (r)= 0, 88),

como demonstrado na figura 6.
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Figura 6) Distribui¢ao dos doadores com sorologia positiva para doenca de Chagas em cinco faixas
etarias.



Quanto aos doadores com sorologia indeterminada, observou-se, através do coeficiente de
correlagdo linear de Pearson (r), que houve relacdo de fraca para nula entre a idade e o

resultado soroldgico (7= - 0,09).
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Figura 7) Distribui¢do dos doadores com sorologia indeterminada para doenca de Chagas em cinco faixas etérias.

A figura 8 mostra a relagdo entre a ocorréncia de positividade para doenga de Chagas
ao longo dos ultimos 6 anos, demonstrando que ha uma correlagdo linear forte inversamente
proporcional (Pearson (r)=-0,924 ), ou seja, a cada ano a ocorréncia de sorologia positiva

entre os doadores de sangue do HRU diminuiu gradativamente.
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Figura 8) Distribui¢ao dos doadores positivos para doenca de Chagas quanto ao ano.

Ja a figura 9 mostra a relacdo entre a ocorréncia de sorologia indeterminada para
doenga de Chagas ao longo dos tultimos 6 anos, demonstrando que ha uma correlagdo linear

moderada inversamente proporcional (Pearson (r)=-0,794 ).
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Figura 9) Distribuicao dos doadores indeterminados para doenga de Chagas quanto ao ano.

5.2) Caracterizagdo socio-demogrdfica dos doadores nao-negativos

A figura 10 ilustra a distribuicdo dos 269 doadores ndo-negativos para doencga de
Chagas quanto ao tipo de doador (novo ou de retorno). Dos 129 doadores com sorologia
positiva, 99,2% foram doadores novos ou de primeira vez (128) e apenas 0,8% (1 doador) foi
de retorno. Entre os 140 indeterminados, 48% foram doadores novos (67) e 52% de retorno
(73 doadores). Observou-se que o numero de doadores novos no grupo dos positivos ¢

significativamente superior ao do grupo de retorno, com p< 0,0001.

(X2=16,8; p<



Figura 10)
Distribuicdo dos doadores ndo-negativos para doenca de Chagas quanto ao tipo de doador.

Quanto a cor, brancos e nao-brancos, nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os candidatos a doacdo com sorologia positiva € com sorologia indeterminada (p= 0,86)

(figura 11).
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A avaliacdo dos doadores ndo-negativos, quanto ao sexo, evidenciou que entre
0s positivos 59% (76) foram do sexo masculino e 41% (53) do sexo feminino (figura 12). Entre
os indeterminados 77% (108) foram do sexo masculino e 23% (32) do sexo feminino. Portanto,
o indice de individuos do sexo masculino entre os ndo-negativos foi significativamente superior
ao do sexo feminino

(p=0,001).

(X2=10,4; p=0,001)

Figura 12) Distribuicdo dos doadores ndo-negativos para doenca de Chagas quanto ao sexo.

A distribuicdo quanto a idade demonstrou que 81 % dos candidatos a doagdo com

sorologia positiva (104) foram maiores de 30 anos e apenas 19% (25) menores de 30 anos

(p< 0,0001). Entre os indeterminados também houve maioria (58%) entre os maiores de 30

anos (figura 13).
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< 30 anos

Figura 13)
Distribuicao dos
doadores ndo-negativos para doenga de Chagas quanto a idade.

A andlise quanto a procedéncia demonstrou que a grande maioria, tanto entre os
positivos (96%) quanto nos indeterminados (85%), foram procedentes de regides consideradas
endémicas para doenga de Chagas. Observou-se que o indice de individuos procedentes destas
regides foi significativamente superior ao de individuos de regides ndo-endémicas (p< 0,0001)

(figura 14).



(X2=25; p< 0,0001)

Fig
ura 14) Distribui¢do dos doadores ndo-negativos para doenca de Chagas quanto a procedéncia.

Quanto a ocupagdo, os candidatos a doagdo foram distribuidos em 3 niveis de
profissdo: qualificada, semi-qualificada e ndo qualificada. Observou-se, tanto entre os positivos
quanto nos indeterminados, pequena predominancia de individuos semi-qualificados (figura 15).

Contudo, ndo foi observada associagdo significativa entre a ocupacao e o resultado sorologico

dos individuos (p=0,21).

(X2=4,5; p=0,21)

Figura 15)
Distribuicao dos doadores ndo-negativos para doenga de Chagas quanto a profissao.



5.3) Anadlise dos testes sorologicos utilizados na triagem sorologica para
doenga de Chagas no Hemocentro Regional de Uberaba

A partir da tabela 7 observa-se que entre os 269 candidatos a doagdo com sorologia
ndo-negativa para doenga de Chagas que compareceram ao HRU entre 2000 e 2005, 96%

foram triados pela técnica de ELISA, 84% pela IFI e 26% pela HAL

Tabela 7) Propor¢ao de cada teste utilizado na triagem sorologica para doenga de Chagas entre
doadores nao-negativos para doenga de Chagas no periodo de 2000 a 2005.

TESTE TRIAGEM SOROLOGICA (%)
DOS NAO-NEGATIVOS

ELISA 258 /269 96%

IF1 227 /269 84%

HAI 70 /269 26%

A tabela 8 mostra a quantidade de doadores que utilizaram em conjunto, pelo menos
duas técnicas soroldgicas. Observa-se que a maior parte dos individuos ndo-negativos (64%

dos positivos e 83% dos indeterminados) foram triados pelas técnicas de ELISA e IFI.

Tabela 8) Tipos de testes utilizados na triagem soroldgica dos doadores
ndo-negativos para doenga de Chagas no periodo de 2000 a 2005.

TRIAGEM SOROLOGICA  POSITIVOS INDETERMINADOS

IFI + ELISA 83 (64%) 116 (83%)
IFI + HAI 7 (5,5%) 2 (1,5%)
ELISA + HAI 20 (15,5%) 22 (15,5%)
ELISA + IFI + HAI 19 (15%) 0 (0%)

TOTAL 129 (100%) 140 (100%)




Nas tabelas 9, 10 e 11 estdo representadas as concordancias entre os testes: ELISA x
IFI, ELISA x HAI e HAI x IFI, respectivamente. Para cada conjunto de teste foi calculado o

coeficiente Kappa (k) para analise destas concordancias.

Tabela 9) Tabela de dupla entrada utilizada par calculo da concordancia
entre os testes de ELISA e IFI.

IFI + _ TOTAL
ELISA
n 119 19 138
_ 80 71572 71.652
TOTAL 199 71591  71.790

(Indice Kappa (K)= 0,6; Concorddncia moderada)

Tabela 10) Tabela de dupla entrada utilizada par célculo da concordancia
entre os testes de ELISA e HAL

HAI + _ TOTAL
ELISA
" 41 19 60
i} 1 18.701  18.702
TOTAL 42 18.720  18.762

(Indice Kappa (K)= 0,66; Concordincia boa)

Tabela 11) Tabela de dupla entrada utilizada par célculo da concordancia
entre os testes de IFI e HAI

HAI + - TOTAL
IFI
n 27 0 27
_ 1 5.410 5.411
TOTAL 28 5.410 5.438

(indice Kappa (K)= 0,5; Concorddncia moderada).



De acordo com os valores do indice Kappa, observa-se que o conjunto de testes
sorologicos que apresentou melhor concordancia foi ELISA x HAI (K=0,66), que tiveram uma
concordancia considerada boa seguido, respectivamente, por ELISA x IFI (K= 0,6) e HAI x
IFI (K= 0,5), que tiveram concordancia moderada.

Procedemos também com o calculo de sensibilidade e especificidade das trés técnicas
empregadas na triagem sorologica das 95.990 doagdes recebidas pelo HRU nos ultimos seis

anos. Estas analises estio demonstradas nas tabelas 12 a 14.

Tabela 12) Tabela de dupla-entrada para calculo da sensibilidade e especificidade da HAI / HRU.

HAI DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
+ 46 5 51
- 1 24.078 24.079
TOTAL 30 30 24.130

Sensibilidade (S) = 97,9%

Tabela 13) Tabela de dupla-entrada para calculo da sensibilidade e especificidade da TFT / HRU.

IF1 DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
+ 108 41 149
- 1 76.918 76.919




TOTAL 30 30 77.068

Sensibilidade (S) = 99%

Tabela 14) Tabela de dupla-entrada para célculo da sensibilidade e especificidade do ELISA / HRU.

ELISA DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
s 121 121 242
- 1 90.309 90.310
TOTAL 122 90.430 90.552

Sensibilidade (S) = 99,2%

A partir da analise das tabelas, observa-se que 90.552 amostras de sangue coletadas entre
2000 e 2005, no HRU, foram triadas pela técnica de ELISA, 77.068 pela IFI e 24.130 pela
HAI. A sensibilidade das técnicas variou de 97,9% para HAI, 99,2% para ELISA e 99% para

IFI. E a especificidade foi de 99,9% para HAI e IF1 e 99,8% para ELISA.



O numero de falso-positivos foi estabelecido considerando-se os 140 doadores com
sorologia indeterminada que realizaram cada tipo de teste. Estas analises foram realizadas a
partir dos dados da tabela 15. O Unico individuo falso-negativo (considerado nas trés técnicas)
foi referente a analise da tabela 4, que mostra um doador positivo no grupo de doadores de
retorno, indicando, portanto que pode ter havido falha na sensibilidade dos testes realizados

anteriormente.

Tabela 15) Distribui¢do dos 140 candidatos a doagdo com sorologia indeterminada para doenca de
Chagas quanto aos resultados de cada teste.

RESULTADO SOROLOGICO
TESTE POSITIVO NEGATIVO INCONCLUSIVO [EYeJVND
HAI 3 (13%) 18 (78%) 2 (8,6%) 23 (100%)
IFI 11 (9%) 81 (66%) 30 (25%) 122 (100%)
ELISA 47 (34%) 17 (12%) 74 (54%) * ** 138 (100%)

* ELISA x IFI: p< 0,0005
** ELISA x HAI: p< 0,0001

Considerou-se como falso-positivos em cada teste, a soma de individuos com resultados
sorologicos positivos e inconclusivos, sendo respectivamente 5 para HAI, 41 para IFI e 121
para ELISA. Os resultados sorologicos negativos foram incluidos no total de verdadeiros
negativos .De acordo com a analise da tabela 15, observa-se que a propor¢ao de resultados
inconclusivos para o teste de ELISA foi significativamente superior ao da IFI (p< 0,0005) e ao

da HAI (p<0,0001).



5.4)Caracterizacdo Socio-demogridfica dos 90 doadores convocados

Os 3 grupos de doadores convocados, cada um composto por 30 individuos (positivos,
indeterminados e negativos) foram analisados quanto as principais caracteristicas

socio-demograficas (tabela 16).

Tabela 16) Caracteristicas socio-demograficas dos 90 doadores convocados.

VARIAVEIS GRUPOS DE DOADORES VALOR-p (TESTE 7)
POS NEG IND Pos x Neg Pos x Ind Neg x Ind

SEXO



Masculino
Feminino
COR
Brancos
Nao-brancos
IDADE
< 30 anos
> 30 anos
PROFISSAO
Qualificada /
Semi-qualificada

Nao-qualificada

11 (37%)
19 (63%)

21 (70%)
9 (30%)

1 (3%)
29 (97%)

16(53%)

14 (47%)

18 (60%)
12 (40%)

24 (80%)
6 (20%)

13 (43%)
17 (57%)

24 (80%)

6 (20%)

21 (70%)
9 (30%)

19 (63%)
11 (37%)

15 (50%)
15 (50%)

20 (67%)

10 (33%)

p= 0,02
p= 0,04

p= 0,09
p=10,078

p< 0,0001
p= 0,003

p=0,03

p< 0,0005

p=0,001
p< 0,0005

p=0, 12
0,093

p< 0,0001
p= 0,001

p= 0,07

p= 0,06

p=0, 08
p=0,08

p=0,08
p= 0,04

p= 0,09
p= 0,09

p= 0,06

p=0,07

As figuras 16 a 19 representam as distribuicdes dos doadores positivos, negativos e

indeterminados quanto a cor, sexo idade e profissdo, respectivamente.




Figura 16) Distribuicdo dos doadores com sorologia positiva (A), negativa (B) e
indeterminada (C) quanto a cor.



Figura 17) Distribui¢do dos doadores com sorologia positiva (A), negativa (B) e
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Figura 18) Distribui¢cdo dos doadores com sorologia positiva (A), negativa (B) e






Figura 19) Distribui¢do dos doadores com sorologia positiva (A), negativa (B) e

A partir da analise da ficha epidemiologica de cada um dos 90 doadores convocados
que compareceram ao HRU, foram retirados dados referentes a ocorréncia de antecedentes
para doenca de Chagas (tabela 17) e foi calculado o Risco Relativo (RR) para cada
antecedente. Observou-se que nos 3 grupos estudados, individuos que tiveram contato com o
barbeiro e que tém familiares com a doenca de Chagas, apresentam um risco (significativo) de
respectivamente de 3,2 e 2,4 vezes a mais de adquirir a doenca do que aqueles que nao
apresentam estes antecedentes. Nao foi observada associagdo de risco entre doenca de Chagas
e transfusdo de sangue (RR=1,3) e cirurgia/transplante (RR= 1,2). Entre aqueles que viveram
ou vivem em regides endémicas observou-se risco de 3,3 vezes mais de adquirirem a doenga.
Contudo, este risco ndo foi significativo, devido ao fato de haver muitos individuos nao

doentes vivendo nestas regides.

Tabela 17) Ocorréncia de antecedentes para doenga de Chagas entre os 90 doadores convocados.

GRUPOS DE DOADORES

ANTECEDENTES PARA  Positivos Negativos Indeterminados (RR) Ic



DOENCA DE CHAGAS
Regido endémica

Transfusdo de sangue
Cirurgia / transplante

Contato com o barbeiro

N=30
28(93%)

3 (10%)
8 (27%)
21 (70%)

Doenca de Chagas na familia 22 (73%)

RR= Risco relativo estimado.

*  Associacao de risco
** Risco significativo

N=30 N=30
22 (73%) 23 (77%)
0 (0%) 4 (13%)
5(17%) 8 (27%)
5 (15%) 12 (40%)
11 (37%) 15 (50%)

33 *
1,3
1,2
3,2%

*%

2,4 %

*%

(95%)
(0,86; 12,4)

(0,53; 3,27)
(0,63; 2,3)
(1,65; 6,2)

(1,2;4.,8)

5.5) Cdlculo da sensibilidade e especificidade dos testes realizados no

Laboratorio Central do HE / UFTM.

Para esta andlise foram estudados apenas os doadores sabidamente positivos € 0s

negativos, ndo sendo incluido o grupo indeterminado. Apds a repeticdo dos trés testes

sorologicos para cada individuo, foi montada uma tabela de dupla entrada associando o

resultado dos testes com a presenca ou ndo da doenca. As tabelas a seguir mostram estes

calculos para ELISA, IFI e HAI, respectivamente.

Tabela 18) Tabela de dupla-entrada para calculo da sensibilidade e especificidade do ELISA / HE

ELISA DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
+F 30 1 31
- 0 29 29




TOTAL 30 30 60

Sensibilidade (S) = 100%
Especificidade (E)= 97%

Tabela 19) Tabela de dupla-entrada para céalculo da sensibilidade e especificidade da IF1 / HE.

IFI DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
A 30 0 30
- 0 30 30
TOTAL 30 30 60

Sensibilidade (S) = 100%
Especificidade (E)= 100%

Tabela 20) Tabela de dupla-entrada para calculo da sensibilidade e especificidade da HAI / HE.

HAI DOENTES NAO-DOENTES TOTAL
+ 30 0 30
- 0 30 30
TOTAL 30 30 60

Sensibilidade (S) = 100%
Especificidade (E)= 100%

A partir das andlises das tabelas 18, 19 e 20, verifica-se que os trés testes apresentaram

sensibilidade de 100%, ou seja, conseguiram detectar a doenga entre todos os portadores de



doenca de Chagas. Quanto a especificidade, IFI e HAI obtiveram 100% e o ELISA demonstrou
resultado falso-positivo em 1 individuo sadio, obtendo, portanto, especificidade de 96,6%.

Para o teste de hemocultura, foi calculada apenas a sensibilidade, ja que nado foi
realizado este teste para o grupo controle (negativos) impossibilitando, portanto, o calculo da
especificidade da técnica. Dos 30 candidatos a doagdo com sorologia positiva, 12 (40%) foram
positivos para hemocultura (sensibilidade= 40%) e entre os indeterminados, 100% foram

negativos (figura 20).



Sensibilidade (S)= 40%

Figura 20) Resultado da hemocultura entre os 60 doadores nao-negativos para doenga de Chagas.

5.6- Andlise geral dos resultados dos testes realizados para os doadores

ndo-negativos e grupo controle

A figura 21 estd demonstrando o resultado dos testes soroldgicos realizados, no
Laboratorio do Servigco de Patologia Clinica do HE-UFTM, para individuos indeterminados
quanto a sorologia para doenga de Chagas no HRU. Observa-se que dos 30 doadores
indeterminados, 100% foram negativos na IFI e Hemocultura, e, 96,6% foram negativos para
ELISA e HAL

Dos 30 doadores excluidos por sorologia indeterminada para doenca de Chagas no

HRU, 28 (93%) foram negativos na repeticdo dos trés exames sorologicos realizados no



laboratorio do HE. Dos positivos, 100% foram repetidamente positivos € no grupo controle, 29

foram negativos (97%) e 1 indeterminado (3%) para o teste de ELISA (figura 22).

IFI
30 INDETERMINADOS
HAI ELISA
96,6% negativos 96,6% negativos
3,4% Indeterminados 3,4% Indeterminados
HEMOCULTURA

Figura 21) Resultado da repeti¢do sorologica e do este parasitologico dos 30 doadores indeterminados
no HRU segundo sorologia do Laboratério de Patologia Clinica — Hospital Escola.

269 nao 30 negativos
Grupo-controle

60 209

Sorologia Laboratério Central
HE

30 30

Sorologia Laboratério Central
HE

100% 93% 97%




Figura 22) Analise geral dos resultados dos 90 doadores convocados.

Os resultados do ELISA foram analisados, ainda, quanto aos valores de cut off. Os 90
testes foram realizados em trés corridas, nas quais os valores de cut off foram, respectivamente
0,294, 0,299 ¢ 0,297, tendo portanto uma média (X) de 0,296. Os valores de cut off para cada
individuo foram analisados quanto uma estatistica descritiva (calculos de média, mediana,
minimo ¢ maximo) e através do método de Dunn para comparacdo entre as medianas de cada

grupo. A tabela 21 mostra estes resultados para os trés grupos.

Tabela 21) Descri¢do dos valores de Cut off do teste de ELISA para os trés grupos de doadores.

GRUPO n MIN.  MEDIAN MAX. CRUZAMENTO VALOR-p
A S (TESTE DE DUNN)
POSITIVO 30 0,987 2,000 2,760 POS x NEG <0,0001
NEGATIVO 30 0,000 0,016 0,345 POS x INDET <0,0001
INDETERMINAD 30 0,000 0,015 1,182 NEG x INDET 0,75
o)

A partir da analise da tabela, observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a mediana dos grupos de doadores negativos e indeterminados (p= 0,75). Ja
a mediana ds positivos foi significativamente superior a dos grupos positivos e indeterminados
(p< 0,0001).

A figura 23 demonstra a comparagdo destes resultados entre os trés grupos. De acordo
com os limites superior e inferior, observa-se que 75% dos doadores positivos apresentaram

cut off acima de 2,2 e 25% abaixo de 1,3. Os doadores negativos e indeterminados tiveram



comportamento semelhante, ou seja, 75% apresentaram cut off acima de 0,0 e 25% tiveram cut
off igual a 0,0.

30
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Figura 23) Analise do cut off (teste de ELISA)dos 90 doadores convocados.

6. DISCUSSAO

1 Perfil sorologico e caracterizagdo socio-demogridfica dos doadores ndo- negativos

para doenca de Chagas

No presente trabalho a ocorréncia de sorologia ndo negativa para doenga de Chagas

entre doadores do Hemocentro Regional de Uberaba, no periodo de 2000 a 2005 foi



relativamente baixa (0,28%) quando comparada aos resultados de 1,1% encontrados por
SILVA et al. (1999) e de 1,9% encontrados por SOBREIRA et al. (2001) em bancos de sangue
do Ceara. Segundo dados da ANVISA (2002), no Brasil atualmente o descarte de bolsas de
sangue por sorologia ndo negativa para Trypanosoma cruzi ¢ de 0,6%.

O baixo indice de individuos ndo negativos nesse estudo pode ser explicado pelo
controle eficaz do vetor em nossa regido, considerada endémica até a década de 80, e também
pelo nimero de doadores fidelizados (de retorno) do Hemocentro Regional de Uberaba, que no
periodo estudado corresponderam a grande maioria (82%).

O perfil sorologico dos 269 doadores nao-negativos evidencia uma discreta
predominancia de reacdes indeterminadas (52%) sobre aquelas verdadeiramente positivas
(48%). Diferentes estudos tém demonstrado que reacdes indeterminadas podem representar,
freqlientemente, mais de 50% das inaptidoes soroldgicas para doenga de Chagas em bancos de
sangue e ndo raramente, sdo superiores a 80% (XVI REUNIAO ANUAL DE PESQUISA
APLICADA EM DOENCA DE CHAGAS; MORAES-SOUZA et al., 2006)

Nesse estudo a prevaléncia de doagdes do sexo feminino (27%) foi semelhante aos
dados nacionais fornecidos pela ANVISA (2003) demonstrando que a doacdo feminina
correspondeu a apenas 26% das doagdes no Brasil e foi superior ao percentual de 8%
encontrado pelo HEMOPA (1995). Essa diferenga, segundo GUARIENTO et al., 1996, pode
ser explicada culturalmente pelo fato de que se atribui ao sexo masculino o papel de bons
doadores de sangue.

Apesar do pequeno predominio de sorologia ndo-negativa ter-se mostrado semelhante

em ambos os sexos (0,32% para mulheres e 0,26% para homens), a propor¢do de



soropositividade (verdadeiros positivos) foi significativamente superior entre as mulheres (0,2%
versus 0,1%). Segundo a FNS (1994) ndo ha relagdo entre o sexo e a infec¢do chagasica, sendo
que esta acomete indistintamente homens e mulheres.

A distribuicdo dos doadores em grupos com idade inferior ou igual a 30 anos e maiores
que 30 anos foi estabelecida de acordo com o periodo de criagdo de legislacdes especificas para
doacdo de sangue, que ocorreu entre os anos 70 e 80 (DIAS & SCHOFIELD, 1998) e o inicio
dos programas de controle nacional do vetor da doenga de Chagas. Apesar do pequeno
predominio de doadores com idade superior a 30 anos (52%), 81% dos soropositivos se
concentraram nesta faixa etaria (p< 0,0001). Entre aqueles com sorologia indeterminada, nao
foi evidenciada diferenca significativa entre os dois grupos (p= 0,078).

O estudo por diferentes faixas etarias revelou correlagdo linear forte diretamente
proporcional entre o aumento da idade e o indice de soropositividade, com pico entre 41 e 50
anos (28,4%). Estes resultados sd@o condizentes com os encontrados por SOBREIRA et al.,
2001, que encontraram maior prevaléncia de doadores soropositivos dentro desta mesma faixa
etaria. Similarmente, WENDEL (1997) mostrou correlagdo positiva entre idade e sorologia
positiva para doadores da América Latina

Quanto aos resultados indeterminados, bastante comum nos hemocentros do Brasil e
América Latina, torna-se necessario os estudos mais detalhados destes individuos, que na
maioria das vezes sdo pessoas jovens (segundo nosso estudo a maioria se encontrou na faixa
etaria entre 20 e 30 anos) e saudaveis, que acabam sendo rotulados como chagésicos.

A anélise dos doadores ndo-negativos para doenga de Chagas, em nosso servigo, quanto

as caracteristicas socio-demograficas, indicou que a grande maioria foram doadores brancos,



do sexo masculino e maiores de 30 anos, exercendo profissdes semi-qualificadas e procedentes
de regides endémicas ou rurais. Nosso estudo diferiu, quanto a cor e profissdao, de outros
servicos de hemoterapia do Brasil (HEMOPA, 1995; HEMOSC, 1998), que encontraram
maioria de pardos entre doadores ndo-negativos para doenga de Chagas e exercendo profissdes
nao-qualificadas.

Quanto a procedéncia, foi analisado o local de nascimento de cada doador. Observou-se
que 96% dos doadores positivos e 85% dos indeterminados nasceram em regides endémicas,
vivendo nestas dareas pelo menos até a primeira década de vida. Estas propor¢des sdo
condizentes com a localizacdo do Hemocentro Regional de Uberaba em regido considerada
altamente endémica para doenca de Chagas até final da década de 80 (PRATA, 2001), sendo

que a maioria das doagdes recebidas sdo de individuos provenientes desta regiao.

6.2 Anadlise dos testes soroldgicos utilizados na triagem sorologica para doenca

de Chagas no HRU



A andlise de concordancias, calculada através do indice Kappa, mostrou que os testes
de ELISA e HAI, quando realizados em conjunto, apresentaram uma concordancia considerada
boa (0,66), seguidos pelos indices de ELISA x IFI (0,6) e IFI x HAI (0,5). Estudo realizado
por HAMERSCHLAK, et al., 1997, demonstrou concordancia fraca entre HAI e IFI (K=
0,26). De modo geral os resultados concordantes por nés encontrados, foram superior ao
encontrado por CAMARGQO et al. (1986), num amplo estudo para normalizacdo do diagndstico
sorologico para doenca de Chagas, em que obteve indices de concordancia tdo baixos quanto
0,56 (MORAES-SOUZA, 2000).

Nosso estudo demonstrou sensibilidade de 97,9%, 99% e 99,2% para HAI, IFI e
ELISA, respectivamente e especificidade de 99,9% para HAI e IFI e 99,8% para o ELISA.
Para o calculo destes coeficientes estimou-se que os 140 doadores com sorologia
indeterminada eram falso-positivos. Foi considerado um resultado falso-negativo referente a um
unico doador de retorno que apresentou sorologia positiva. Como ndo se pode analisar se este
resultado ocorreu devido a falhas na sensibilidade dos testes empregados em doagdes prévias,
ou se houve contaminagao pelo 7. cruzi entre a penultima e a Ultima doagdo deste individuo,
consideramos a primeira opg¢ao, levando-se em conta a data de doagado deste individuo (que até
o inicio de 2001 foi repetidamente negativo em todos os testes, positivando no segundo
semestre do mesmo ano).

Nosso estudo demonstrou que 96% das doagdes recebida pelo HRU, nos ultimos seis
anos, foram triadas pela técnica de ELISA. O indice de adesdo ao teste, que até no final da

década de 80 era de 14,3% nos bancos de sangue do estado de Sao Paulo, passou para 60,2%



no inicio da década de 90 (MORAES-SOUZA, 1994; ALMEIDA, 1997), sendo hoje a técnica
recomendada pela legislagdo vigente (ANVISA, 2004 — Portaria 153).

Entre os 140 doadores com sorologia indeterminada, o maior indice de resultados
inconclusivos entre os testes, foi do ELISA (54%). Contudo a especificidade deste teste
(99,8%) ndo diferiu de forma discrepante dos coeficientes de especificidade das técnicas de
HALI e IFI (99,9% para ambos), o que pode ser explicado pelo fato de que proporcionalmente
um maior nimero de doadores foram triados pela técnica de ELISA ao longo dos ultimos seis
anos, encontrando-se altas taxas de verdadeiros negativos.

A ocorréncia de reagdes indeterminadas entre os trés testes pode ser explicada pela
diferenciacdo na padronizacdo da técnica em bancos de sangue em relacdo aos laboratorios
clinicos.

O ELISA tem a area de indeterminagdo correspondente ao dobro dos laboratorios
clinicos. Esse aumento visa melhorar a sensibilidade do teste, protegendo ao maximo o
receptor contra infeccdes hemotransmissiveis e ¢ utilizada pela grande maioria dos
hemocentros. Com isto, o indice de inaptiddao soroldgica tende a aumentar, uma vez que a
especificidade do teste torna-se inversamente proporcional em casos de aumento da
sensibilidade (FERREIRA, 2001).

Para a Imunofluorescéncia Indireta observamos 25% de resultados inconclusivos.
Segundo AMATO NETO, 2002, o processamento da técnica em diluigdes do soro em nivel de
1:20 esta vinculado a falsas positividades. Segundo o autor a falta de confiabilidade da técnica
neste nivel de diluicdo, esta diretamente vinculado ao indice de exclusio de doadores

falso-positivos, pois nesta diluigdo o soro do paciente estd concentrado, o que facilita a



ocorréncia de reagdes com anticorpos inespecificos. Contudo, valoriza-se a alta sensibilidade da
técnica nesta diluicdo. Exames realizados pelo mesmo autor em 100 individuos infectados por
T. cruzi e co-infectados por HIV mostraram sensibilidade de 100% para o método. Estudos de
SAEZ-ALQUEZAR (1998), em 57 dos maiores bancos de sangue do Brasil, mostram a

sensibilidade da IFI variando de 98,1% a 100%.

6.3 Caracterizacdo Socio-demogrifica dos 90 doadores convocados

A andlise das caracteristicas socio-demograficas dos trés grupos de doadores

convocados (positivos, indeterminados e negativos) demonstrou diferenga significativa entre:
positivos x negativos e positivos x indeterminados, respectivamente, quanto ao sexo e idade e
entre 0s positivos X negativos quanto a profissdo. Ja a andlise do comportamento entre os
negativos e indeterminados ndo indica diferencas significativas quanto as variaveis: sexo, idade
e profissdo. Quanto a cor, houve maioria de nao-brancos entre os indeterminados em relagao
aos negativos (p=0,04). Estes dados evidenciam a similaridade entre o perfil social dos
negativos e dos indeterminados, podendo ser um indicio de que doadores indeterminados sdao

na verdade individuos sadios que tiveram resultados falso-positivos nos testes realizados.



6.4 Sensibilidade e especificidade dos testes realizados

Para o calculo da sensibilidade e da especificidade das técnicas, foram analisados os 30
doadores positivos e os 30 negativos (grupo controle) convocados para a repeticdo dos testes
sorologicos. A sensibilidade das trés técnicas foi de 100% e a especificidade foi de 96,6% para
o ELISA e de 100% para IFI e HAI . Estes resultados sdo condizentes com varios estudos
brasileiros que demonstram a sensibilidade média das técnicas sorologicas igual a 99% e
especificidade de 98% (MORAES-SOUZA, 2000; UMEZAWA, 2004; MORAES-SOUZA et
al., 2006).

Considerando que os 140 doadores com sorologia indeterminada no HRU, sdo
doadores falso-positivos, ou seja, ndo apresentam a doenga, a sensibilidade dos testes de
ELISA, IFI e HAI, foram, respectivamente: 99,2%, 99% e 97,9% e a especificidade 99,8%,
99,9% e 99,7%. Observa-se, portanto, que estes coeficientes estdo dentro da média encontrada
em outros servicos de hemoterapia do Brasil (SAEZ-ALQUEZAR et al.,1997;
LANGHI-JUNIOR, et al., 2002) e sdo superiores aos encontrados em bancos de sangue da
Bolivia, cuja sensibilidade média foi de 90% para HAI e 97% para ELISA (PIRARD, et al.,
2005).

O teste de Hemocultura teve uma sensibilidade de 40% (12 dos 30 positivos), e entre os
indeterminados ndo foi encontrado nenhum resultado positivo. Varios estudos mostram

diferentes indices de sensibilidade para a técnica. Estudo realizado por CHIARI, et al., 1989,



em 40 pacientes chagasicos cronicos demonstrou sensibilidade de 55%, utilizando 30ml de

sangue coletados em tubos com anticoagulante, retirando-se rapidamente o plasma e
adicionando ao sedimento de hemécias o meio LIT, a 40C. Outros trabalhos revelam

sensibilidade da técnica variando de 36,5% (MORA, 1996) a 40% (GOMES, et al., 1999).
Estudo realizado por LAGES-SILVA, et al.(2001), em 52 pacientes chagasicos com a
forma digestiva da doenca (portadores de megaes6fago), demonstrou uma sensibilidade de
73,1% para o método de hemocultura. A autora relaciona maior parasitemia as formas
tissulares da doenca, sendo que os maiores indices de positividade sdo encontrados na forma
digestiva, seguidos pelas formas cardiacas e cardio-digestivas. Nos portadores da forma
indeterminada, a parasitemia ¢ mais baixa, havendo, portanto, baixo coeficiente de sensibilidade
para a técnica. Nosso estudo confirma os dados encontrados pela autora, sendo que dos 12
pacientes que tiveram positividade para hemocultura, 75% (8) sdo portadores de formas
tissulares da doenca (megaesdfago-3, megacdlon-2, cardiaca-3), de acordo com analise dos
prontudrios destes pacientes no HE. A baixa sensibilidade para Hemocultura pode ainda, ser
explicada pelo fato de que a totalidade dos doadores atendidos ja se encontravam na fase

cronica tardia da doenga, onde os niveis de parasitemia sdo freqiientemente baixos.

6.5. Andlise geral dos resultados dos ndo-negativos e do grupo-controle

A repeticdo dos testes sorologicos dos 30 doadores com sorologia indeterminada no

HRU, pelas trés técnicas sorologicas (ELISA, IFI e HAI), revelou que 93% desses individuos



(28) foram repetidamente negativos para as trés técnicas, um permaneceu indeterminado para a
técnica de HAI e outro foi positivo para ELISA.

Estes resultados sugerem fortemente que a grande maioria (sendo a totalidade) dos
doadores com sorologia indeterminada ndo possuem a doenga, o que ¢ reforcado pela andlise
dos valores do cut off do teste de ELISA para esse grupo de doadores. A mediana do cut off
entre os indeterminados foi equivalente a dos negativos e, apenas a variagdo dos
indeterminados foi um pouco mais ampla. Esta maior variacdo ocorreu devido ao fato de que
um dos indeterminados apresentou resultado positivo no teste de ELISA, com cut off de
1,182.

O expressivo indice de indeterminacdo encontrado nos testes do HRU, pode ser
explicado pela padronizagdao das técnicas utilizadas na triagem sorologica dos doadores, que
sdo realizadas em menores diluigdes do soro, ou em niveis de leitura que ampliam a area cinza
do teste de ELISA. Estes procedimentos por parte dos hemocentros visam proteger a0 maximo
o receptor de sangue, evitando a ocorréncia de doencas hemotransmissiveis. Contudo,
anualmente podem ser perdidos centenas de doadores higidos, que poderiam estar contribuindo
de forma importantissima com a populagao.

A sorologia assume um papel relevante na triagem dos candidatos a doagdo de sangue,
pois ¢ o procedimento que, ao final do processo, determina ou ndo a utilizacdo do sangue e
componentes, além de identificar infeccdes em individuos que até entdo eram considerados
sadios.

O diagndstico sorologico da doenca de Chagas ¢ complexo, por produzir tanto

resultados falso-positivos quanto falso-negativos (CHIARI 1992). As reagdes cruzadas, a



sensibilidade e a especificidade das técnicas e a padronizagdo dos reagentes, ainda sdo
problemas a serem solucionados, fazendo-se necessdrio que sejam desenvolvidas técnicas de
baixo custo, de facil execucdo, com boa reprodutibilidade e que tenham, idealmente,
sensibilidade e especificidade de 100% (LUQUETTI, 1990; MORAES-SOUZA et al., 2006).

Diante da premissa de que ndo ha testes sorologicos que possam ser considerados
padrdo-ouro para o diagnéstico da doenga de Chagas (LUQUETTI, 2000; LANGHI-JUNIOR
et al., 2002), pode-se afirmar que ndo existe transfusdo de sangue isenta de risco, devido a
possibilidade de resultados falso-negativos e, que sempre ocorrerda a possibilidade de
falso-positivos, com conseqliente descarte de sangue sadio, acarretando custos para o SUS,
comprometimento do suprimento da sangue nos hemocentros, além de trazer conseqii€éncias de
ordem psicologica e social ao doador inapto, que passa a acreditar ser portador de uma doenga
cronica, associada a comprometimentos que podem, inclusive, levar a morte stbita, sem contar
os gastos médico-hospitalares para estes individuos até o completo esclarecimento de seu
estado de satde.

Diante destas questdes, varios autores tém estudado a implementacdo de testes
confirmatorios na rotina de bancos de sangue, visando definir com 100% de seguranca o exato
perfil soroldgico dos doadores de sangue. Assim, métodos confirmatorios, principalmente na
area de biologia molecular, vém aos poucos sendo preconizados (MORAES-SOUZA, 2000).
Estudos envolvendo o Western blot revelou-se pouco especifico, favorecendo as reacdes
cruzadas com soro de pacientes portadores de outras infecgdes. A PCR, apesar de alta

sensibilidade e teoricamente capaz de detectar a presenca do parasita em pequenas quantidades



de sangue, foi repetidamente negativo em amostra sabidamente positivas através do
xenodiagndstico (MORAES-SOUZA & BORDIN, 1996).

Em estudo realizado por SILVEIRA-LACERDA, et al., 2004, sobre o comportamento
do TESA-blot, pesquisou-se 348 soros de doadores do Hemocentro de Uberlandia com
sorologia indeterminada para doenga de Chagas, observando-se que 97% foram negativos para
o teste. Entre os positivos houve 100% de sensibilidade e entre os negativos, 100% de
especificidade.

Para a andlise da ocorréncia de reagdes cruzadas entre Trypanosoma cruzi e
Leishmania sp., AMATO NETO et al., 2005, comparou o resultado dos trés testes sorologicos
com o TESA-blot. Para isto, o autor estudou quatro grupos de individuos com sorologia
positiva, negativa e indeterminada para doenca de Chagas e um composto por individuos
sabidamente portadores de leishmaniose visceral. Observou-se que o TESA-blot foi 100%
sensivel e especifico e, entre os indeterminados, o teste foi negativo para 80% dos individuos
deste grupo. A ocorréncia de reacdes cruzadas, entre os testes soroldgicos variou de 73,3%
para HAI e ELISA a 90% para IFI, ja para o TESA-blot, este indice foi de 6,6%. O autor
concluiu que esses resultados sdo bastante expressivos, mas ainda requer investigacdes mais
detalhadas, em populagdes maiores, a fim de evitar interpretagdes erroneas.

De maneira geral, a utilizagdo dos testes sorologicos em bancos de sangue mostra-se
imprescindivel e ndo deve ser extinta da triagem dos doadores de sangue. Contudo, atualmente
a meta principal dos hemocentros ¢ a busca por métodos laboratoriais alternativos, de baixo

custo e alta reprodutibilidade, que possam ser utilizados em associagdo com testes sorologicos,



compensando as possiveis falhas destes testes, podendo assim, se firmar como método

confirmatdrio na triagem de doadores de sangue.

1.

7. CONCLUSOES

A ocorréncia de nao-negativos nos testes de triagem sorologica para doenca de Chagas,
no HRU nos ultimos seis anos (0,28%), foi inferior a de varios bancos de sangue do

Brasil, devido ao grande niimero de doadores de retorno neste Servigo.

A maioria dos doadores ndo-negativos foram individuos brancos, provenientes de

regides endémicas para doenca de Chagas, exercendo profissdes semiqualificadas e do



3.

sexo masculino, apesar da prevaléncia de soropositividade ter sido significativamente

superior entre as mulheres.

Na triagem sorologica, o teste de ELISA foi o mais utilizado (96%) e o que apresentou
os maiores indices de resultados inconclusivos (54%), o que pode ser explicado pelo

alargamento da 4rea de indeterminacdo para a leitura deste teste em bancos de sangue.

O conjunto de testes que apresentou melhor concordancia foi ELISA x HAI (Kappa=

0,66), seguido de ELISA x IFI (Kappa = 0,6) e IF1 x HAI (Kappa = 0,5).

A repeticdo das trés técnicas sorologicas (ELISA, HAI e IFI) entre os doadores
ndo-negativos, no Laboratorio Central do HE/UFTM, definiu com 100% de
sensibilidade a infecgdo chagésica entre os inaptos por sorologia positiva no HRU. Ja o
teste parasitologico (Hemocultura) teve uma sensibilidade de 40% (sendo concordante
com outros estudos), o que pode explicado pela baixissima parasitemia dos doadores,

que ja se encontravam na fase cronica da doenga.

A especificidade das técnicas de IFI e HAI foi de 100%. O ELISA revelou um resultado
indeterminado entre os 30 doadores do grupo controle (negativos), apresentando,

portanto, especificidade de 96,6%.



7. Para doadores com sorologia indeterminada no HRU, a repeticio dos trés testes
sorologicos e um parasitologico revelou negatividade em 28 dos 30 individuos (93%).
Observou-se que apenas um permaneceu indeterminado para HAI e um positivo para o

ELISA.

8. As dificuldades na abordagem e condugdo de doadores com reagdes indeterminadas, a
quase totalidade ndo-chagésica, e o expressivo descarte de bolsas de sangue, tornam
evidente a necessidade de implementagdo de estratégias que permitam minimizar, ou

mesmo eliminar os resultados sorolégicos duvidosos ou indeterminados.

9. Estas estratégias, que permitam detectar com maior segurancga a infeccdo chagésica e
definir com maior exatiddo o perfil sorologico de doadores indeterminados, devem
consistir no desenvolvimento de testes 100% sensiveis e especificos, além da
implementacdo de exames confirmatorios praticos, rapidos e automatizaveis, passiveis

de serem introduzidos na rotina de bancos de sangue.
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