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RESUMO

Na primeira parte deste trabatho foram caracterizadas, por ELISA e Imunofluorescéncia
indireta, um total de 1065 amostras de soro obtidas de individuos residentes em quatro diferentes
regibes, onde a doenca de Chagas é endémica (Municipio de Virgem da Lapa, M.G., sertdo da
Paraiba e Caatinga do Piaul) ou emergente (Municipio de Barcelos, A.M.). Destas, 520 foram
positivas, 505 negativas e 40 indeterminadas. A seguir, as amostras de soro positivas e negativas
foram utilizadas na avaliagado de 3 kits comerciais de ELISA: Abbott Chagas Antibody EIA, Biolab-
Mérieux BIOELISACRUZI kit e o BIOZIMA Chagas kit. A sensibilidade e a especificidade relativa
variaram de 98,6% a 100% e de 94,7% a 99,8%, respectivamente, sendo o teste de BIOELISACRUZI
o mais especifico, e o teste BIOZIMA Chagas kit 0 mais sensivel. Posteriormente, as amostras de
soro dos quatro painéis foram utilizadas para estabelecer um algoritmo para a interpretagéo dos
resultados de um novo teste, o INNOLIA Chagas kit, que emprega antigenos recombinantes e
peptideos sintéticos. Este teste apresentou 100% de sensibilidade e 99,3% de especificidade,
quando avaliado com um painel independe de amostras de soro de 75 pacientes chagasicos e 148

individuos sadios.

Na segunda parte foi feita uma avaliagdo do desempenho da reagao em cadeia da polimerase
(PCR) em 85 amostras de sangue de individuos residentes em Virgem da Lapa. Uma parte destes
individuos eram chagasicos e submetidos ou ndo ao tratamento especifico. Os resuitados da PCR
foram comparados com os dos testes soroldgicos e xenodiagnostico. A PCR apresentou 66% de
sensibilidade entre os individuos chagasicos nao tratados. Também foi desenvolvido um método de
detecgéo colorimétrico dos amplicons (PCR-ELISA} e comparado com a detecg@o em gel de agarose.
Nesta comparagdo foram observados alguns resultados discordantes, indicando que € necessaria

uma otimiza¢do no método de detec¢do colorimétrico.
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SUMMARY

In the first part of this work, we characterized by ELISA and Indirect Immunofluorescence a
total of 1.065 serum samples obtained from individuals living in four different areas where Chagas'
disease is either endemic {municipality of Virgem da Lapa, MG; Sertao da paraiba; Caatinga do Piaui)
or emergent (municipality of Barcelos, AM). Five hundred and twenty samples were positive; 505
were negative; and 40 were indeterminate. The positive and negative samples were employed to
evaluate three comercial ELISA kits: the Abbott Chagas Antibody EIA; Biolab-Mérieux
BIOELISACRUZ! kit; and BIOZIMA Chagas kit. Relative sensitivity and specificity varied, respectively,
from 98.6% to 100% and from 94.7% to 99.8%, with the BIOZIMA Chagas kit being the most sensitive
and the BIOELISACRUZ] kit the most specific. Subsequently, the samples of the four panels were
used to establish na algorithm for the interpretation of the results obtained by a novel test, the
INNOLIA Chagas kit which utilizes recombinant antigens synthetic peptides. This assay was 100%
sensitive and 99.3% specific when evaluated with na independente panel of sera from 75 chagasic

patients and 148 healthy individuals.

In the second part, we assessed the performance of the polymerase chain reaction
(PCR} on bicod samples obtained from 85 residents of the municipality of Virgem da Lapa, part of
whom were chagasic and either submitted or not to specific treatment. The PCR results were
compared to those obtained by serologic tests and xenodiagnosis. For the untreated chagasic
population the PCR showed 66% sensitivity. We also developed a colorimetric amplicon detection
method (PCR-ELISA). However, when this method was compared to the visual detection of amplicons
by ge! electrophoresis, some discrepant results were observed, indicating the need for further testing

and optimization of the PCR-ELISA.
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PARTE I
INTRODUCAO

1. A doenga de Chagas e o agente etiolégico Trypanosoma cruzi.

A doenga de Chagas é uma zoonose causada pelo protozoario parasita
Trypanosoma cruzi. e foi descrita pela primeira vez pelo médico brasileiro Carlos
Chagas {Chagas 1909), juntamente com sua patogénese, modo de transmissao e os
variados quadros clinicos que podem se apresentar no homem.

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e pertence ao sub-género Schizotrypanum. Em seu ciclo de
vida natural apresenta dois hospedeiros: um vertebrado e um invertebrado. Como
hospedeiros invertebrados ou vetores tem-se conhecimento de numerosas espécies
de hemipteros hematéfagos da familia Reduviidae, sendo os principais transmissores
o Triatoma infestans, o Rhodnius prolixus e o Panstrongylus megistus. Segundo
Barreto (1979), ja foram descritas mais de cem espécies de mamiferos como
hospedeiros vertebrados, incluindo reservatorios selvagens e domésticos. No ciclo
evolutivo do Trypanosoma cruzi encontramos trés formas evolutivas: tripomastigota
(no vetor, em cultura de células e no sangue e espaco intercelular do hospedeiro
vertebrado), amastigota (no interior de células do hospedeiro vertebrado ou em cultura
de células) e epimastigota (em cultivo axénico e no tubo digestivo do inseto vetor).
Essas formas s&o distinguiveis fisioloégica € morfologicamente. As diferentes formas
sao caracterizadas pela posigao do cinetoplasto (rede de DNA presente no interior da
mitocéndria) em relagdo ao nucleo. o trajeto intracelular do flagelo e o ponto em que
este emerge do citoplasma. |

Os epimastigotas sdo as formas de multiplicacio encontradas no intestino
medio do hospedeiro invertebrado. onde se diferenciam em formas tripomastigotas
metaciclicas (formas que ndo se multiplicam, mas sio altamente infectantes), e que

se acumulam na ampola retal (porgao final do intestino). A maioria dos triatomineos



defeca imediatamente apds a alimentagdo e, desta maneira, os parasitas sao
liberados juntamente com as fezes ao ‘redor da drea picada pelo inseto. Os
tripomastigotas s&o capazes de invadir o hospedeiro vertebrado por solugdes de
continuidade da pele ou das mucosas e conjuntivas e infectar diferentes tipos de
células. No interior das células, as formas tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas (formas de multiplicagdo intracelular encontradas no hospedeiro
vertebrado), as quais multiplicam-se intensamente, podendo permanecer nas células
dos tecidos por longos periodos de tempo e, posteriormente, diferenciarem-se em
formas tripomastigotas sangtiicolas. Apos a ruptura das células parasitadas, estas
formas podem chegar a corrente sanguinea e linfatica, de onde se disseminam para
outros tecidos (fundamentalmente as fibras musculares lisas, estriadas ou cardiacas e
células do sisterna fagocitico mononuclear). Os tripomastigotas circulantes podem ser
captados pelo triatomineo durante a alimentagao, se diferenciam, novamente, apos
algumas horas, em epimastigotas dando continuidade ao ciclo (Brener 1979).

2. Patogénese da doenga de Chagas

A doenga de Chagas ¢ Earacterizada por duas fases bem definidas: uma fase
Inicial, aguda, e outra tardiell: cronica. A fase aguda tem inicio duas a trés semanas
apos a infeccdo, podendo este periodo variar em fungdo da via de penetracido, do
indculo, da cepa de Trypanosoma cruzi e das condigdes do paciente e pode durar
aproximadamente de dois & quatro meses. Nas lesGes de porta de entrada pode
ocorrer a formagdo, apés um periodo de incubacdo, de um nddulo vermelho.
conhecido como “"chagoma de inoculagdo". Quando este local esta proximo da
mucosa do olho, um edema uyhilateral pode se desenvolver, conhecido como sinal de
Romafa. Nesta fase a parasitemia & patente e, portanto, os parasitas sio facilmente
encontrados no sangue e tecidos e os sintomas clinicos podem ser intensos.
moderados ou até mesmo ausentes, podendo esta fase passar desapercebida.
Outras manifestacdes clinicas incluem: febre, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia,
nausea, vomitos, diarréia e edema de extremidades. Nas formas agudas graves,
surgem quadros de meningoencefalite, ou miocardite aguda que levam a insuficiéncia
cardiaca congestiva, causada pela reacio inflamatoria aguda das células infectadas
do miocardio, podendo culminar em éxito letal (Rassi, Rassi Jr & Rassi 1999).



A fase crénica, em alguns casos, tem inicio logo ap6s o periodo agudo e pode
apresentar trés formas definidas: indeterminada, cardiaca e digestiva. A forma
indeterminada ou assintomatica, pode durar vérias décadas e se caracteriza pela
auséncia de manifestagdes clinicas. Tais casos sdo reconhecidos pela persisténcia de
reacdes soroldgicas positivas e pela rara deteccio do parasita no sangue. A forma
indeterminada da doenga tem um prognostico incerto, podendo evoluir e afetar um ou
mais orgaos internos, especialmente, coracao, esdfago e intestino grosso e, as vezes,
tambem o sistema nervoso periférico (Andrade 1999). A forma cardiaca se caracteriza
por alteragdes no miocardio que, geralmente. evoluem lentamente. Na miocardite
chagasica crénica as células parasitadas s3o raras, observando-se um infiltrado
ifflamatoério linfocitario crénico, com presenca abundante de macrofagos e células
gigantes (Andrade 1999). A forma digestiva se apresenta com varios graus de
disfun¢do gastrointestinal, principalmente a redugdo de coordenagdo do peristaltismo
pelo sistema nervoso auténomo e a perda de tonus muscular na maior parte do trato
intestinal, levando & atrofia dos esfincteres e os conseqlentes alargamentos do
esdfago (megoesdfago) e do colon (megacélon) (Rezende & Moreira 1999). Ja foi
também descrita a forma mista, que resulta da presenca simultanea de manifestacoes
.car.dia'cas e digestivas num individuo. Entretanto, as causas que determinam a
evolugao da doenga ainda ndo foram claramente definidas e, até o momento, ndo se
dispdem de critérios progndsticos adequados (Laranja et al. 1956, Pereira, Willcox &
Coura 1985, Borges-Pereira 1997).

A ocorréncia do fendmeno de autoimunidade na doenca de Chagas cronica
tem sido sugerida devido & auséncia de parasitas e presenca de anticorpos de
reatividade cruzada (Santos-Buch & Teixeira 1974, Teixeira & Santos-Buch 1975,
Ribeiro dos Santos et al. 1992, Cunha-Neto et al. 1996, Kierszenbaum 1996 e 1999).
No entanto, evidéncias da presenca do parasita na lesao tém sido mostradas (Jones,
1983, Tarleton et al. 1997 e 1999). Portanto, ainda nao se chegou a um consenso em
relacdo ao mecanismo imunolégico e ao papel dos antigenos parasitarios na evolugao
da les&o tecidual, durante a doenga de Chagas crénica. Duas revisées bem recentes
(Kierzensbaum 1999 e Tarleton 1999), nos levam a acreditar que os dois mecanismos
(autoimunidade e presenca do parasita) podem ocorrer simultaneamente e nao se
deve descartar nenhum deles.



3. Epidemologia e Transmissio

A doenga de Chagas constitui, pela sua vasta distribuicdo, altos indices de
prevaléncia e gravidade de evolugdo, um dos grandes problemas de salde ptblica em
paises da América do Sul e Central, onde é amplamente distribuida em areas
periurbanas e rurais de paises tropicais e subtropicais (do México até Argentina e
Chiie). A distribuigdo geografica da infec¢ao humana por 7. cruzi se estende desde o
sul dos Estados Unidos. até a Argentina e Chile (WHO 1991). Segundo estimativas da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) existem entre 16 a 18 milhdes de individuos
infectados pelo 7. cruzi na América Latina e cerca de 50.000 individuos chagasicos
morrem anualmente (Moncayo 1999). Estima-se que as areas endémicas conhecidas
estejam habitadas por. aproximadamente, 90 milhdes de pessoas, com risco direto de
infeccdo pelo T. cruzi. As precarias condigdes socioecondmicas da populacdo de
areas endémicas, assim como fatores bioecoldgicos, podem contribuir para a
manutengao da infecgido em niveis endémicos (Moncayo 1999).

A maioria dos casos de infecgao humana pelo T. cruzi ocorre em areas rurais,
através do contato com as fezes de triatomineos infectados. Contudo, o Programa de
Controle de Vetores tem abolido quase completamente este modo de transmissio
(Dias & Schofield 1999) No Brasil alguns estudos relatam muito poucos e até
auséncia de individuos chagasicos abaixo de 13 anos no estado de Minas Gerais
(Dias 1987, Borges-Pereira et al. 1989). Por outro lado, a transmissao por transfusao
sanglinea € considerada o segundo mecanismo mais importante, principalmente em
paises onde n3o ocorre a transmissao por vetores, como é o caso dos Estados
Unidos e Canada, onde casos de doenca de Chagas aguda, por transfusdo de
sangue, tém sido registrados (Grant et al. 1989, Nickerson et al. 1989, Schmuiiis
1991, Kirchhoff 1993). Infelizmente, nem todos os paises da América Latina realizam
sorologia para doenca de Chagas em 100% dos doadores de sangue (Schmunis
1899). Portanto, a migragéo de pessoas infectadas para areas urbanas e paises nao
endémicos constitui um problema para a seguranca das transfusdes sangiineas.
Deve ainda ser mencionada a transmissao congénita, causa de abortos, natimortos e
prematuridade em areas em que a doenga & endémica (Dias, 1979). A transmissao
via transplante de 6rgdos (Villalba et al. 1992, Dias 1999), contaminacdo oral

(Shikanai-Yasuda et al. 1991) e a contaminac&o acidental em laboratdrios também



tém sido descritas (Israelski, Sadler, Aralijo 1988, Almeida et al. 1994).
4. Diagnéstico laboratorial

O diagnostico da infecgdo pelo T. cruzi dever ser apoiado pela clinica e
epidemiologia e confirmado, pelo diagnostico laboratorial, que oferece importantes
subsidios, desde que realizado com técnicas apropriadas, reagentes adequados e
seguindo as boas praticas de laboratério.

Os exames laboratoriais devem ser direcionados em fungdo da fase da
infecgdo. Assim, nos casos de suspeita de fase aguda, devido a elevada parasitemia
que |he é peculiar, deve ser priorizada a detecgéo do parasita. Enquanto, na suspeita
de infecgdo cronica, a solicitacdo deve ser primariamente dirigida & pesquisa de
anticorpos especificos contra o parasita. ja que nesta fase a parasitemia é muito
baixa.

4.1. Detecg¢do do parasita
O método de detecgdo direta deve ser empregado em toda suspeita de fase
aguda ou de reativagdo decorrente de doenga ou tratamento imunossupressor. O

método baseia-se na detecgdo de formas tripomastigotas, através da observagao de

uma gota de sangue a fresco (entre lamina e laminula) ao microscopio. Além deste

procedimento, utiliza-se a técnica de esfregaco sanglineo corado pelo Giemsa ou
outro método derivado de Romanoswsky, para caracterizagdo morfologica do parasita,
que € importante em areas onde existe também o Trypanosoma rangeli, que pode ser
confundido com o T. cruzi (Camargo & Takeda 1979). Para aumentar a probabilidade
de detecgdo de parasitemia podem ser utilizados métodos de concentragao dos
parasitas, tais como: gota espessa de sangue corada, micro-hematocrito, técnica de
Strout, QBC e técnica de Ficoll-Hypague (Luquetti & Rassi 1999).

Durante a fase cronica, a pesquisa do parasita é indicada para confirmagao
diagnéstica em casos de sorologia duvidosa, monitoramento de pacientes submetidos
a tratamento especifico (controle de cura) ou isolamento do parasita (WHO 1991,
Chiari 1992). Nesta fase, torna-se necessaria a aplicagdo de métodos que possibilitem
a amplificagio da populagéo de parasitas, para posterior detecgdo. Até o momento, os

métodos que vém sendo empregados sdo o xenodiagnéstico e a hemocultura. O



xenodiagnostico foi, inicialmente, introduzido no estudo da doenga de Chagas por
Brumpt (1914). Este método utiliza o vetor (triatomineo) como se fosse um meio de
cultura biolégico. Para realiza-lo sdo empregadas 40 ninfas de 3°efou 4° estagio
mantidas em laboratério e livres de infecgéo pelo 7. cruzi. Estas s&o distribuidas em 4
caixas e fixadas por uma tira de elastico & pele do individuo com suspeita da infecco.
Os insetos sugam o sangue do individuo, durante aproximadamente 20 a 30 minutos.
Apos 30 a 60 dias as fezes e o contetdo intestinal dos insetos sao examinados ao
microscopio (Cerisola. Rohweldder & Prado 1971). Este método apresenta algumas
limitagdes, tais como: procedimentos laboriosos, manutengéo dos insetos, reagdes
alérgicas a picada do inseto € uma baixa sensibilidade (aproximadamente 50%) (Hoff
etal. 1979, Coura et al. 1991).

A hemocultura baseia-se na inoculagdc de sedimento leucocitario,
correspondente a 30 ml de sangue, em meio de cultura (LIT). As culturas devem ser
incubadas por periodos longos e examinadas periodicamente. Os primeiros resultados
observados utilizando-se esta metodologia, mostraram sensibilidade muito baixa
{25,7%) (Chiari & Brener, 1966) e por isso foi deixada em segundo plano por algum
tempo. A positividade na hemocultura parece depender tanto da natgréza do meio de
cultura, como da técnica empregada e modificagdes na .metodologia tém
proporcionado melhores resultados. Assim coletar maiores volurr;es de sangue do
paciente, retirar fatores inibidores do crescimento do parasita, broiongar o tempo de
cultivo e realizar o teste repetidas vezes sdo algumas das modificagdes introduzidas
na metodologia que proporcionaram maiores indices de sensibilidédde (44% e 55%)
(Minter-Goedbloed & Marshall 1978, Chiari et al. 1989). Mais recentemente, Luz et al.
(1994) introduziram outras modificagbes, tais como, diminuicdo do periodo de
processamento do sangue (até 30 minutos), homogeneizagao suave € exame até 120
dias de cultivo. Com estas modificagGes os autores obtiveram positividade de 79% e
94% dos pacientes, com um ou trés testes, respectivamente.

Entretanto, como o xenodiagndstico apresenta positividade em torno de 50%, &
recomendada a utilizagdo dos dois métodos para aumentar a possibilidade de se
demonstrar a existéncia da parasitemia nas infecgdes cronicas (Luquetti & Rassi
1999).



4.2. Detecgdo de componentes parasitarios
4.2.1. Detecgio de antigenos

Além do fato que a parasitemia de pacientes na fase crénica & muito escassa e
sua detecciio apresenta sensibilidade muito baixa, existem casos em que nao se
consegue detectar a presenga de anticorpos. Na tentativa de minimizar estes
problemas, alguns testes para a detecgdo de antigenos parasitarios tém sido
desenvolvidos. Varios investigadores tém detectado a ocorréncia de antigenos ou
complexos antigeno-anticorpo. pela técnica de ELISA. no soro efou uring de pacientes
chagasicos de diferentes idades. nas fases aguda e crénica (Aratjo, Chiari & Dias
1881, Kahn et al. 1983, Corral et al. 1984. Freilij et al. 1987). Corral et al. (1984),
detectaram pela primeira vez a presenca de antigenos de 7. cruzi na urina de
individuos chagasicos na fase aguda e de pacientes com infecgdo congénita, Freilij et
al. (1987), descreveram a deteccio e caracterizagao parcial de duas glicoproteinas de
80 e 55 KDa, em amostras de urina de pacientes na fase aguda, que foram
consideradas importantes para avaliacdes adicionais.

Outros métodos também tém sido empregados. Assim sendo, Katzin et al.
(1989) desenvolveram um método de detegt;éo de antigeno de T. cruzi em urina, pelo
teste de aglutinagdo pelo latex. Estes -au@ore',s} detectaram antigenos parasitarios em
34 das 58 amostras de urina de pacientes chagasicos crénicos testados. A presenca
de antigenos especificos de T. cruzi na unna pode estar associado com a infecgao
ativa ou recente (Freiljj et al. 1987. Katzin et al. 1989).

Umezawa et al. (1993), descreveram a identificagdo de um antigeno de 150 -
160 kDa na urina de 60% dos individuos chagasicos crénicos testados, utilizando um
anticorpo monoclonal originado para um antigeno recombinante imunodominante,
denominado H-49. Recentemente. Corral et al. (1996), desenvolveram um teste de
ELISA de captura de antigeno, utilizando anticorpos monoclonais, para deteccao de
antigentiria em pacientes chagasicos com infecgdo aguda, congénita e cronica. Os
autores conseguiram detectar antigendria em todos os pacientes testados. Embora
tenha sido uma amostragem pequena (12 pacientes), os resultados sio promissores
pelo fato das amostras de urina terem sido utilizadas sem passarem por processos de
concentragao.



4.2.2. Detecgao de acidos nucléicos

Nos Ultimos anos. tem-se procurado estabelecer métodos de deteccao de
fragmentos gendmicos do parasita através de tecnicas de biologia molecular. A
amplificagdo do DNA pela reagdo em cadeia da polimerase (“Polymerase Chain
Reaction” - PCR), vem sendo aplicada para a detecgdo de segmentos de DNA,
especificos de T. cruzi, em liguidos organicos de individuos infectados (Sturm et al.
1989, Avila et al. 1991, Diaz. Nussenzweiz & Gonzales 1992, Russomando et al
1992, Avila et al. 1993, Britto et al.. 1995 Junqueira, Chiari & Wincker 1996, Silber et
al. 1997, Gomes et al. 1998, Gomes et al. 1999). Esta metodologia sera discutida na
segunda etapa deste trabalho.

4.3. Detecgao de anticorpos

A demonstragao de anticorpos anti-T. cruzi por meio de testes sorolégicos é de
grande importancia no diagnostico da infecgdo chagésica. Alem das limitagbes do
diagnostico parasitolégico 0 diagndstico clinico & dificultado pela elevada
porcentagem de fonnas inaparentes da doenga. Ao contrario, o diagndstico soroldgico
se beneficia do fato dos anticorpos aparecerem no sangue muito cedo, ainda na fase
aguda da mfecgao, e de se manterem continuamente ao longo de toda a fase crénica
da doenga (Sa Ferreira et al. 1983, Aradjo, Heilman & Tighe 1984). Além da facilidade
de execucio, os testes sorologicos fornecem informacgGes de valor diagnostico em
prazos curtos, de poucos minutos a algumas horas. Assim, a deteccao de anticorpos
anti-T. cruzi € o método de eleicio para o diagnostico laboratorial da doenga de
Chagas na fase crénica, sendo o mais econdmico, rapido e eficaz. Entretanto, devido
a importancia que representa no diagnéstico, a sorologia deve se apoiar em testes de
alta confiabilidade. Deve ser enfatizado que, na triagem de doadores de sangue,
resultados falso-negativos podem ocasionar infecgbes pos-transfusionais, e resultados
falso-positivos podem ter sérias implicagées em problemas pessoais e sociais. Os
titulos de anticorpos séo variaveis e ocasionalmente um individuo que apresenta titulo
flutuante ao redor do limite de reatividade de um dado teste, pode dar origem a um
resultado falso-negativo (Rassi, Amato-Neto & Siqueira 1969). Tém sido descritos
alguns raros casos de individuos sorologicamente negativos, residentes em areas

endémicas e que apresentam sinais clinicos da doenca, com eventual parasitemia



determinada pelo xenodiagnostico (Luguetti 1987, Breniére et al.. 1984). Entretanto, o
diagnostico sorolégico da infecgdo chagésica tem apresentado alguns problemas. em
relagao a padronizagdo de reagentes e de procedimentos técnicos. Estes fatos foram
muito bem definidos em trabalhos realizados nas décadas de 60 a 80 (Almeida &
Siqueira 1960, Prata et al. 1975, Teixeira & Pereira 1981, Camargo et al. 1986). Prata
et al. (1975), compararam os resultados de reagdes de fixagdo do complemento entre
trés laboratorios e observaram altas discrepancias: 15% dos soros tinham reagoes
divergentes entre o 2° e o 3° laboratorio. 22% entre 0 1° e 3° e 29% entre 0 1° e o 2°
Entretanto, foram feitas tentativas no sentido de melhorar esse quadro. Camargo et al.
(1977), fazendo um estudo comparativo entre 4 testes sorologicos (fixacao do
complemento, imunofluorescéncia. hemaglutinagéo e floculacdo), com 3.624 amostras
de soros, observaram concordancia total de resultados em 97% das amostras. Os
autores atribuiram o bom desempenho dos testes em decorréncia de uma
padronizagio satisfatéria. Em outra investigagio, Camargo et al. (1986)
desenvolveram um estudo onde foi feita a avaliagio de dois painéis de soros por trés
laboratérios localizados nos Estados Unidos, Argentina e Brasil. Na primeira
avaliagio, cada laboratorio padronizou seus testes e estabeleceu critérios proprios
para o diagndstico, o que ocasionou grandes divergéncias. Em vista disso, foram
estabelecidos protocolos para todos os testes, para serem utilizados pelos 3
laboratorios. Em uma segunda avaliagdo, foram observados resultados bem mais
uniformes. Portanto, a padronizacdo dos testes soroldgicos tem merecido uma
atencao especial nos titimos anos, a fim de que se possa obter resultados confiaveis
e de auxilio ao diagnastico confirmatorio.

Outro fato que contribui para as variagdes observadas nos testes sorologicos, &
a variedade de preparagdes antigénicas utiizadas. Os antigenos empregados
geralmente variam de células integras e extratos brutos a extratos purificados ou
semi-purificados. Por outro lado. diferengas antigénicas sdo observadas entre os
diferentes estagios de desenvolvimento do T. cruzi {Kloetzel, Camargo & Giovannini
1975, Aratjo & Guptill, 1984, Primavera et al. 1990). As formas amastigotas e
tripomastigotas exigem métodos mais laboriosos (cultivo celular e posterior purificacao
para retirada de restos celulares) para sua obtencio. Entretanto, os epimastigotas sao
facilmente cultivados em meio de cultura liquido e sdo ricos em antigenos

conservados. Diferentes lotes do mesmo reagente podem levar a diferencas



significativas de reatividade se nao se ievar em consideragio o desenvolvimento de
procedimentos de padronizagdo (Hoshino-Shimizu et al. 1982, Luguetti 1990). Um
outro grande problema € a reatividade cruzada, observada entre T. cruzi e outros
tipanossomatideos relacionados (Camargo 1966, Camargo & Rebonato 1969, Nery-
Guimaraes et al. 1969, Saldafa & Souza 1996).

Varios testes tém sido desenvolvidos utilizando fracdes imunodominantes de T,
cruzi, como antigeno, ao invés de extratos brutos ou parcialmente purificados, com a
perspectiva de torna-los mais eficientes. O estudo de componentes antigénicos
presentes em todas as cepas e clones de 7. cruzi, também podem contribuir nesse
sentido. Entre vérias fragbes antigénicas reconhecidas em diferentes estagios de
desenvolvimento, algumas tém sido objeto de estudo. como candidatas a serem
empregadas em diagnéstico. Para a obtengao de fragdes puras, algumas técnicas tém
sido empregadas. tais como: cromatografia de afinidade (Scharfstein et al. 1983,
Schechter et al. 1983) e filiragdo em gel (Schechter et al. 1986).

Existe uma grande variedade de testes sorolégicos que foram aplicados ao
diagndstico da infecc@o chagasica, tais como: reagdo de fixagdo de complemento
(Guerreiro & Machado 1913, Aimeida & Fife 1976), reacdo de aglutinagdo direta
(Muniz & Freitas, 1844), reacdo de aglutinagio pelo latex (Hungerer Enders & Zwisler
1970), reagcdo de hemaglutinagdo indireta (HAI) (Cerisola. Chaben & Lazzari 1962),
floculagdo  (Hoshino-Shimizu, Camargo & Umezawa 1975), reacio de
Imunofluorescéncia indireta (IFI) (Fife & Mushel 1959 Camargo, 1966) e ensaios
imunoenzimaticos (EIA), que serdo descritos a seguir. Cada um destes testes
apresenta caracleristicas proprias e, além disso, diferentes antigenos tém sido
empregados. levando a resultados com niveis variaveis de sensibilidade e
especificidade. Atualmente os testes mais utiizados e que estdo sendo
comercializados sao os testes de hemaglutinagao indireta. imunofluorescéncia indireta
e ensaios imunoenzimaticos no formato de ELISA.

A Organizagéo Mundial de Saude recomenda a utilizagao de pelo menos duas
tecnicas de principios diferentes para o diagnéstico da infecgdo chagasica em
laboratérios de rotina e na triagem sorolégica de doadores em servicos de
hemoterapia (WHO 1991 e 1993). Para ser considerada positiva a amostra de soro

deve mostrar reatividade nas duas metodologias.
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4.3.1.Ensaios imunoenzimaticos

Voller et al. (1975) foram os primeiros a aplicar esta técnica no diagndstico da
infeccdo chagasica. no qual o antigeno era fixado em placas de poliestireno e a leitura
feita visualmente ou por espectrofotometria. Os ElAs que utilizam suportes solidos
foram tradicionalmente denominados de ELISA ("Enzyme Linked Immunosorbent
Assay").

O teste de ELISA abriu amplas perspectivas na sorologia da doenga de
Chagas, por apresentar alta sensibilidade e especificidade, leitura objetiva e condigbes
para ser automatizado. A automagao agiliza a obtencdo do resultado final e evita os
erros técnicos, contribuindo para um diagnéstico mais eficiente.

Devido as vantagens que o teste de ELISA apresenta, este tem sido
empregado amplamente para avaliagdo de varias e diferentes prebarag:ées
antigénicas, tais como: antigenos brutos (Ferreira et al. 1991), antigenos purificados
ou semi-purificados (Schechter et al. 1983, Schechter et al. 1985, Camargo et al.
1986, Lemesre et al. 1986, Carboneto et al. 1990, Gazzinelli et al. 1993), antigenos
recombinantes (Aimeida et al. 1990, Krieger et al. 1992, Cetron et al. 1992, Carvalho
et al. 1993, Gruber & Zingales 1993, Paranhos-Bacalla et al. 1994. Krautz et al. 1 994,
Godsel et.al. 1995, Umezawa et al. 1999) e peptideos sintéticos {Vergara et al. 1992,
Burns et al. 1992, Peralta et al. 1994, Houghton et al. 1999). Recentemente Almeida
et al. (1997), descreveram um teste de ELISA quimiocluminescente (CL-ELISA)
empregando antigenos brutos e purificados de T. cruzi. O teste apresentou elevada
sensibilidade (100%), pois permite trabalhar com diluigdes do soro 20 vezes maiores
que no ELISA convencional. Portanto, & um teste bastante promissor, mas para sua
utilizagdo € necessario que o laboratério possua um lumindémetro. ] :

Outras configuragdes de E!A para detecgio de anticorpos tém sido descritas.
Dentre elas encontra-se o teste de "dot-blot", no qual pequenas gotas do antigeno s&o
fixadas diretamente em membrana de nitrocelulose (a qual apresenta grande
afinidade de ligagdo com proteinas), seguido por incubacdo com soro e detecgao dos
imunocomplexos por reagdo enzimatica.

Alguns pesquisadores tém empregado o teste de “dot blot” observando indices
de sensibilidade e especificidade préximos de 100% (Aradjo 1985, Hubsch et al.
1988). Lorca et al. (1992), utilizaram a técnica de “dot blot" para avaliar antigenos



recombinantes. Lissaldo et al. (1994), avaliaram um antigeno obtido de formas
epimastigotas de T. cruzi solubilizado em meio alcalino (ASEA), empregando o teste
de “dot blot". Os autores observaram sensibilidade de 100% e especificidade de
95.6% e sugeriram que o teste fosse utilizado em estudos soroepidemiologicos. As
vantagens do teste s&o que o antigeno ligado @ membrana de nitrocelulose é estavel
por um longo tempo a 4°C, nenhum equipamento especial € necessario para sua
execucao e a leitura é apenas visual demonstrando que o método pode ser aplicado
para estudos soroepidemiologicos em areas rurais. Entretanto, apresenta o
inconveniente de ter a leitura subjetiva.

Outra configuragdo que merece destaque & o teste de "Western blot" (WB) ou
“imunoblotting”. Este método permite analisar, separadamente, a reatividade dos
anticorpos presentes no soro frente as varias proteinas existentes em uma mistura
antigénica complexa. Nesta técnica as proteinas sdo separadas por eletroforese e
depois transferidas para a membrana de nitrocelulose. A membrana é entdo incubada
com o soro suspeito e depois com uma anti-lIgG humana marcada com uma enzima.
sendo freqientemente utilizada a peroxidase ou a fosfatase alcalina. A revelacdo &
feita com um substrato cromogénico adequado o que origina ﬁm produto insoltvel que
precipita formando uma banda. O método foi descrito pé[a'_'primeira vez em 1979,
simultaneamente por Renart, Reiser & Stark e Towbin, Staéhlin & Gordon.

Em relagao & infeccdo chagasica. a técnica de WB foi inicialmente empregada
para analisar a reatividade de cepas. clones e formas evolutivas com soros de
pacientes chagasicos ou animais infectados (Snary et al. 1981, Ara(jo, Heilman &
Tighe 1984, Araujo & Tighe, 1984,, Lanar & Manning, 1984, Rangel-Aldao et al. 1986.
Israelski, Sadler & Araljo 1988, Morgado et al. 1989, Chiller. Samudio & Zoulek 1990).
Os padres de reatividade das diferentes formas evolutivas, apresentam diferencas
quantitativas e presenca de bandas estagio- especificas (Lanar & Manning, 1984.
Rangel-Aldao et al. 1886, Israelsky, Sadler & Araujo 1988). Contudo, outros autores
(Araljo Heilman & Tighe 1984, Araljo & Tighe 1984, Israelski, Sadler & Aralijo 1988)
demonstraram que a maior parte dos componentes parasitarios permanecem estaveis
ao fongo do ciclo de vida do parasita. Rangel-Aldao et al. (1986), observou gue nao
existem diferencas importantes de reatividade entre cepas e clones do T. cruzi.
embora evidéncias contrarias tenham sido apresentadas (Snary et al. 1981, Lanar &
Manning 1984).



A complexa composigdo antigénica do T. cruzi e a variabilidade antigénica
observada entre cepas e estagios evolutivos, tém dificultado a analise de reatividade
pelo WB, com soros de pacientes chagasicos. As primeiras avaliagdes da técnica de
WB existentes na literatura descrevem um complexo padrao de reatividade de bandas
com peso molecular variando de 15 a 200 kDa (Araujo 1988, Rangel-Aldao et al.
1986, Morgado et al. 1989. Chiller, Samudio & Zoulek 1990).

A aplicagdo do WB também pode ser de grande utilidade para a analise das
fragbes antigénicas em relagdo & especificidags Araljo (1986). analisando a
reatividade de soros de pacientes infectados com T cruzi e Leishmania sp com
extrato antigénico de formas epimastigotas de T cruzi. observou uma intensa
reatividade cruzada. porém definiu alguns antigenos que foram especificamente
reconhecidos por pacientes chagasicos, o que foi confirmado por Morgado et al.
(1989). Por outro lado, Chilter, Samudio & Zoulek (1890). foram capazes de distinguir
soros de pacientes com infecgdo chagasica, leishmaniose tegumentar e infecgdo
dupla, observando diferengas no padrio de reatividade dos diferentes grupos de
pacientes. Os primeiros estudos de avaliagio da reatividade de proteinas de T. cruzi,
pelo teste de WB, com soros de bacientes chagasicos. apresentavam dificuldades
para serem interpretados e _éorhparados, devido a utilizagdo de diferentes
metodologias (Araujo 1986. Ranéel-Aldao et al.. 1985 Morgado et al.. 1989, Chiller,
Samudio & Zoulek 1990). Schechter & Nogueira (1988) demonstraram que havia uma
variagado no perfit de proteinas, quando determinados parametros eram modificados
na metodologia de preparag@o do antigeno, tais como: velocidade de centrifugacéo,
meétodos de solubilizagdo de proteinas e sistemas de eletroforese. Portanto, a
padronizac@o deste método e a definigdo de critérios para a interpretacio dos
resultados eram necessarios. Com base nos problemas existentes Teixeira et al.
(1994), desenvolveram e avaliaram um teste de WB. empregando como antigeno &
fragao citossdlica, obtida de formas epimastigotas da cepa Y. Neste estudo foi feita
uma analise da reatividade das amostras de soros com o antigeno, de modo a
evidenciar as fragdes antigénicas especificas (reconhecidas somente por soros de
individuos chagasicos) com maiores indices de reatividade. Também foram
evidenciadas as fragbes antigénicas inespecificas (reconhecidas por soros de
individuos sadios e/ou individuos infectados com outros microrganismos). De acordo

com essa analise foi definido um padrio de reatividade especifico, capaz de auxiliar
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no diagnostico confirmatdrio da doenca de Chagas. Foram incluidas neste padrao 7
bandas (14, 19, 27, 30, 34, 37. 75 kDa), com as quais, as amostras de soro de
individuos chagasicos apresentaram indice de reatividade acima de 75% e nio
mostraram reatividade cruzada com outras infecgdes. Este teste apresentou 99.3% de
sensibilidade e 100% de especificidade.

O metodo de WB também: foi utilizado para diferenciar infecgdo causada pelo
T. cruzi e T. rangeli, empregando soros de uma area endémica da Venezuela, onde os
dois parasitas coexistem (O'Dally et al. 1994) Malchiodi et al. (1994) utilizaram a
técnica de WB para identificar os antigenos responsaveis pela reatividade cruzada
entre 7. cruzi e Leishamania. Os autores empregaram soros de individuos oriundos de
regides endémicas para as 2 infecgdes e descreveram alguns casos de infecgdo
mista. Umezawa et al. (1996) descreveram um teste de WB empregando uma fragéo
antigénica excretada e secretada por formas tripomastigotas em cultivo celular,
denominada de TESA (‘trypomastigote excreted-secreted antingen’), capaz dg
diferenciar a infecgdo chagasica cronica da aguda ou congénita. O teste apresentou
100% de sensibilidade e especificidade e sua aplicagdo foi sugerida como teste
conﬁrma_téﬁo_. quando a sorologia convencional se apresentar duvidosa. Mais
recenterhente, Mendes et al. (1997) e Reiche et al. (1998) também avaliaram o
empregb da técnica de WB para o diagnodstico da doenga de Chagas.. Nos dois
estudos foram obtidos 6timos indices de especificidade (100%) e foram definidos
critérios de interpretagéo dos resultados. Ambos os autores sugeriram que o teste seja
utilizado como método alternativo para auxiliar a sorclogia convencional.

Tozetti (1997), desenvolveu um estudo onde foram analisados antigenos
obtidos de formas epimastigotas de 6 cepas de T. cruzi provenientes da América
Latina, utilizando diferentes processos de obtengdo. A avaliagdo por WB mostrou a
presenca de algumas bandas comuns entre as cepas (135,116,72,65,35,30,27 e 20
kDa), porém também foram encontradas variagdes de algumas fragdes antigénicas.

Na maioria dos trabalhos publicados, onde foi avaliada a técnica de WB e
sugerida a sua aplicagdo como um teste alternativo para auxiliar o diagnostico da
doenga de Chagas, foram empregadas formas epimastigotas da cepa Y. Em parte,
este fato ja contribui para uma uniformizagio da técnica, porém as metodologias
empregadas para obtencdo do antigeno e procedimentos de eletroforese foram

diferentes, o que pode ocasionar resultados divergentes. Portanto, para que os testes
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de WB fornecam resultados reprodutiveis entre diferentes laboratérios, é necessario
' que os procedimentos técnicos sejam bem padronizados e seguidos a risca. Apesar
de vanas avaliagbes ja terem sido feitas, a técnica de WB ainda vem sendo

empregada apenas em laboratérios de pesquisa

4.3.2. Utilizagao de antigenos purificados ou semi-purificados:

A existéncia de reagdes cruzadas (devido a presenga de antigenos comuns entre
T. cruzi. T. rangeli e Leishmania sp). principalmente com soros de individuos com
leishmaniose, tem estimulado pesquisadores a procurar antigenos mais especificos,
através da purificagao de componentes do parasita

Schechter et al. (1983) investigaram a sensibilidade de um teste de ELISA
empregando uma glicoproteina de 90 kDa, denominada GP-90, purificada por
cromatografia de afinidade com lectinas. Foi detectado uma sensibilidade de 96,6% e
nenhuma reatividade cruzada foi observada com soro de pacientes com infecgdo por
Leishmania sp ou T. rangeli. A GP-90 parecia ser promissora pelas suas propriedades de
estar presente em todas as formas evolutivas do parasita, assim como em diferentes
cepas estudadas (Nogueira et al. 1981, Zingales 1984). Em uma avaliagao posterior, com
esta mesma glicoproteina foi constatada reatividade com soros de pacientes com
leishmaniose visceral (Schechter et al. 1985).

Uma glicoproteina de Mr de 25 kDa. foi descrita por Scharfstein et al. (1983) como
sendo especifica de 7. cruzi e apresentando 965% de sensibilidade, quando foi
empregado no ensaio radiométrico (Scharfstein et al. 1985). Posteriormente, Camargo et
al. (1886). fizeram uma avaliagdo da GP-25 em teste de ELISA e evidenciaram
especificidade e sensibilidade de 99%. Mas tarde. Scharfstein et al. (1986) isolaram e
caracterizaram um antigeno primario, a partir do qual a GP25 foi derivada por protedlise,
uma glicoproteina de superficie de 57/51 kDa (GP57/51). Andlises imunoquimicas
mostraram que a GP57/51 era expressa por todas as formas de desenvolvimento do T.
cruzi e estava presente em todas as cepas/isolados testadas. Posteriormente, Gazzinelli et
al. (1993) realizaram ensaios por ELISA, empregando o antigeno GP57/51 purificado e
foram capazes de determinar a cura, em 70% de pacientes chagasicos analisados depois
de serem submetidos a quimioterapia especifica, sugerindo a utilizagio do teste para
monitoramento de cura, pois este teste mostrou alta correlagéo de resultados com o teste

de lise mediada pelo complemento (LMCo).
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Carboneto et al. (1990) avaliaram um antigenc de Mr de 52 KDa obtido por
cromatografia de afinidade com anticorpo monoclonal e observaram 100% de
sensibilidade com soros de pacientes chagasicos cronicos e nenhuma reatividade com
soro de pacientes com leishmaniose. Os autores sugenram a utilizagéo desta proteina no
diagnostico diferencial entre doenca de Chagas e leishmaniose.

Lemesre et aii (1986) descreveram um teste de ELISA competitivo (C-ELISA),
empregando um anticorpo monoclonal contra um epitopo presente numa glicoproteina de
Mr de 72 KDa. Os autores obtiveram 100 % de especificidade e 96,6% de sensibilidade no
teste quando soros de pacientes em fase crénica foram usados. Entretanto. Cuna et al.
(1988), fazendo uma reavaliagao do teste em areas em que coexistiam infeccdes mistas
com L. braziliensis, observaram uma sensibilidade de 94% em pacientes chagasicos e
89% em pacientes com infecgdes mistas, quando comparados aos teste de IF| e ELISA.

Devido ao fato das formas epimastigotas serem de facil obtenc@o e de baixa
infectividade. elas tém sido mais utilizadas para o preparo de antigenos. Entretanto.
recentemente varios autores tém tentado obter antigenos de formas tripomastigotas, uma
vez que estes antigenos tém demonstrado uma maior especificidade, e podem ser
utiizados em testes empregados para controle de cura apds terapéutica especifica
(Gazzinelli et al. 1993. Krautz et al. 1994). Este fato, ja havia sido relatado por Krettii,
Cancado & Brener (1982), quando relacionou a presenca de anticorpos liticos com a
infeccao ativa. Os anticorpos liticos detectados pelo teste de LMCo reconhecem antigenos
na superficie de tripomastigotas vivos e circulam somente durante a infecgdo cronica ativa
(Kretili & Brener 1982). A reacdo de LMCo foi o primeiro teste descrito para ser
empregado como controle de cura em pacientes submetidos a terapéutica especifica
(Kretlli & Brener 1982). Contudo, vérios grupos de pesquisadores apontaram dificuldades
metodolbgicas para a inclusdo do teste na rotina de laboratérios clinicos. Devido a estes
probiemas, alguns antigenos obtidos de formas tripomastigotas tém sido empregados em
testes imunoldgicos na tentativa de substituir o teste de LMCo para monitorar o tratamento
da doenga de Chagas (Gazzinelli et al. 1993, Krautz 1994, Almeida et al. 1997).

Martins et al. (1985) identificaram peia primeira vez um epitopo que estimulava a
produgdo de anticorpos liticos, como sendo uma glicoproteina de 160 kDa.
Posteriormente, esta glicoproteina de 160 kDa foi isolada e purificada por Norris, Harth &
So (1989). Entretanto, nao foi possivel ter dados conclusivos quanto a associagdo desse
antigeno com aqueles que induzem os anticorpos liticos.

Gazzinelli et al. (1993), avaliaram um antigeno sollvel de tripomastigotas obtido de
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sobrenadante de cultura de células (AgSb), empregando soros de individuos tratados que
apresentavam testes parasitologicos negativos e observaram total correlacao de
resultados com o teste de LMCo. Neste mesmo estudo foi demonstrado que uma alta
proporcao dos anticorpos detectados pela sorologia convencional (isto &, testes nos quais
se utilizam extratos brutos ou parasitas integros, porém nao viaveis, como antigeno), em
pacientes tratados, eram de reatividade cruzada com residuos galactosyl o 1-3 galactose
(gal « 1-3 gal). Estes anticorpos anti-gal estdo naturalmente presentes no soro humano, ja
que este epitopo € observado em diferentes microrganismos. inclusive bactérias da flora
intestinal normal. Krautz et al. (1994). avalizram dois antigenos solliveis de
tripomastigotas, o AgSb (que ja havia sido avaliado por Gazzinelli et al. 1993) e um outro
excretado/secretado por essas formas em meio de cultura (AgES), em teste de ELISA
para o diagnostico da infecgdio chagasica e controle de cura de pacientes tratados. Entre
os individuos com infecgdo ativa, o AgSb e o AgES detectaram 93% e 100% dos casos.
respectivamente, No entanto, entre os individuos tratados que apresentavam testes
parasitoldgicos negativos, mas sorologia convencional positiva, os testes detectaram 268%
e 5% dos casos, respectivamente. Os autores sugeriram a utilizagdo do teste de ELISA
empregando o AgSE, em substituicdo a reacdo de LMCo, no acompanhamento de
pacientes submetidos a terapéutica especifica. A principal vantagem do AgES em relagao
ao AgSb, era que o primeiro dispensa etapas de concentragéo e dislise na sua oEtenq:éo.

Umezawa et al. (1996), desenvolveram um teste de WB empregando antigenos
excretados e secretados por formas tripomastigotas (TESA blot.) coletados de
sobrenadante de cultura de células. obtendo alta especificidade e sensibilidade com soros
de pacientes com infecgdo crénica. aguda e congénita. desta forma, permitindo o
diagnéstico diferencial entre a fase aguda e crénica.

Tambourgi et al. (1995), descreveram a utilizagdo da GP 87-93 kDa ou T-DAF
(“Trypanosoma- decay accelerating factor”), isolada de formas tripomastigotas, em teste
de ELISA. O T-DAF ELISA apresentou 96% de sensibilidade e 100% de especificidade,
mostrando otimas perspectivas para seu emprego no diagnastico da doenca de Chagas.

Martins-Filho et al. (1995) descreveram um novo método de deteccao de
anticorpos que se ligam a antigenos de superficie de tripomastigotas, empregando a
tecnologia de citometria de fluxo. Os tripomastigotas vivos sio incubados com a amostra
de soro do paciente e subseqientemente com uma anti-lgG humana conjugada com
isotiocianato de fluoresceina. A seguir. os parasitas s3o fixados e contados no citémetro.

Com base nas experiéncias com o teste de LMCo, considerou-se que a eficacia do



tratamento era negativa se a percentagem dos tripomastigotas fluorescentes fosse maior
que 20% (Martins-Filho et al. 1995).

Recentemente, com a introdugao da quimioluminescéncia no diagnéstico de outras
infecgdes, um grupo de pesquisadores (Almeida et al. 1997) vem aplicando esse teste
com antigenos purificados (glicoconjugados de tripomastigotas, AT) no diagnostico e na
avaliagcao de efeito terapéutico na doenga de Chagas.

Sem duvida a utilizagio desses antigenos purificados elevou a especificidade das
reagoes, porem, até o momento nenhum antigeno purificado foi empregado em festes
comerciais. Geralmente, os antigenos especificos estdo presentes em guantidades
reduzidas e a dificuldade de se obter, através de processos de purificagdo, quantidade

suficiente para uso em larga escala. torna-se um fator limitante

4.3.3. Utilizagao de antigenos recombinantes e peptideos sintéticos:

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante, abriv novos
caminhos para se estudar a antigenicidade de moleculas de 7. cruzi. O isolamento de
antigenos recombinantes de T. cruzi a partir de bibliotecas de express&o com soros de
animais infectados e pacientes chagasicos, tem sido obtido por diversos laboratérios
(Ibafiez, Affranchino & Frasch 1987. Affranchino et al. 1989, Levin et al. 1989, Lafaille
et al. 1989. Hoft et al. 1989). A maioria destes antigenos s&@o constituidos por
repeticoes de aminoacidos que podem ser imunodominantes nas infecges naturais.
As seqiiéncias de aminoacidos das unidades de repeticdo sdo bastante conservadas
entre as diferentes cepas do T. cruzi o que pode contribuir para uma boa
sensibilidade, quando estes antigenos sao emp‘regados em testes sorologicos. Os
resultados obtidos tém indicado elevada especificidade, sem a ocorréncia de reagdes
cruzadas com soros de individuos infectados com leishmanioses visceral ou cutanea,
ou pelo T. rangeli. No entanto, a heterogeneidad_é da resposta imune do hospedeiro e
as diferencas antigénicas apresentadas pelas varias cepas do parasita, dio origem a
uma sensibilidade limitada quando se utiliza um Unico antigeno. Portanto, o emprego
de apenas um antigeno recombinante deixaria de diagnosticar alguns individuos

chagasicos. Assim, tornou-se necessario & utilizagao de varios antigenos em um Gnico
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teste, na tentativa de melhorar a sua sensibilidade. Até 0 momento, varios antigenos
recombinantes tém sido descritos € avaliados como reagentes em potencial para o
diagnostico, por diferentes laboratérios. através do desenvolvimento de ensaios
imunoenzimaticos. (Zingales et al. 1990, Krieger et al. 1992, Lorca et al. 1992
Carvalho et al. 1993, Gruber & Zingales 1993, Paranhos et al. 1994, Pastini et al.
1994).

Ibafiez et al. (1987) isolaram uma série de antigenos recombinantes de T. cruzi
e alguns desses (1, 2, 13. 30. 36 e SAPA ['shed acute-phase antingen')) reagiram
com 66%, 67%, 39%, 49%. 34% e 10%. respectivamente, de soros de pacientes
chagasicos cronicos, sendo 23 oriundos da Argentina, 49 do Brasil e 12 do Chile
(ibanez et al. 1888, Frasch e Reyes, 1990). Levin et al. (1989) identificaram cinco
proteinas recombinantes (JL1, JL5, JL7, JL8 e JL 9) que eram reconhecidas por soros
de individuos chagasicos das formas indeterminada e cardiaca, mas nao eram
reconhecidos por soros de individuos infectados por L. brasiliensis. Lafaille et al.(1989)
selecionaram dois clones, denominados antigeno repetitivo citoplasmatico (CRA) e
antigeno repetitivo flagelar (FRA), cujos produtos eram altamente conservados em
todas as cepas de T. cruzi testadas (Krieger et al.1992). Quando ambos os antigenos
recombinantes (CRA e'FRA) foram usados simultaneamente no teste de ELISA, com
um painel de 800 soros bem definidos, foram obtidas sensibilidade e especificidade de
100% (Almeida et ‘al. 1990 e Krieger et al. 1992). Hoft et al.(1989) identificaram 8
proteinas recombinantes. (TCR -1, -3, -27, -39, -61, -69, -70 e -101) que eram
reconhecidas por soros de pacientes chagasicos. Zingales et al. (1990) descreveram
dois polipetideos recombinantes (B-12 e B-13) de T. cruzi e os avaliaram pelo teste de
radicimunoensaio (RIA). Posteriormente. Gruber & Zingales (1993) caracterizaram e
avaliaram estes mesmgs polipeptideos pelos testes de ELISA e RIA, sendo o
recombinante B-13 proposto para ser utilizado em diagnéstico. Cotrim et al. (1990)
identificaram um antigeno recombinante H-49 que apresentou 100% de sensibilidade
e especificidade pelo teste WB. Porém, Silveira et al. (1990) em outra avaliagdo
observou 99% de especificidade e sensibilidade. Posteriormente, Paranhos et al.
(1994) em uma nova andlise do antigenc H-49, desta vez em teste de ELISA,
observaram 84% de sensibilidade e 100% de especificidade. Cetron et al. (1992)
avaliaram trés antigenos recombinantes (F1-160, SA85-1.1 e SA85-1.2) pelo teste de
ELISA direto e observaram uma alta especificidade mas a sensibilidade atingia niveis
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maximos de somente 60%. Lorca et al. (1992) avaliaram a reatividade de oito
antigenos recombinantes (1, 2, 13, 26, 30. 36. 54, e SAPA) descritos por lbafiez et al.
(1987), empregando o teste de "dot-blot". Do total de soros de pacientes chagasicos
cronicos testados, 95% reagiram com pelo menos um dos antigenos, sendo que os
antigenos 1 e 2 apresentaram os melhores resultados (88%). A especificidade do
teste nao foi avaliada nesse estudo.

Godsel et al. (1995), desenvolveram um teste de EL!SA empregando um
antigeno recombinante relacionado a uma proteina de 24 kDa, o FcaBP (“flagellar
calcium-binding protein”). Os autores obtiveram 6timos indices de sensibilidade e
especificidade (100%) e propuseram sua utilizagdo para triagem em bancos de
sangue dos Estados Unidos. Krautz et ai. (1995), avalaram este mesmo antigeno
recombinante para verificar a cura apos tratamento especifico para a doenca de
Chagas. Foram empregados os testes de ELISA e WB. e os resultados foram
comparados ao teste de lise mediada pelo complemento (LMCo), havendo
concordancia total. Recentemente, Umezawa et al. (1999) avaliaram um teste de
ELISA empregando separadamente seis antigenos recombinantes ja descritos na
literatura H49, JL7, A13, B13, JL8 e IF8). com um painel de 541 soros de individuos
‘thagasicos e nao chagasicos residentes em nove paises da América Latina
(Argentina, Botivia. Brasil, Chile, Coldmbia. El Salvador. Guatemala, Honduras e
Venezuela). A sensibilidade dos antigenos recombinantes variou de 87 a 99% e a
especificidade de 96,2 a 99,6%. Os autores sugeriram a combinagao de alguns
desses antigenos para a padroniza¢do de um kit comercial a ser utilizado no
diagnostico de rotina. Este estudo mostra a importancia de se avaliar um novo
antigeno com populagdes diferentes, pois alguns desses antigenos recombinantes
. mostraram variagdes no seu desempenho nas diferentes populagdes analisadas nesta
avaliagdo.

Nos Ultimos anos, peptideos sintéticos derivados de segiiéncias repetitivas de
- aminoacidos das proteinas recombinantes, tém sido avaliados. Vergara et al. (1991).
avaliaram cinco peptideos sintéticos (contendo a seqiéncia dos antigenos 1, 2, 13,
36, SAPA) com 34 amostras de soros de pacientes chagasicos, em um teste
imunorradiométrico (IRMA) e compararam os resultados com os dos testes de ELISA
e IFl, empregando antigenos convencionais. Do total de amostras analisadas, 97%

reagiram com pelo menos um dos peptideos, sendo que houve melhor resposta com



o peptideo 2 (91%) e a especificidade foi de 100% com todos peptideos empregados.
Os autores sugeriram a utilizagéo de trés peptideos (2, 13 e 36) combinados para
detecgao de anticorpos para T. cruzi a fim de se obter o maximo de sensibilidade.
Posteriormente, Vergara et al. (1992),empregando o teste ELISA com esses mesmos
peptideos, em 60 amostras de soros de pacientes chagasicos, observaram resultados
similares, tendo o peptideo 2 apresentado maior sensibilidade (93%). Burns et al
(1992}, identificaram e sintetizaram um epitopo antigénico conservado entre varios
isolados de T. cruzi tendo sido denominade de TcD. O polipeptideo é
predominantemente expresso por tripomastigotas e a proteina nativa apresenta uma
Mr de 260 KDa. Os peptideos recombinante e sintético foram avaliados em testes de
ELISA e apresentaram respectivamente 95,3% e 96,7% de sensibilidade e 93.4% e
96,7% de especificidade, sendo que, o peptideo sintético reagiu com 8 de 9 soros na
fase aguda. Peralta et al. (1994) avaliaram em um teste de ELISA. dois peptideos
sintéticos o TeD e o Pep2 (Ibafiez et al. 1987, Vergara et al.. 1991), tanto
separadamente quanto em conjunto, com um painel de soros de individuos
chagasicos e ndo chagasicos residentes em uma area endémica do Brasil. Para
avaliar a especificidade foram utilizados soros de individuos com outras infecgdes,
inclusive leishmaniose. Os resultados demonstraram uma sensibilidade de 93% para o
ELISA -TCD e 91% para o ELISA-Pep2. O teste de ELISA usando uma mistura de
ambos os peptideos mostrou uma sensibilidade maior que 99% e nao foram
detectados resultados falsos positivos com soros de individuos com leishmaniose
visceral e cutanea.

Recentemente, Rabello et al. (1999), avaliaram um novo teste comercial, o ID-
Chagas-Particle Gel Immunoassay (ID-PaGIA Chagas) (Dia Med-Brasil). O reagente
consiste de particulas de cor vermelha, onde estéo aderidos trés peptideos sintéticos:
Pep2, TcD (ja descritos na literatura) e o TcE. A amostra de soro é misturada as
particulas contendo os antigenos e, posteriormente, esta mistura & centrifugada sobre
um matriz de gel. Se houver a presenga de anticorpos especificos as particulas
aglutinam e séo retidas na superficie do gel e se no houver anticorpos especificos as
particulas se depositam no fundo do tubo. A leitura é visual. O estudo foi executado,
paralelamente, em quatro instituicoes diferentes com 230 amostras de soro e foram
observados os seguintes resultados: sensibilidade variou de 957% a 97,.4% e a
especificidade variou de 93,8% a 98,8%. Houghton et al. (1999) avaliaram a utilizagao
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de um ELISA tetrapeptideo, empregando peptideos sintéticos e antigenos
recombinantes e sugeriram sua padronizacdo para uso em triagem de bancos de
sangue. Inicialmente foi analisado um ELISA tripeptideo (2/D/E) com os peptideos
sintéticos TcD,TcE e Pep2, utiizando 240 amostras de soro positivas (confirmadas por
um teste de RIPA). Destas amostras apenas uma nao apresentou reatividade, sendo
esta entdo utilizada para identificagio e obtencdo de mais um antigeno recombinante
(TcF) para compor um ELISA-tetrapeptideo.

Nos ultimos anos tem sido proposta a utilizagao de antigenos recombinantes e
peptideos sintéticos adsorvidos 8 membranas de nitrocelulose e “nylon”. Pastini et al.
(1994). descreveram o desenvolvimento e avaliagdo de um ensaio imunoenzimatico
comercial DiaKit Bio Chagas Assay (Gador S.A), empregando antigenos
recombinantes (1,2,13,30 e SAPA) descritos por Ibafiez et al, {1987). Uma mistura dos
antigenos foi adsorvida a uma peguena tira de membrana de nitrocelulose, reforcada
com piastico, formando uma linha horizontal. Foram observados valores em torno de
99% de sensibilidade e especificidade. O teste mostrou bastante praticidade e
facildade de leitura, pois ndo é necessario nenhum equipamento. Uma nova
configuragdo de teste imunoenzimatico tem sido desenvolvida para o diagndstico de
doengas infecciosas, o Line Immunoassay (LIA). Trata-se de uma tira de membrana : |
de "nylon” onde sao adsorvidos antigenos sintéticos efou recombinantes
separadamente, formando varias linhas. O teste proporciona uma analise de cada
antigeno em relagao a presenga ou ndo de reatividade e da intensidade da reagao.
podendo-se montar um algoritmo para chegar a um diagnéstico confirmatério (Zrein et
al. 1998).

Algumas vantagens da aplicagio de peptideos recombinantes e sintéticos em
diagndstico estdo na facilidade de obtengdo de quantidades razoaveis, na
reprodutibilidade, na auséncia de perigo de contaminacio durante o manuseio da
preparagac antigénica, na auséncia de reatividade cruzada com antigenos oriundos
de organismos relacionados e na sua estabilidade. Portanto, a tentativa em aprimorar
reagentes que possam contribuir efetivamente para a obtencio de testes sensiveis e
especificos empregando tais reagentes, parece ser justificada pelos resultados
favoraveis que vém sendo obtidos.



23

5. Avaliagao de kits comerciais

Durante os ditimos anos, alguns kits de ELISA tém sido comercializados por
diferentes empresas. Entretanto, poucos sdo os estudos que avaliaram estes
reagentes. Ferreira et al. (1991) descreveram a padronizagéo e avaliacao de um teste
de ELISA (BIO ELISA-cruzi). Foram testadas 1648 amostras de soro, sendo 219 de
individuos com diagnostico clinico de doenca de Chagas e 104 com diagnéstico de
outras infecgbes. O teste foi comparado com outros ja bem padronizados (iFI-
Imunocruzi e HAI-Hemacruzi) e comercializados pela mesma empresa (Biolab). A
sensibilidade, a especificidade e o indice de concordancia (com IFi e HAI) obtida
neste teste foram de 99%. Foi observada reatividade cruzada com alguns soros de
individuos com leishmaniose cutanea e visceral, o que j& era esperado. pois o
antigeno empregado foi um extrato total de formas epimastigotas de T. cruzi. Pan et
al. (1992) avaliaram um kit (Abbott Laboratories), utilizande 1300 amostras de soros
de regides diferentes da América Latina. Os autores relataram uma sensibilidade de
100% para amostras de soros de pacientes com xenodiagnéstico_positivo. Entretanto,
os valores de sensibilidade obtidos com os soros positivos na HAI e IFl variaram de
58,6% a 99.8%. Teixeira, Borges-Pereira & Peralta (1994) comparando kits comerciais
de Elisa (Hemobio- Chagas- Embrabio e Biozima-Chagas-Biotica) com um ELISA *“in
house” (IM-UFRJ-Chagas) acharam sensibilidades de 100% e 89% e especificidade
de 96% e 95%, respectivamente. Entretanto, neste estudo foi thiiizado um painel de
uma unica area endémica para a doenga de Chagas. Carvalho et al (1994)
compararam um teste de ELISA em que foi utilizada uma mistura de dois antigenos
recombinantes (CRA + FRA) e quatro kits comerciais de ELISA (Abbott Laboratories,
Biolab-Mérieux, Gull Laboratories & Ortho Diagnostics). Para este estudo foram
empregadas amostras de soro de individuos residentes em uma area endémica para
doenga de Chagas (Minas Gerais - Brasil), comprovadamente chagasicos e nao
chagasicos e soros de individuos doadores de sangue. Entre estes Gltimos, alguns
apresentavam resultados de sorologia conflitantes. Como testes de referéncia foram
empregados os testes de IF| e HAI da Biolab. Os autores obtiveram uma sensibilidade
variando de 99 a 100% e especificidade de 95 a 98%. Avaliagbes em relagdo a



aplicabilidade e reprodutibilidade de kits comerciais entre laboratérios também tém
sido feitas (Lorca et al. 1994). Em um estudo mais récente, Hamschlak et al. (1997).
também avaliaram trés kits comerciais de ELISA (Abbott Chagas, Biolab-Merieux e
Gull Laboratories). Para esta analise foram utilizadas 60 amostras de soro obtidas de
doadores de sangue. Os autores definiram um método de andlise combinada, em que
uma amostra de soro era considerada positiva se pelo menos 'dois de trés testes de
ELISA e um teste de IF| confirmatério fossem positivos. Empregando os resultados
dessa analise como padrdo-ouro ("gold standard”), a sensibilidade dos testes de
ELISA foram de 100% e a especificidade variou de 87 a 97%. Recentemente, foi
desenvolvido um estudo multicéntrico coordenado pela COLAB (Coordenacdo de
laboratorios) da Fundag&o Nacional da Saude, para a avaliagdo dos conjuntos
diagnésticos de hemaglutinagio indireta existentes no mercado, visando &
recomendacao daqueles com melhor desempenho (Saez-Alquézar, et al. 1997). Neste
estudo foram analisadas 87 amostras de soro por 5 laboratérios de referéncia, que
receberam os 11 conjuntos diagnosticos disponiveis no mercado na época. Apéds a
analise dos resultados obtidos pelos 5 laboratérios, foram observados valores de
sensibilidade variando de 44,.2% a 96,1% e de especificidade variando de 90,3% a
100%, entre os 11 “kits". '

A vasta literatura sobre a caracterizacio de cepas de Trypanosoma cruzi tem
mostrado que este apresenta uma consideravel diversidade genética intra-especifica
Portanto, diferentes cepas circulam ern diferentes areas endémicas, ocorrendo uma
variagdo de manifestages dlinicas que podem, consegilentemente, se refietir na resposta
imune. Desta forma, fica claro a necessidade e a importancia de se avaliar os diferentes
Kits comerciais com painéis de soros bem definidos e provenientes de diferentes areas
endémicas.

Por outro lado, a detecgdo de resultados duvidosos (discordantes ou
indeterminados) em testes sorolégicos convencionais, tem estimulado o desenvolvimento
de testes que apresentem uma maior especificidade. No entanto, até o momento nao
dispomos de nenhum teste comercializado que sirva de auxilio na confirmacg3o desses
casos duvidosos.

Portanto, tendo em vista a importancia do diagnéstico da infecgio chagasica e as
dificuldades existentes, foram objetivos deste trabalho:



Classificar painéis de soros obtidos de individuos residentes em quatro diferentes
regides do Brasil, onde a doenga de Chagas & endémica ou emergente. quanto a

sua reatividade em testes sorolégicos.

Avaliar e comparar o desempenho de trés kits comerciais, tipo ELISA, empregados
rotineiramente na triagem de doadores de bancos de sangue, utilizando amostras
de soros de individuos chagéasicos ou nio, residentes em diferentes regides do
Brasil.

Avaliar o desempenho do teste imunoenzimatico INNOLIA, que emprega
peptideos recombinantes e sintéticos como antigenos, como teste complementar
ao diagnostico da infecgdo chagasica.

Determinar um algoritmo para interpretagio do teste INNOLIA para o diagndstico
da infecgao chagasica.
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Chagas’ disease is a common cause of morbidity in Latin American countries. In Brazil, naturally occurring
transmission of its etiologic agent, Trypanosoma cruzi, has been almost completely abolished through effective
control programs aimed at the triatomid insect vector. Thus, transfusion of blood from infected donors has
become the major route for contracting Chaguas’ disease due to the socioeconomically motivated migration of
residents from arcas where the disease is endemic to the larger urban centers. Therefore, the employment of
screening tests is mandatory for all blond banks throughout the country. We compared the diagnostic perfor-
mances of three commercially available screening assays used in routine testing in Brazilion bloed banks: the
Abbott Chagas antibody enzyme immunoassay (Abbott Laboratdrios do Brasil, Sio Paulo), the BIOELISA-
CRUZI kit { Biolub-M¢ricux, Rio de Janeiro, Brazil), and the BIOZIMA Chagas kit (Polychaco S.ALC., Buenos
Aires, Argenting), The evaluation was performed with sera obtained Trom chagasic patients and healthy
residents of four different areas in Brazil where Chagas’ disease is either endemic or emergent and where
clinical manifestations of the disease and circulating parasite strains vary. The results obtained with each kit
were compared to matched in-house enzyme-linked immunosorbent assay and immunoHuorescence assay data
obtained for each sample. Depending on the area under investigation, the three commercial kits produced
specificity values between 93.3 and 100.0%, sensitivity values between 97.7 and 100%, and accuracies ranging
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from 93.6 to 100.0¢%.

The protozoan parasite Tnpanosoma cruzi is the etiologic
agent of Chagas’ discase, which is endemic throughout Latin
America and which is a major cause of morbidity and death in
the affected countries. According to World Health Organiza-
tion estimates (31). 16 to 18 million people are infected by the
parasite and about 30.000 chagasic patients die cach vear from
the disease. In Brazil. the area in which the disease is endemic
extends over 17 states in the noriheastern. southeastern. south-
ern, and central western regions (21). but successful vector
control programs have abolished almost completely the natural
transmission of T, crnzi by its reduvind insect vector, Recent
studics reported few chagasic putients vounger than 12 vears in
the state of Minas Geras (8. 20). Apart from vectorial trans-
mission, Chagus’ disease can be contracted cither orally (39),
congenitally (23). or by transfusion of blood from an infected
denor (38). Due to sociocconomic factors. the migration of
infected people from the arcas in which the disease is endemic
to the urban centers is very frequent. and blood transfusion has
become the principal way of infecuon. accounting for an esti-
mated 20.000 new cases per yvear in Brazil. o country with five
to six million blood transfusions per vear (21). Therefore. ef-
ficient donor screening 15 very important in order to identify
and discard contaminated blood without negatively affecting
the country’s blood supply.

T. cruzi infection is lifelong. and after o short and mostly
asymptomatic acute phase. during which the parasites can be
detected in blood smears. patients enter the indeterminate
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phase of the disease. which is marked by an extremely low
parasitemia and no scquelae, This stage can last for 10 to 30
years, after which a significant percentage of patients develop
the chronic manifestations of Chagas’ discase (cardiopathy,
megacolon, andior megacsophagus). While traditional meth-
ods of parasite detection (hemoculture and xenodiagnosis) are
time-consuming and of low sensitivity. PCR amplification of
nuclear (32, 40) or kinctoplast (3. 43) DNA was shown to be
very sensitive (10. 46}, However, at present, PCR is not feasible
for blood bank screening. and the best way of diagnosing an
indeterminate or chronic T. cmzi infection 15 the serologic
detection of antibodies directed against the parasite. Serologic
assays include the indirect immunofluoreseence assav (1FA).
indirect hemagglutination, complement fixation, the radioim-
munoprecipitation assay. the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), and Western blats. Antigen preparations em-
ployed in these tests range from crude parasite extracts and
subcellular fractions to cloned antigens and synthetic peptides
(24, 27-30, 34-36, 41, 44, 45). Some of these tests are available
commercially. while others are in-house assays being used only
in rescarch settings, In Brazilian blood banks today. the screen-
ing of donors for Chagas’ discase by at least two tests based
on different methodologies is obligatory. Although [FAs and
hemagglutination often lead to false-positive or -negative
test results due to subjective interpretation, both assays are
stilt widely used n blood bank screening and epidemiolog-
ical surveys, and the results are generally confirmed by an
ELISA.

T. cruzt is polvmorphic, and different parasite strains circu-
late in different areas (21). While to date no definite correla-
tion between infecting strain and clinical manifcstation has
been demonstrated. survey studies in regions in which the
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TABLE 1. Conscnsus classifications of sera from four
regions of Brazil by in-house ELISAs and [FAs

No. of sera classificd as.

3 I

Snrmr.-:c sora ol Positive  Negative  Positive Discrepant

S lcted  bvboth  bybath  orneg-  (assay results

RECHISS HELHISS ative differcd}

Minas Gurs 261 150 81 261 1]
Paraib 66 133 305 440 26
Piaut 133 2 44 26 7
Amazen 85 3 7A 78 7
Total 1063 320 305 1023 )

discase is endemic show differences in antibody titers found in
the patients and in the degree of the clinical manifestations in
the chironic phase of the discase (21). Since the infected donor
populations cncountered in the karge urban centers of Brazil
migrated from many different regions of the country in which
the discase is endemic, in this study. we compared the perfor-
mances of three commercial enzvme immunoassays (EFAs) by
using pancls of sera obtained from paticnts and healthy resi-
denis of four Brazilian arcas where Chagas™ disease is either
cndemic or emergent.

MATERIALS ANB METHODS

Study population and description of aress in which Chugas® discase is en-
demic, Sera were abtained from patients and healthy residents from the fllow
ing arvas the state of Minas Gerais in the south-central region of Braal (mu
aicipaliy of Virgem da Lapa. sz = 2612 1267 seropresalence). where the cardiog
and digestive forms of the disease are common (4. 5). the hiterlands of the
northeastern states of Paraiba (= 466, 9.5% scropresatence) and Piawi (1
253 5077 seroprevalence), where the indetermunate form of the disease s
common (7. 16, 17} and the Amazan state in the aorth of Brazil (municpakity of
Barecllos, i = 83, 13270 seroprevalence). where Chagas’ discase s emergent
(1518, 19)

The municipalitics and regons situated in the states of Minas Gerais. Parain,
and Praw are past of the dry hinterfands with sparse segetation and rainkess
periods lasting from 110 3 veates, On the other hand. the study area wcated an the
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Amazon state 15 part of the rain forest. The chagasic patients in the areas under
nvestization became infected mainly by vectorial transmission, with the predom-
mant vectors heing the iriatomid bugs Panstrongvlus megistes and Tritoma -
festans (Minas Geras) (6). Triatoma brusifiensis (Paraiba and Piaut) (16). Tria-
e pseudomactduta (Paraiba) (16), and Rfodnues brethesi (Amazon) (19}
Professional sccupatiens in these regions are agriculiure and stock raising (M-
nas Gerais. Paraiba. and Piaw) and gathering of palm fibers {(Amazoa), Hiteracy
reaches levels betwesn 30 and 407 . Most members of the study population
were less than 30 vears of more than 30 years of age. The intermediate age
group 130 10 30 vears old) 15 underrepresented in thuse areas as a conse-
gquence of the migration to the cities of Manaus, Salvador, Sao Paulo. and Rin
du Faneirn

Indirect immunofluorescence, All sera were tested at a final dilution of 1 ¥n
n-house tests according to the method of Camargo (12) with T cruzi Y epimas-
tigites as antigen and fluorescein isothiocvanate-conjugated goat anti-human
immunoglobulin G {1gG) (Cappe} Biomedical Inc.. Malvern, Pa.)

In-house ELESA, The cvtosolic fraction of T. cruzs Y epimastigotes was used as
antigen. Bricfiy. Nunc microtiter plates were sensitized overnight at +°C with 1)
ul of antigen solution in 0.05 M sodium bicarbonate buffer {pH 9.6) at a con-
centration of 200 ngml. Sera were diluted 1/200 in phosphate-buffered saline-
Tween 20 (PBST) (0.377)=letal calf serum (5.07¢). and 1{X) ! of the mixiure was
added to the wells. After 30 mim at 37°C, the plates were washed eight times with
PBST. anti-human IG-peroxidase conjugate (Cappel Biomedical [nc.} was add-
ed 1o the wells at a dilution of 1/10.000 in PBST-fetal calf serum. and the wells
were incubated at 37°C for 30 min. After cight additional washes, the immune
complexes were developed with tetramethytbenzidine-H.0; {Sigma). and the
absorbances were read at 450 am. Cutoff values were cateulated by dividing the
difierence of the average absorbances of two positive and three negative controls
by three.

To compare the results of ELISAs performed on different days. the results
were expressed as ratins hy dividing the absorbancy values of cach plate by the
cututt value obtained for the same plate. A sample was considered positive if the
ratio was vqual to or greater than 1.1, pegative f the ratio was equal to ar simaller
than 0.9, and indeterminate if the ratio was between (.9 and L1 After the results
of the in-house ELISA were compared to those previously obtained by TFA. the
sera were classified as either positive, negative, or discrepant. Sera with repeat-
cdlv indeterminate ELISA results were a priori considercd discrepant. The
results are shown in Table |

Commercial ELAs, Three commercial EEAs were evaluated in this studv: the
Abbott Chagas antibody E1A (Abbott Laboratdrios do Brasik. San Paulo). the
BIOELISACRUZI kit (Biolab-Mérieux. Riv de Junviro, Brazl). and the
BIOZIMA Chagas kit {Polychaco §.ALC., Buenos Aires. Argentina). Each ELA
was carried out strictly according (o the instructions previded by the manufac
turer. Calculations of the cutoff values and evatuation of the test results were
performed as described in the respective sections of each manual

TABLE 2. Companison of results for sera from four regions of Brazil obtained by IFAs and in-housc assays
with results obtained with three commercial assay kits

No. of serum samples:

Saurce of sera
awd result

With Abbon Chagas antibody

el I Lk EiA kit result

and in-house

With Biolab-Mericux
BIOELISACRUZI kit result

With BIOZIMA Chagas
kit result

HLLE 1R

Penitive  Nemative  Indvterminate Positive Negatie  Indeterminate Positive  Negitve Indeternonale

Minas Gerais

Positive 150 179 L | 178 1 1 180 i {

Negative b | 2 79 0 ] 80 1] { 80 0
Paraiba

Positive 135 133 ol 0 {16 3 i 135 ] 0

Negative 35 12 287 6 0 305 ) 20 285 {t
Praui

Positive 202 194 3 0 196 3 3 202 0 Y

Negative + 2 41 1 0 43 l 1 43 n
Amizon

Pusitive 3 3 0 n 3 f ] 3 b} 0

Negative 73 Y 74 1 0 75 0 3 70 0
Totad for all scra

Pusitive 520 14 5 | 303 7 10 520 1 ]

Negative 303 16 481 8 1 503 1 2] 478 0
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TABLE 3. Diagnostic performance of three assay kits with sera from four regions of Brazil
Performance (77) by assay tvpe
Sourcy of Abbott Chagas antibody E1A Biolab-Méricux BIOELISACRUZI kn BIOZIMA Chagus Kit

iz Relawe Relative Accuricy Relative Relatjve A Relative Relitive Accura
SCMSILVIN specificity AcEUTICY SERSTLIVITY specificin cruracy sensitivity speciticiny Accurc,

Minas Gerais 1000 97.3 99.2 99,4 98.8 99.2 100.¢ Y88 99.6

Paraiba 8.3 96.0 96.8 97.7 100.0 99.3 1000 934 Ys.5

P 933 95.3 98.0 98.5 100.0 98.8 100.0 97.7 99,6

Amazon 100.0 100.4} 100.0 100.0 1300 100.0 100.0 93.3 93.06

Total for all sera 94.0) 96,8 91.9 o5.6 9.8 99.2 100.G 94.7 974

*Indeterminate results kave been omitted

RESULTS 2 cach were from Minas Gerais and Piaui. Six of thesc Paraiba

Evaluation of the EIAs. The resuits of the evaluation of the
three Kits are presented in Tables 2 and 3 for cach study area
and for the study population as a whole. Due to the lack of a
serologic “goid standard™ for the indeterminate and chronic
phases of Chagas™ discase (see also Discussion). the sera em-
ploved in the evaluation were characterized by matched IFA
and in-house ELISA results. Of a totad of 1,025 sera. 520 were
consensus positive and 305 were consensus negative. Perfor-
mances of the commercial tests were expressed as relative
sensitivity. relative specificity, and accuracy (11).

Leoking at the results obtained for cach studv arca and for
the population as a whole, al} three kits performed comparably
{Table 3). Considering the entire study population. the BIO-
ELISACRUZI kit had the highest relative specificity and was
the most accurate test. whereas the BIOZIMA Chagas kit
showed the highest relative sensitivity.

With respect to the IFA and in-house ELISA consensus
classifications. 63 sera of a total of 1.025 (6.17¢) gave either a
discrepant or indeterminate result with at least one of the kits
evilluated in this study (some of the 76 discordant resuits
shown in Table 2 appeared n the same sample). Due to the
lack of a gray-zone delinition for the BIOZIMA Chagas kit,
indeterminate results were observed only for the Abbott Cha-
gas antibody EIA (9 of 1.025: 0.97%) and the Biolab-Mérieux
BIOELISACRUZI kit (11 of 1.023: 1.17¢).

One of the four sera that tested indeterminate with the
BIOELISACRUZI Kit was a consensus-negative serum from
Pizui that tested positive with the two other kits. The remain-
ing [0 sera (1 from Minas Gerais. 6 from Paraiba. and 3 from
Piaw) were consensus positive and were classified as such by
both the Abbott Chagas antibody EIA and BIOZIMA Chagas
kit.

On the other hand. the BIOELISACRUZI kit diagnoses
were in agreement with the consensus on all nine sera which
gave indeterminate results with the Abbott Chagas antibody
ElA (six sera from Paraiba and one cach from Minas Gerais,
Piaui, and Amazon), whereas the BIOZIMA Chagas kit clas-
sified as positive three consensus-negative sera of the six from
Puraiba.

The BIOELISACRUZI kit showed the highest relative spec-
ificitv. with only 1 of 305 (002%: from the panel of Minas
Gerals sera) consensus-negative sera diagnosed as positive,
This serum was classificd as negative by the two other kits. The
Abbott Chagas antibody EIA and the BIOZIMA Chagas kit
showed much lower relative specificitics. with 16 {3.2¢) and 27
{5.37c) positive results for consensus-negative sera, respec-
tively. From the 16 consensus-negative sera that were positive
in the Abbott test. 12 (75377) were from the Paraiba panel and

sera and one of the Piaui sera also tested positive with the
BIOZIMA Chagas kit. Additionally, the latier test gave posi-
tive tesults with another group of 20 consensus-negative sera
(14 from Paraiba, 5 from the Amazon. and 1 from Minas
Gerais), which were all diagnosed as negative by the Abbont
and Biolab-Méricux ElAs.

The BIOZIMA Chagas EIA did not yield any negative result
for consensus-positive sera and. therefore. was the most sen-
sitive test in this study. On the other hand. the Abbott Chagas
antibody EIA gave negative results for five (1.07F) consensus-
pusitive sera, three of which were from Piaui and two of which
were from Paraiba. The BIOELISACRUZI kit vielded nega-
tive results for seven (1.39%) consensus-positive sera. OF these.
three sera were from Piaui, three sera were from Paraiba. and
one serum was from Minas Gerais. Two of the three sera from
Plawi also tested negative in the Abbott Chagas antibody ELA.
However. the remaining five sera were classified as positive by
the other two tests. Taken together. these results clearly indi-
cate that sera from patients residing in the states of Paraiba
and Piaui have to be considered problematic for routing serol-
ogy testing (see also Discussion).

DISCUSSION

In the present study, we compared the performinces of the
Abbott Chagas antibody EIA. the Biolab-Méricux BIOELISA-
CRUZI kit. and the BIOZIMA Chagas kit. which arc routinely
emploved in Brazilian blood banks for the detection of anti-
bodies against T, cruzi.

The BIOZIMA Chagas and BIOELISACRUZI kits arc 96-
well ELISAs. while the Abbott Chagas antibody EIA employs
coated beads as the solid matrix. The Brazilian prices (in U.S.
dollars) for a single test are 32.17. $1.3Y. and 83.51. respec-
tivelv. The total test incubation times varied from 50 10 120
min, with the BIOZIMA Chagas kit being the fastest, provid-
ing a result by visual reading after a little over L h. In addition.
it was the most easily performed. with controls. conjugate. and
substrate supplied in dropper bottles as ready-to-use solutions.

All three assays gave satisfactory results with sera which
were obtained in four Brazilian areas and classified as either
consensus positive or negative by matched in-house IFA and
in-house ELISA results. Refative assay sensitivities and speci-
ficities varied depending on the area under investigation (Ta-
ble 3) and ranged for the total population from 98.6 o 100%
and Y4.7 10 99.8%%, respectively. The observed area-dependent
differences may in part be attributed 1o the disproportional
fractions of positive and negative sera obtained in cach arca
(e.g.. 3 positive versus 75 negative sera from the Amazon and
202 positive versus M negative sera from Pioui [Table 2]).
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However. for the total population. we emploved 320 (30.75%)
consensus-positive and 305 (49.37¢) consensus-negative sera.
Consequently, assay performances calculated for the four pan-
¢ls as a whole should refiect interassay differences more pre-
cisely.

The ELISASs vielded conflicting results for a number of sera.
but the same sera were not necessarily problematic for each of
the three kits evaluated in this studyv. Thus, for 21 of 520
(4.0%%) positive and 42 of 303 (8.3%) negative sera. the results
obtained with at least one of the three Kits were not in agree-
ment with the consensus. These findings corroborate the re-
sults obtained by others (1. 26). A chemiluminescent ELISA
for the diagnosis of active infection by T. cruzt (1) was evalu-
ated with sera which vielded inconclusive results in eight con-
ventional serologic tests. Depending on the combination of test
results, the percentage of inconclusive results varied between
18 and 78%. In another study (26). the Abbott Chagas anti-
body EIA. the Biolab-Méricux BIOELISACRUZI kit, and the
Chagas I1gG ELISA (Gull Laboratories, Salt Lake City, Utah)
were evaluated with 60 sera obtained at a blood bank. The
authors defined @ combined assay performance in which a
serum was considered positive if at least two of the three
ELISAs to be evaluated plus a confirmatory IFA were positive,
Using the combined assay performance results as the gold
standard. ELISA sensitivitics were reported to be 1006 and
specificities vanied from 87 o 977, Carvalho et al. (13)
compared the performances of an in-house recombinant-an-
tigen ELISA and four commercial ELISAs (Abbott, Biolab-
Méricux. Gull Laboratories. and Ortho Diagnostic. Buenos
Aires, Argentina) with sera obtained in Virgem da Lapa. Mi-
nas Gerais. and at the state bood bank of Sdo Paulo. The au-
thors report for the commercial tests specificities ranging from
95.0 to 98.07% and sensitivities from 99,0 1o 100.0%,

The observed vanation of sera that were problematic for a
given assay is not surprising since the antigen preparations
employved in cach of the evaluated Kits are obtained by differ-
ent procedures, Furthermore, the T2 cruzi Y epimastigotes are
cultivated according to different protocols in various culture
media. As previously reported (37). extraction procedures in-
fluence drastically the epitopes retained on antigenic mole-
cules, Furthermore, binding of these molecules to solid sur-
fuces hides or exposes epitopes that have different affinities for
both specific and nonspecitic antibodies present in the sera,
thus accounting for conflicting results.

The Abhbott Chagas antibody E1A was also evaluated in two
studies published carlier (9. 33). Pan et al. (33) reported a
sensitivity of 93.48% and a specificity of 99.487 with 1.392 sera
from Brazil and Argentina which had been previously charac-
terized by a commercial indirect hemagglutination assay.

Brashear et al. (¥} used the Abbott Chagas antibody EIA 10
screen 13,309 sera from a potentially high-risk U.S. donor
population and calculated a specificity of 99,987 and positive
and negative predictive values of 81.25 and 99.997F, respuec-
tively.

The sera emploved in our study were obtained in Minas
Gurais. Paraiba, Piaui. and the Amazon. regions where discase
manifestation. circulating parasite strains. and parasitemia vary
(6. 7. 16. 18. 19). As a consequence of the sampling technique.
in which houses and dwellings were first investigated for the
presence of triatomid bugs and then. in a second step, blood
samples were drawn from the residents and their neighbors
(Minas Gerais. Piaui. and Paraiba). the pancls we used did nom
reflect the overall prevalences of 7. cruzi infection described in
serologic survevs for the populations in the study areas. How-
ever. in the Amazon region. triatomid bugs are not found in
houses. and people et infected while working in the rain forest,
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The Amazon panel utilized in this study consists of a small part of
the samples obtained during the serologic survey (19).

In the particular case of Chagas’ disease, no serologic gold
standard for the definition of the discase status exists. since
detection of T. cruzi-specific antibodies depends on the pa-
tient's immune status and since cross-reactivity of 7. cruzi an-
tigens with antibodies raised against other coendemic parasites
(Leishmania and Trypanosoma rangel) is frequent (2, 23, 42).
Nevertheless, despite its drawbacks, IFA is the most commonly
uscd serologic test for Chagas™ disease and, as a result, is widely
accepted as the gold standard (22). Therefore, as a first step we
determined the status of the sera according to the resulis
obtained in an in-house IFA and an in-house ELISA (Table 1).
The sera were considered either positive or negative if [FA and
ELISA results were concordant and indeterminate if the two
results were discrepant. However, while no indeterminate se-
rum was found in the panel from Minas Gerais, 26 (5.6%) of
the 466 sera from Paraiba were found to be indeterminaie. as
were 7 (2.872) of the 233 sera from Piaui and 7 (8.29%) of the
85 sera from the Amazon. These findings can be explained by
the epidemiological characteristics and circulating parasite
strains in the different areas. In Virgem da Lapa. Minas Gerais.
the cardiac and digestive forms of Chagas’ discase are fre-
guent, and the circulating 7. cruzi strains generally cause a
high-titer immune response in the patients (6). Furthermore.
this arca is not one in which Leishmania spp. (3), which can
cause false-positive results in Chagas' discase serology (14). is
endemic. On the other hand, in the states of Paraiba and Piaui.
the indeterminate form of the disease predominates. and pa-
tients show mostly moderate or weak immune responses to the
infection (7). Also, in these areas leishmaniasis is frequent. As
far as the Amazon is concerned, cross-reactions with Letsiuna-
g spp. may account for the high seroprevalence reported for
this region (15, 19), and infections with the nonpathogenic
parasitc T rangeli have been demonstrated (i8). Taken to-
gether, these facts are likely to account for the indeterminate
classification of some sera by our in-house tests. In addition,
we cannot rule out the possibility that some of the discrepan-
cics observed between the in-house consensus results and
those obtained with the three kits were due to a misclassifica-
tion of the sera by our in-house assays. However, the use of
in-house tests for the characterization of serum panels and
subsequent evaluation of a commercial kit has been reported
by others (35).

This study shows that the Abbott Chagas antibody EIA. the
Biolab-Mcneux BIOELISACRUZI kit. and the BIOZIMA
Chagas test are well suited for the detection of [gG antibodies
against 7. cruzi. Nevertheless. when used for routine diagnoses
and blood bank sercening, problems can oceur if the paticnts
or donors come from areas in which the epidemiology of Cha-
gas’ disease is complex. Therefore, confirmatory tests with
higher specificities need to be developed, and good candidates
for such tests are those that include a combination of T, cruzi-
specific cloned antigens and/or synthetic peptides (13. 28, 35,
36).
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Arecombinantpeptide antigen lineimmunoassay
optimized forthe confirmation of Chagas’ disease

W.M.R. Oelemann, B.O.M. Vanderborght, G.C. Verissimo Da Costa, M.G.M. Teixeira,
J. Borges-Pereira, ] A.F. De Castro, ].R. Coura, E. Stoops, F. Hulstaert, M. Zrein, and ].M. Peralta

BACKGROUND: The transfusion of contaminated blood
has become the major route of transmission for Chagas'
disease in Brazil. Current screening tests are insensitive
and yield conflicting results, while confirmatory assays
do not exist. A line immunoassay {(INNO-LIA Chagas Ab
[INNO-LIA]) combining refevant, immunedominant re-
combinant and synthetic antigens on a single nylon
membrane strip was evaluated for the serologic confir-
mation of Chagas’ disease.

STUDY DESIGN AND METHODS: Sera from 1062 pa-
tients and healithy residents of four Brazilian regions en-
demic for Chagas’ disease were used for test optimiza-
tion. The established confirmation algorithm was
evaluated with an independent set of positive (n = 75)
and negative (n = 148) samples.

RESULTS: In the optimization phase, without an estab-
lished comparative gold standard, the results with the
INNC-LIA were compared with those obtained in four
other screening assays. In the validation phase, the
INNO-LIA showed a sensitivily of 100 percent (95% CI,
95.21-100} and a specificity of 99.32 percent (25% Cl,
96.29-99.98) for well-characterized sera. Moreover, its
specificity reached 100 percent with a set of 40 sera ob-
tained from patients with decumented laishmaniasis. The
interpretation criteria defined in this study indicated that
the INNO-LIA accurately detected the prasence of anti-
bodies to various specific antigens of Trypanosoma
cruzi.

CONCLUSION: The INNO-LIA Chagas Ab assay may
become the first commercial assay to reliably confirm
the presence of anthodies o T cruzi.

hagas’ disease is endemic throughout Latin

America and is a major cause of morbidity and

mortality in those countries affected. Approxi-

mately 16 to 18 miilion people are infected, and
about 50,000 patients die each year from the condition.! Its
etiologic agent, the protozoan parasite Trypanosoma cruzi,
is naturally transmitted by various species of triatomine
bugs. Disease transmission occurs when infectious forms
of the parasite are deposited during the blood meal along
with the insect's feces. In Brazil, successfui vector control
programs have almost completely abolished naturally oc-
curring transmission, except in the hinterlands. As a result,
the transfusion of blood from infected donors—often mi-
grants to larger cities—has become the major route for con-
tracting the parasite.2 Recent surveys estimate the annual
number of transfusion-acquired Chagas’ disease cases in
Brazil at 20,000 out of a total of 5 to 6 million blood transfu-
sions.” Consequently, an efficient donor-screening program

ABBREVIATIONS: ElA(s) = enzyme immunoassay{s); ELISA =
enzyme-linked immunosorbent assay; IFA = indirect immuno-
fluorescence assay; PCR = polymerase chain reaction.
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is crucial for eliminating contaminated blood while not
negatively affecting the country's blood supply.

In Brazilian blood banks, the screening for antibodies
directed against T. cruziis mandatory. Screening assays in-
clude the indirect immunofluorescence assay (IFA), the
indirect hemaggiutination assay (IHA), and the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The utilization of at
least two assays based on different methods or different
antigen preparations is currently recommended, but con-
flicting results are often observed. A few specialized labora-
tories have developed Western blot* and radioimmuno-
precipitation® assays in an attempt to resolve discrepant re-
sults, but no single test is sufficiently sensitive to prevent
transfusion transmission of Chagas’ disease.

Most of the tests that are commercially available today
in Brazil employ crude parasite extracts or subcellular frac-
tions as antigen preparations. In recent years, various in-
vestigators have characierized T. cruzi-specific immunore-
active antigens, and several studies have evaluated the
diagnostic potential of these antigens either in the form of
recombinant proteins or as synthetic peptides.® " General
conclusions that can be drawn from the published results
are that 1) recombinant antigens are more specific than
parasite extracts, which can cross-react with sera from pa-
tients harboring other diseases such as leishmaniasis, Try-
panosoma rangeliinfection, syphilis, or rheumatic fever; 2)
sensitivities reported for the different recombinant anti-
gens vary with the clinical status of the patient and the
manifestation of the disease; and 3) the combined use of
various recombinant antigens in the same test improves
diagnostic sensitivity. On the basis of these results, we
evaluated the use of a new assay combining relevant,
immunodominant recombinant and syathetic antigens
derived from T. cruzi proteins as a confirmatory diagnostic
test for Chagas’ disease.

MATERIALS AND METHODS

Study populations

The 1062 sera emploved in this retrospective study for test
optimization were obtained from patients and healthy resi-
dents of four Brazilian regions endemic for Chagas’ disease:
261 sera were from the state of Minas Gerais (municipality
of Virgem da Lapal, where the cardiac and digestive forms
of the disease are frequent; 465 and 253 sera were obtained
in the rural areas of Paraiba and Piaui, respectively, where
the indeterminate form of the disease is common; and 83
sera were from the Amazon River basin (municipality of
Barcellos), where Chagas' disease is emerging. Most of the
blood samptes originated from patients who have been
participating in long-term follow-up studies for 2 to 20
years.*"* Serologic analysis was performed by several im-
munologic methods {see below). In addition. the presence
of the parasite could be demonstrated in some patients by
xenodiagnosis®” and/or polymerase chain reaction (PCR).™
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Asecond, independent set of well-characterized panel
samples was tested for validation of the proposed algo-
rithm. Positive samples {n = 75) were documented by up to
eight assays. Negative samples (n = 148} included sera from
various diseased patients (n = 20), patients with leishma-
nia infection (n = 40}, unscreened European blood denors
{n=45), and screened Brazilian blood donors (n =43). The
leishmania-infected sera were part of a previous study® and
included sera from patients with visceral leishmaniasis (n
= 20) and tegumentary leishmaniasis (n = 20). The patients
were diagnosed by histopathologic examination of biop-
sies, and the parasites were isolated by culture of material
obtained from the lesions.

Serologic characterization

Alisamples were serologically characterized by four screen-
ing assays, an in-house ELISA and three commercial en-
Zyme immunoassays (EIAs), as described recently by
Oelemann et al.¥ The results of the four assays were used
to establish an interpretation algorithm for the new line im-
munoassay (INNO-LIA Chagas Ab [INNG-LIA|, Innogenetics
N.V., Gherit, Beligum.

For the in-house ELISA, the cytosolic fraction of T cruzi
strain Y epimastigotes was used as the antigen, and sera
were tested at a 1-in-200 dilution. After incubation with
anti-human [gG peroxidase conjugate, the immune com-
plexes were developed with 2,2',5,5-tetramethylbenzidine/
hydrogen peroxide {TMB/H,0,, Sigma, t. Louis, MO) and
absorbencies read at 450 nm. Cutoff values were empirically
determined by dividing the difference in the average absor-
bencies of two positive and three negative cantrols by 3: (Av-
erage absorbency of 2 positive controls - average absor-
bency of 3 negative controls)/3.

Commercial EIAs included the Abbott Chagas antibody
EfA {Abbott Laboratorios do Brasil, Sie Paulo, Brazil), the
BIOELISACRUZI (Biolab-Mérieux, Rio de Janeiro, Brazil),
and the BIOZIMA Chagas (Polychaco 5.A.1.C., Buenos Aires,
Argentinal. All tests were carried out according to the in-
structions provided by the manufacturers,

All of these sera had also been tested at a final dilution
of 1-in-40 with either a commercial or an in-house [FA ac-
cording to Camargo, ! using T. cruzistrain Y epimastigotes
as antigen and fluorescein isothiocyanate-conjugated goat
anti-human IgG (Cappel Biomedical, Malvern, PA}. In ad-
dition, some sera were characterized by an in-house West-
ern blot, as described previously.* Briefly, the cytosolic frac-
tion of T. cruzi epimastigotes (Y strain) was submitted to
sodium dedecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis in 10-percent acrvlamide gels and subsequently trans-
ferred to nitrocellulose membranes. Diluted serum samples
{1-in-100} were then added to the membranes, and the
immune complexes formed were revealed by using anti-
human IgG peroxidase conjugate and then a color reaction.
Sera were considered positive when they reacted with at
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least three bands from a group of seven {14-, 19-, 27-, 30-,
34-, 37-, and 75-kDa).

INNO-LIA

The INNO-LIA consists of seven recombinant T. cruzi anti-
gens coated as discrete lines onto a nylon membrane with
plastic backing. In addition, the strips contain control lines
for sera with strong, moderate, and weak (cutoff} reactiv-
ity, as well as a streptavidin background control. The anti-
gens were derived from the sequences of the following re-
combinant antigens: Ag 39,'? TeD,* Tc24,% SAPA,* MAP,
and CRA and FRA.! The strips were incubated with the sera
ata 1-in-100 dilution for 18 hours at 25°C, and, after wash-
ing, the immune complexes were detected by incubation
with an anti-human IgG conjugate and subsequent color
development. Results were determined by visually compar-
ing the intensities of the antigen lines with those of the
controls. The intensities were scored as follows: 0 (-], ab-
sent or less intense than the weak control line; 0.5 (4}, in-
tensity higher than or equal to that of the weak control line
but lower than the 1+ control line; 1 (+}, intensity equal to
that of the 1+ control line; 2 (++], intensity between that of
the I+ controlline and of the 3+ control line; 3 (+++), inten-
sity equal to that of the 3+ control line; and 4 (++++), inten-
sity higher than that of the 3+ control line, The INNO-LIA
results can thereby be expressed as a numeric value, that
is, the sum of intensities of the various antigen bands. Fig-

INNO-LIA IN CHAGAS' DISEASE TESTING

ure 1 shows representative INNO-LIA results and their re-
spective interpretations.

On the basis of reactivity in the four screening assays
and the pattern of reactivity with the multiple antigens used
in the INNO-LIA, an algorithm was established (Fig. 2).
Those siudy samples for which the four screening assays
employed were either all positive (thus considered as true-
positive samples; n = 500} or all negative (considered as
true-negative samples; n = 460) were selected to define an
INNO-LIA interpretation algorithm. The algorithm illus-
trated in Fig, 2 was optimized for sensitivity and specificity
on the basis of this subset of samples. The remaining
samples (n = 102) with conflicting results in the screening
assays were then classified by use of the established algo-
rithm as being INNO-LIA-negative, INNO-LIA-positive, or
INNO-LIA-indeterminate.

Statistical methods

Software (GraphPad StatMate, version 1.01, GraphPad, San
Diego, CA) was used for the calculation of 95% Cls for pro-
portions.

RESULTS

Evaluation of the INNO-LIA using chagasic sera

To evaluate the performance of the INNO-LIA, we analyzed
1062 sera and compared the results with those obtained in

Serum Strip Contro! Antigens Scores :

number number sv3+1++ ABCDEFG SV A B c D E F G I INNO-LIA result
C+ 1 -1 2 1 K| 3 05 4 145 +
G-.. 2 . BRI = = = — R N
VL3 3 - 05 3 05 05 2 - 4 105 +
VLE 4 1 2 05 4 3 0.5 4 15 +
VLI 5 LT - 05 05 - 12 1 3 B +
VL16 6 - -2 2 . 3 8 +
VL59 7 - 05 - 3 4 - 2 9.5 +
P1g798 8 -2 0.5 1 - . 2 5.5 +
PI88o7 9 - - - 2 1 05 - as +
PI18810 0 ! . 05 - - - 2 - 2 45 +
P1B864 i1 - - - - 0.5 - 0.5 N
PI8895 12 - 1 0.5 - - 1.5 N
PB6 13 - - - . - 05 05 N
PB7 14 -1 - - 05 - - 1.5 +
AM10.1 15__ 1 .- 05 = - 1 - - 15 4z
AM15.1 16 - - - - - 1 - 1 N
PB37 17 - - - £ 1 05 2 3.5 +
PB122 18 - - - 1 05 - 1.5 +
PB140 19 . - - 05 - - 1 1.5 Ind
PB19 20 - - = - - - 2 2 N
PBa23 21 - 05 - 2 - 1 3.5 +
PB155 22 - 05 - K| - 2 5.5 +
PB167 23 - - . - - 3 - 3 N
PB168 24 - 05 * 0.5 - 05 3 4.5 +
PB170 25 - - - - 0.5 2 25 +
PB197 26 - - - - - 3 1 4 8.4 +

Fig. 1. Representative INNO-LLA strips with various reactivity patterns. SV = streptavidin background control, 3+ = strong intensity
control, 1+ = moderate intensity control, + = weak (cutoff) intensity control, N = negative, and Ind = indeterminate. Antigens: A =

Tc24, B = CRA, C = FRA, D = TeD, E = MAP, F = SAPA, and G = Ag39.
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| INNO-LIA reading |

- No band Twa bands or
- Single band more
L Negative I ISum of intensities]

] i

Sum <1 Ssulrlnm5'<51_5 Sum >2.5
| | |
| Negative | | Check antigen E | | Positive |
|
el
| E>0 | | E=0 |

| Posttive ' |Negative I

Fig. 2. Algorithm for the interpretation of INNO-LIA Chagas Ab
assay results.

four screening assays, an in-house ELISA and three com-
mercial ElAs, The results are summarized in Table 1.

According to the algorithm established in this study
(Fig. 2), asample was considered negative if either no band
or only one single band appeared, or if two or more bands
with a total score of <1 appeared; 2 sample was considered
positive when at least two bands with total intensities 2.5
appeared. I[f nwo or more bands with a sum of intensities >1
but £2.5 appeared, the sample was considered indetermi-
nate if the antigen E line scored 0, and positive when the
score of antigen E was higher than 0. A sample could not
be interpreted when the streptavidin control line showed
arating=1.

A total of 460 sera (43.3%) were negative in all four
screening assays. Of these, 458 (99.6%) were also negative
in the INNO-LIA. One serum gave an indeterminate result,
while another serum was INNO-LIA positive. Fifty-four sera
(5.1%) were classified as “likely nega-

“likely positive” {i.e., either positive in two tests and doubt-
ful in two other tests or positive in three tests and negative
in one), Of these, the INNO-LIA confirmed 32 sera (84.2%]
as positive, while 2 (3.3%) were INNO-LIA indeterminate.
and 4 (10.5%] were INNO-LIA negative. Of the 500 (47.1%)
sera positive in all four screening assays, 499 sera (99.8%)
were also positive in the INNO-LIA, and 1 serum was nega-
tive, However, on the basis of the results obtained in the four
screening assays, 10 sera (0.9%} were considered controver-
sial {i.e., two tests positive, the other two tests negative). Of
these sera, 4 were INNO-LIA negative, 1 INNO-LIA indeter-
minate, and 5 INNO-LIA positive.

Ofthe 11 INNO-LIA-positive and ELISA-likely negative
sera, 6 were positive in at least one supplemental assay, in-
cluding one serum that was positive in PCR. The remain-
ing 5 samples were negative or doubtful in supplemental
assays, but were not tested by PCR. Of the 4 INNO-LIA-
negative and ELISA-likely positive sera, 2 were negative in
all supplemental assays and 2 were positive in two supple-
mental assays,

Of 1062 sera tested, 6 (0.6%) were INNO-LIA indeter-
minate. One serum (PB140} was negative in all supplemen-
tal assays. The remaining 5 sera reacted as positive or
doubtful in at least one of the supplemental assays. None
of these samples were tested with PCR. Finally, 1 sample
was INNO-LIA positive and ELISA negative (negative in all
supplemental assays), and 1 sample was INNO-LIA nega-
tive and ELISA positive (positive in 2 supplemental assays].
None of these samples were tested by PCR.

In sera that were positive in all four screening assays,
the INNO-LIA showed a sensitivity of 99.8 percent (true
positives/[true positives + false negatives]; 499/[499 + 1]:
95% CI: 98.89-99.99) and a specificity of 99.8 percent (true
negatives/(true negatives + false positives]: 458/[458 + 1];
95% CI: 98.79-99.99) if INNO-LIA-indeterminate results are
excluded.

Finally, the validation set of samples to confirm the al-
gorithm contained 75 positive samples from various pan-
els and 148 negative samples, including 40 leishmania-
documentied infections. The INNO-LEA was able to detect
75 of 75 positive samples, for a sensitivity of 100 percent

tive,” as they were found to be either
negative in two of the screening as-
says and doubtful in the remaining

TABLE 1. Comparison of results with the INNO-LIA assay and other

screening assays

assays or positive in one assay but

negative in the three remaining tests. INNO-LIA

Results of four screening assays

Of the likely negative sera, the INNO- Posilive
LIA was able to confirm 41 sera Indeterminate
(75.9%) as negative and 11 sera Negative

Likely Likely
Negative  negalive”  Controversialt positive Positivetr Total
11 S 32 493 548
2 1 2 0 &
458 41 4 4 1 508
460 54 10 38 500 1062

1, Total
(20.4%) as positive. Two sera (3.7%) ot
were INNO-LIA indeterminate.

°© Negative in two different tests and doubttul \n the remaining tests or negative in three tests
and positive In one test.

Thirty-eight sera {3.6%) were
classified by the screening tests as
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t Positive in two tests and negative in two other tests.
$ Pasitive in two tests and doubtful in the remaining iests or positive in three tests and
negative in one test




{95% Cl: 95.21-100). The specificity reached 99.32 percent
(147/148); only one negative sample was classified as inde-
terminate by INNO-LIA. Of the 20 sera obtained from pa-
tients with visceral leishmaniasis and the 20 from patients
with tegumentary leishmaniasis, none were reactive in
INNO-LIA. In contrast, all visceral leishmaniasis sera and
2 (10%) tegumentary leishmaniasis sera gave a positive re-
action when tested in [FA on T. cruzi epimastigotes, and 3
visceral leishmaniasis sera and 1 tegumentary leishmania-
sis serum were either indeterminate or positive in the
Abbott Chagas antibody EIA.

DISCUSSION

In the present study, we evaluated a new assay designed for
the detection of 1gG antibodies against T. criziin sera of pa-
tients with Chagas’ disease. whichisintended for use in the
confirmation of results obtained by other serologic assays
for routine diagnosis and blood bank screening. The inter-
pretation algorithm was based on the subset of samples
that were either positive or negative in four screening as-
says. In serum panels obtained in four endemic Brazilian
regions, the INNO-LIA showed an optimized sensitiviry of
99.8 percent (95% CI: 98.89-99.99) and an optimized speci-
ficity of 99.8 percent (95% CI: 98.79-99.99} for sera with
matched results in four screening tests. The interpretive
algorithm was assessed with an independent set of samples
and showed a sensitivity of 100 percent {95% CI: 95.21-100]
and a specificity of 99.32 percent (95% Cl: 99.29-99.98) us-
ing well-characterized positive {n = 75} and negative (n =
148) samples. Because of the limited number of indetermi-
nate samples in INNO-LIA (n = 6), further optimization of
the algorithm could not be achieved. However, their weak
reactivity pattern (i.e., Fig. 1, Strip 19), combined with the
screening results (Table 1), suggests a negative rather than
a positive serology for such samples.

Animportant feature of the INNO-LIA is the utilization
of seven recombinant, synthetic peptide antigens that are
coated as separate lines onto a reinforced membrane. As
such, the assay can simultaneously check the sera for the
presence of a broad spectrurm of T. cruzi-specific antibod-
ies that can bind to their respective antigens without steric
hindrance. Such interference has been known to occur
when a mixture of antigens is used to sensitize microwells,
because the various molecules are packed tightly together
in a limited physical space, which results in a loss of assay
sensitiviry.

Pastini et al.? recently reported the development of a
new assay {Dia Kit Bio-Chagas assay, Gador 5.A., Buenos
Aires, Argentina). This test employs five recombinant T.
cruziantigens expressed as glutathione S-transferase fusion
proteins. A mixture of the antigens is coated as a single line
onto a reinforced nitrocellulose membrane, together with
a second human [gG control line to moniior the conjugate
and subsequent color-development steps. The authors

INNO-LIA IN CHAGAS' DISEASE TESTING

found a sensitivity of 99.6 percent and a specificity of 99.1
percent upon assessment of 300 positive and 350 negative
sera (matched indirect hemagglutination assay, IFA, and
ELISA results). However, the kit gave a positive result for 4
of 16 sera obtained from patients with visceral leishmania-
sis. In our study, the specificity of the INNO-LIA was chal-
lenged with a collection of 20 sera from patients with vis-
ceral leishmaniasis and 20 sera from patients with
tegumentary leishmaniasis. None of these sera reacted in
the INNO-LIA, which indicated a fairly optimized specific-
ity with respect to cross-reactive antibodies specific for
Leishmaniasp.

Analysis of the data obtained in the present study
showed that all sera with either indeterminate INNO-LIA
results or INNO-LIA resuits that conflicted with the screen-
ing assay classification originated from Paraiba and the
Amazon. These regions are known to be problematic in
terms of Chagas' disease serology, as patients {rom these
areas present low serologic titers against T. cruzi and are
mostly asymptomatic.®? Xenodiagnosis and PCR studies
carried out in Paraiba showed that the parasitemia in pa-
tients with chronic disease is extremely low,* thus provid-
ing an acceptable explanation for the low antibody titer.
Moreover, the Amazon region is known to be co-endemic
for T. rangeli, which can lead to false-positive results in
screening assays for antibodies to T. cruzi %

Only one serum gave a possibly false-negative reaction
inthe INNO-LIA, and one serumn gave a possibly false-posi-
tive result (see Table 1}. The possibly false-positive serum
was negative in all four screening assays, as well asinan in-
house Western blot and [FA. Thus, within the setting of
blood bank screening, the former sample would not be sub-
jected to confirmation. The possibly false-negative serum
was positive in the four screening assays and in IFA and
Western blot. However, because the sample was obtained
in the Amazon region, the possibility of a T. rangeli infec-
tion cannot be completely ruled out. Antibodies against this
nonpathogenic parasite could give false-positive results in
the four screening assays as well as in Western blot and IFA,
inasmuch as all these tests employ either crude or fraction-
ated parasite antigen preparaiions. On the other hand, the
use of crude T. cruzi reagents for the screening assays can
result in consistent cross-reactivity with samples from pa-
tients infected with Leisltnania sp. Such a possibility can-
not be completely ruled outin a retrospective study. Unfor-
tunately, the PCR status of these samples was unknown, and
thus a more definitive conclusion concerning these
samples could not be established.

The results presented in this study show that the
INNO-LIA is a reliable confirmatory assay in the seradiag-
nosis of Chagas' disease, with the potential to discriminate
false-positive results caused by either T. rangelior Leishma-
niasp. An additional, ongoing study involving alarge nuim-
ber of samples from routine testing for Chagas’ disease se-
rology will be of use in recanfirming the present algorithm

Volume 39, July 1999 TRANSFUSION 715



—

P

=

s

T e

OELEMANN ET AL,

and evaluating its performance in screening-reactive and
less well documented samples.
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[n recent years. our group reported the devel-
opment of two enzyme-linked immunoassays uti-
lizing synthetic peptides (Peralta et al. 1994) or
epimastigote lvsates (Teixeira et al. 1994) as anti-
gens. and the evaluation of commercial tests de-
signed for either screening (Oelemann et al. 1998)
or confirmation (Oclemann et al. 1999) in Chagas
disease serology.

in order to develop an Elisa for the specific
detection of anu-Tivpanosoma cruzi antibodies
(Peraita et al. 1994), two peptides, TeD and PEP2,
were used cither separately or in combination. The
Elisa was evaluated employing a panel of 260 sera
obtained from chagasic patients (n=179) and
healthy residents (n=81) living in Virgem da Lapa.
Minas Gerais. where Chagas disease is endemic.
In addition. 37 sera obtained from patients with
other pathologies. such as leprosy. tubercutosis and
leishmaniasis, were employed to assess specific-
ity. The results show ed that each peptide alone pre-
sented a sensity ity of 93.8% and 91.6% (TeD and
PEP2. respectively). whereas the combined pep-
tides showed a sensitivity of 99.4%. The respec-
tise spectlicities were reported to be 93%, 91%
and 98.7% (Peralta et al. 1994),

[n another study (Teixeira et al. 1994) we de-
veloped a protocol fora T cruzi-specific Western
blot using the cytosolic fraction of strain Y
epimastigotes as antigen, The test was evaluated
with a shightly smaller panel of sera derived from
the one described above (i.e. 160 from chagasic
patients. 75 from healthy individuals residing in
the same area. and 37 from patients with unrelated
diseases). A reaction was considered positive when
at least three o of seven antigen bands (14, 19,
27, 30. 34 and 75 kDa) were present. The result
was indeterminate with the appearance of only two

TCorresponding author. Fax: +53-21-560.8344. E-mail:
imimwali@z microbio.ufrj.br

Receved 9 June 1999

Accepled @ August 1999

bands. and negative with only one or no band.
Using this algorithm, the test showed a sensitivity
0f99.3% and a specificity of 100% (Teixeira et al.
1994).

In order to assess the diagnostic performance
of commercially available screening tests we evalu-
ated in a next step (Oelemann et al. 1998) the
Abbott Chagas antibody EIA, the Biolab
BIOELISACRUZI® and the BIOZIMA Chagas
kit. The sera employed were obtained from patients
and healthy residents of four Brazilian areas where
Chagas disease is either endemic or emergent and
where clinical manifestations of the disease and
circulating T. cruzi strains vary. All three tests
employ antigen preparations of T, cruzi strain Y
obtained by different protocols. The results ob-
tained with each kit were compared to matched in-
house Elisa (using the cytosolic fraction of T, erezi
strain Y as antigen) and immunofluorescence data.
Thus, we employed 180 positive and 81 negative
sera obtained in Virgem da Lapa. Minas Gerais (sce
above), where the cardiac and digestive forms of
the disease arc common; 135 positive and 305
negative scra from Paraiba and 202 positive and
44 nepative sera from Piaui where the indetermi-
nate form of the disease is common; and 3 positive
and 73 negative sera obtained in the Amazon re-
gion where Chagas disease is emergent. The com-
plete panel consisted of 520 positive and 305 nega-
tive sera. Our results demonstrated that depending
on the area the three commercial kits produced
specificity values between 93.3 and 100%, sensi-
tivity values between 97.7 and 100% and accura-
cies between 93.6 and 100%., with none of the kits
anaining 100% in all three categories (Oelemann
et al. 1998).

These findings emphasize the need of a more
specific and accurate test for confirmation, which
should be based on cloned antigens or synthetic
peptides rather than crude parasite fractions.

A good candidate for a confirmatory test is the
INNO-LIA Chagas Ab. This navel line immunoas-
say combines several relevant immunodominant
recombinant and synthetic antigens coated in sepa-
rate locations onto a single nylon membrane strip.
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This physical separation of the different antigens
prevents sterical hindrance during antibody bind-
ing which may be a problem if a mixture of the
antigens 15 used in a single well of an Elisa plate.
[n an optimization step {Oclemann et al, 1999) we
employed 1.062 sera from patients and healthy resi-
dents of the four aboy e-mentioned areas and con-
pared the results obtuined with the INNO-LIA
Chagas Ab to those obtained with four screening
tests; our in-housc Elisa and the three commercial
assays (sce above). The data was used to establish
a confirmation algorithm, which was subsequently
validated with an independent panel of well-char-
acterized samples (73 positive and 148 negative
for Chagas diseasc). The INNO-LIA Chagas Ab
showed a sensitivity of 100% and a specificity of
99.32%. Furthermore, the assay was 100% spe-
cific when evaluated with sera from 40 patients
with confirmed leishmaniasis (Qelemann et al.
1999),

Today. transfusion of blood from infected do-
nors constitutes the major route of contracting
Chagas disease and an annual number of 20,000
transfusion-acquired Chagas discase cases in a to-
tal of 5 to 6 mitlion blood transfusions have been
reported for Brazil (Dias 1992). In Brazilian blood
banks the screening of donors for Chagas disease
by at least two tests based on different methodolo-
givs is obligatory. For donors who are positive in
only one test the result is usually confirmed by a
third test. However. in practice, the blood bags are
discharged even if they give a negative result in
this confirmatory test. Thercfore. to avoid unnec-
essary losses of blood. the negative result obtained

in an ideal test for confirmation must be sufficiently
convincing to overcome a single positive result
obtained in one of the screening test. In our opin-
ion this can only be achieved by employing in an
individual test as many immunodominant antigens
as possible, The confirmatory test described above
certainly represents an example for a new line of
immunoassays, thus showing the way o go.
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CONSIDERACOES GERAIS

As dificuldades socio-econémicas que ocoreram na América Latina
estimularam a migragdo das populagbes de dreas rurais para centros urbanos,
principalmente nos anos de 1970 e 1980, assim alterando o padréo epidemioldgico
tradicional da doenga de Chagas. A partir de condicdes tipicamente rurais. esta
infecgdo adquiriu caracteristicas urbanas, podendo ser transmitida por transfusdo
sanglinea (Moncayo 1999). Portanto. esta via passou a ser considerada um dos
mecanismos de transmissdo mais importantes, principalmente nos grandes centros
urbanos (Schmudis 1991 e 1999). Este fato tem representado uma grande ameaga
para a seguranca de servicos de hemoterapia, principaimente em paises onde a
doenga de Chagas ndo € endémica. como Estados Unidos e Canada. onde casos de
doenca de Chagas aguda, por tranfusdo de hemoderivados, tém sido registrados
(Grant et al. 1989; Nickerson et al. 1989 Schmudis 1991 Kirchhoff 1993).
Considerando o elevado nimero de doadores de sangue infectados em todo o
continente, & estimado que milhares de novos -casos de infecgdo chagasica
transfusional possam ocorrer anualmente (Dias 1979, WHO 1991, Moncayo 1999).
Para que este problema seja controlado é indispensavel que se faga uma rigorosa
triagem nos bancos de sangue, seguindo-se as recomendacées da Organizagéo
Mundial da Saude, ou seja. utilizando. pelo menos 2 tecnicas de principios diferentes.

Conseqlientemente. o aperfeicoamento dos métodos para o diagnostico da
doenca de Chagas, tem sido o foco de intensa pesquisa. No entanto, melhorias no
diagnéstico sorolégico da doenga de Chagas dependem em parte da padronizagio
dos reagentes e testes utilizados, uma vez que os principais problemas enfrentados
na rotina laboratorial estdo na adaptabilidade de técnicas que permitam sua facil
realizagao e baixo custo. a sensibilidade que possibilite a detecgéo de todos os casos
de infeccao e a especificidade que assegure um diagn.éstico confirmatério da doenca
em suspeita. Entretanto, uma grande variedade de procedimentos, tanto na
preparacado de insumos como na utilizagio de diferentes testes sorolégicos, levam a
resultados muito variaveis. Além disso, a complexidade antigénica existente em lotes

sucessivos de antigenos produzidos a partir da mesma cepa ou de cepas diferentes e



a reatividade cruzada entre tripanossomatideos relacionados, principalmente
Leishmania sp e T. rangeli, devido a apresentarem determinantes antigénicos
comuns, também tém contribuido como fatores limitantes ao diagnostico sorologico da
doenga de Chagas (Camargo 1966, Camargo & Rebonato 1969, Nery-Guimaraes et
al. 1969, Saldafia & Sousa 1996).

Embora a detecgao do parasita viavel ou de seus componentes seja a mais
forte evidéncia da infecgdo, os métodos empregados para esta finalidade
(xenodiagnéstico, hemocultura e PCR) nao sao adequados para serem utilizados
em diagnostico de triagem de bancos de sangue. Alem disso. como a parasitemia
na fase cronica é muito baixa, os métodos de detecgdo do parasita utilizados nem
sempre alcangam a sensibilidade desejada. O diagndstico sorologico se beneficia do
fato dos anticorpos aparecerem no sangue muito cedo, ainda na fase aguda da
infecgdo, e de se manterem continuamente ao longo de toda a fase crénica da
doenca. Conseqlentemente, a detecgao de anticorpos anti-T. cruzi € o método de
eleiao para o diagnéstico etiolégico da infecgao chagasica na fase crdnica, sendo o
mais econdmico, rapido e eficaz.

Entre as varias reacoes sorolégicas wtilizadas para o diagnéstico da infecgao
chagasica, os testes de IFI',' HAl e ELISA sdo os mais freqilentemente empregados
e nos Ultimos anos varios "kits" tém sido comercializados por diferentes empresas.

O presente estudo teve como um dos objetivos avaliar e comparar testes
sorologicos de fonte comercial. Este estudo foi iniciado pela caracterizagio de 4
painéis de amostras de 'soro de individuos residentes em diferentes areas
endémicas (Virgem da Lapa, MG; Sertdo da Paraiba, PB: Caatinga do Piaui, Pl) ou
emergentes (Barcelos, AM) para a doenga de Chagas. Para tal, foram empregados
Os testes de IFl e ELISA (com reagentes preparados em nosso laboratério) e de
1065 amostras de soro analisadas, 520 foram positivas, 505 foram negativas e 40
foram consideradas inconclusivas, devido a discordancia de resultados entre os dois
testes. Em relagao ao diagnostico da infecgio chagasica, ndo existe um método que
sefa realmente considerado como padrao ouro, no entanto, o teste de IFI tem sido
aceito como teste de referéncia (Ferreira & Moraes de Avila 1995). Entre as
amostras de soro de Minas Gerais nenhuma foi caracterizada como inconclusiva, ja
entre as amostras do sertdo da Paraiba, da caatinga do Piaui e do Amazonas, 26

(5.6%), 7 (2,8%) e 7 (8,2%), respectivamente, foram consideradas como
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inconclusivas. Uma explicagao para estes resultados discordantes seria a ocorréncia
de outros tripanossomatideos nas areas estudadas, o que contribuiria para o
aparecimento de reatividade cruzada por antigenos comuns (Sousa & Johnson
1973 Araujo 1986; Chiller, Samudio & Zoulek 1990). Em Virgem Lapa, MG, nao ha
a ocorréncia de Leishmania sp (Borges-Pereira, 1998 comunicagao pessoal), porém
nas areas da Paraiba e Piaui a presenca de Leishmania sp é freqUente. Na area do
Amazonas, além da presenca de Leishmania sp, que pode ter contribuido para o
nivel de prevaléncia descrito (Coura et al. 1994, Coura et al. 1995). também foi
demonstrada a presenca do Trypanosoma rangeli (Coura et al. 1996b).
Anteriormente, estes mesmos 4 paineis de amostras de soros, também foram
analisadas em nosso laboratdrio (Oelemann et al. 1996) quanto ao nivel de
reatividade no teste de ELISA. Para isto, foram utilizadas 3 diluicoes de cada soro,
1740, 1/200 e 1/1000, com o objetivo de classificar as amostras de soro positivas de
cada painel (180 de Minas Gerais, 202 do Piaui, 135 da Paraiba e 3 do Amazonas),
quanto a0 grau de reatividade. Estas foram entio subdivididas em 3 grupos: grupo |
- alta reatividade (com indice de reatividade (IR) > 4,5 na diluigdo de 1/1000), grupo
Il - média reatividade {com IR < 4,5 na diluigdo de 1/1000 e >2.5 na diluigdo de
_ 1/200) e grupo Il - baixa reatividade (com IR < 2,5 na diluicdo de 1/200).
Em relagéo as amostras de soros classificadas no grupo | (alta reatividade) foi
" observado um percentual maior na regido de Minas Gerais {(47,3%) do que nas
areas da Paraiba e Piaui (28.8% e 32,2%, respectivamente). No grupo |l (média
reatividade) maiores percentuais foram observados nas regides da Paraiba e Piaui
(51,1% e 56%, respectivamente) em relagdo a Minas Gerais (41,1%) e no grupo llI
houve predominio da regido do sertdo da Paraiba (20%) em relacao a Minas Gerais
e Piaui (11,6% e 12,8%, respectivamente). Borges-Pereira, Willcox & Coura (1987)
analisando os titulos de anticorpos anti-T. cruzi de amostras de soros destas trés
regides, através do teste de IFl, também detectaram niveis de anticorpos mais altos
entre os individuos chagasicos de Virgem da Lapa, MG. Estas diferengas de
reatividade, observadas no teste de ELISA, podem estar diretamente relacionadas
as diferentes predominancias de manifestacoes clinicas observadas nessas regides.
Em Virgem da Lapa, MG, ha a ocorréncia de manifestacbes mais severas, com
predominio de formas cardiacas e digestivas (37,5% e 7.5%, respectivamente) em

relagéo as regides da Paraiba e Piaui onde tem-se observado maior predominancia



da forma indeterminada (Borges-Pereira 1897). Outro fato que poderia explicar essa
diferenca de reatividade, sdo observagées feitas em relagdo a xenopositividade. Em
Virgem da Lapa, MG, tém sido relatado indices de xenopositividade de 48,6% -
35% {(Borges-Pereira et al. 1989, Borges-Pereira 1997) e na Paraiba de 13%
(Borges-Pereira & Coura 1987) e no Piaui de 34% (Coura et al. 1996a). Portanto, a
populacéo infectada de Minas Gerais apresenta um nivel de parasitas circulantes
maior ou uma parasitemia mais persistente do que a populagdo de infectados das
regides do Nordeste. Estas mesmas observagbes tém sido relatadas em relagdo a
sensibilidade do teste de PCR. Enquanto entre a populagdo de Virgem da Lapa,
MG, o teste tem alcangado indices de sensibilidade de 100% e 96% (Avila et al.
1993, Wincker et al. 1994a), no sertdo da Paraiba e no Piauj foram detectados
indices de 45% e 59%, respectivamente (Britto et al. 1995b, Junqueira, Chiari &
Wincker 1986). Uma das hipoteses seria que o sistema imunolégico da populacao
de Virgem da Lapa, MG, em condi¢des normais, entraria em contato com um
numero de parasitas maior ou mais freqientemente, o que manteria o nivel de
anticorpos elevado. Por outro lade ndo podemos descartar a possibilidade dos
individuos das regides do Nordeste apresentarem alguma deficiéncia na resposta
humoral a antigenos do T. cruzi, o que poderia ocasionar baixos niveis de
anticorpos. ,

Estas diferengas regionais também podem estar relacionadas com as cepas e
com os vetores que circulam na regido, ja que tem sido mostrado a grande
heterogeneidade existente entre diferentes cepas ou isolados (Brener 1977, Miles et
al. 1880; Miles et al. 1986; Dias 1992) e os vetores tambeém apresentam
caracteristicas diferentes, em relagio a susceptibilidade ao 7. cruzi e a taxa de
domiciliag&o. Analisando o perfil de proteinas, por SDS-PAGE, de isolados destas trés
regioes (Teixeira et al. 1996), foi observado um maior grau de similaridade entre
isolados da Paraiba e Piaui (em torno de 70%), do que destes com isolado de Virgem
da Lapa, MG (aproximadamente 50%).

As diferengas observadas na sensibilidade dos testes sorolégicos empregados
no diagnéstico da doenga de Chagas, podem ser atribuidas as caracteristicas dos
antigenos empregados em cada teste e ou as caracteristicas genéticas das
populagdes estudadas, que se refletem na resposta humoral. Portanto, & esperado

que haja diferenca de resposta humoral entre populagdes de diferentes regides,
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quando se utiliza antigenos de uma determinada cepa.

Desta forma, & relevante a avaliagdo de “kits” comerciais, com diferentes
amostras de soros de populagdes de areas endémicas e nio endémicas, pois nem
sempre um teste que apresenta um bom desempenho em determinada regiao, pode
ter o mesmo sucesso em outra regido. Este fato nao quer dizer, necessariamente,
que o "kit" nao seja bom, mas que necessita de ajustes na padronizagéo para que
possa ser utilizado com diferentes populagées. Adicionalmente, deve-se levar em
conta alguns fatores como: outras infeccoes que possam ocorrer na area em
questao e o estado imundlogico geral da populacao.

Apos a caracterizagdo das amostras de soro das diferentes regides, os soros
positivos e negativos de cada area (180 e 81 de Minas Gerais, 135 e 305 da
Paraiba, 202 e 44 do Piaui e 3 e 75 do Amazonas, respectivamente) foram
utilizados na avaliagdo de 3 “kits” de ELISA comerciais: Abbott Chagas antibody
EIA, Biolab-Mérieux BIOELISACRUZI kit e o BIOZIMA Chagas kit, que sao
rotineiramente empregados na triagem de doadores em bancos de sangue para a
detec¢do de anticorpos anti -T. cruzi. Tomamos o cuidado de utilizar o mesmo lote
de cada teste para todos os soros, para evitar as possiveis influéncias decorrentes
do uso de diferentes lotes, garantindo assim resultados que expressam as
caracteristicas da populagao e dos testes empregados.

De maneira geral os trés testes mostraram bom desempenho com os quatros
painéis avaliados. A sensibilidade e especificidade relativa variaram de 98,6% a
100% e 94.7% a 99,8%, respectivamente, em relagdo ao numero total de amostras
de soros. Foram observadas algumas diferengas entre os trés testes, dependendo
da area analisada. As amostras de soros das areas da Caatinga do Piaui e do
Amazonas tiveram uma distribuicao desproporcional em relagdo a amostras
positivas e negativas (202 e 44, 3 e 75, respectivamente) e isto pode ter contribuido
para algumas diferengas de resultados. Contudo, quando se analisa 0 nimero total
de amostras dos quatros painéis, onde a distribuicdo de amostras positivas e
negativas foi de aproximadamente 50% cada, pode-se analisar diferencas mais
precisas entre os testes.

O teste BIOELISACRUZI mostrou indice de especificidade mais alto (99,8%)
em relagdo aos outros dois testes, gerando mais resuftados discrepantes (7) e

indeterminados (10) entre as amostras positivas, do que entre as negativas (1



discrepante e 1 indeterminado). Sendo assim, este teste gerou mais resultados falso
negativos (7) do que falso positives (1). Ja o teste BIOZIMA Chagas kit apresentou
indice de sensibilidade maior (100%), mostrando resultados discrepantes (27)
somente entre os negativos. E o teste da Abbott que mostrou indices de sensibilidade
bem proximo do teste da BIOZIMA Chagas kit (99%), também apresentou mais
resultados discrepantes (16) e indeterminados (8) entre as amostras negativas. O fato
de um teste soroidgico se mostrar mais sensivel ou mais especifico pode estar
relacionado ao ponto de corte ou limite de reatividade estabelecido para a
interpretacéo do teste. Se o objetivo do exame laboratorial for diagnosticar a infecgao
de um paciente, escolhem-se testes com elevada especificidade, com isso, tenta-se
evitar resultados falso-positivos. Para atingir este objetivo deve-se elevar o ponto de
corte. Por outro lado, se o objetivo for o de excluir os falso-negativos, o procedimento
€ diminuir o ponto de corte. Esta é a situagcdo em servicos de hemoterapia para
assegurar a maxima sensibilidade e oferecer um hemoderivado de elevada qualidade.
Portanto, a definigdo do limite de reatividade pode influenciar o desempenho de um
teste, podendo este ser ajustado de acordo com sua finalidade.

Outro aspecto que contribui para niveis variaveis de sensibilidade e
especificidade & o antigeno empregado no teste. Porém, entre os "_liits" avaliados em
nosso estudo nenhum informa. na bula, a cepa ou 0 método de préparo do antigeno
utilizado, assim n&o foi possivel a avaliagdo deste aspecto.

As diferencas observadas nos trés “kits”, analisando os resultados obtidos
com cada painel, podem estar relacionadas com a diversidade de caracteristicas em
relagdo a manifestagdes clinicas da doenga de Chagas, niveis de parasitemia,
cepas e vetores do parasita, j@ citadas, que existem nas diferentes &reas
endémicas. _

Poderiamos dizer que os trés “kits” se complementam entre si, pois entre as
63 amostras de soros que apresentaram resultados discordantes ou indeterminados,
21 entre amostras positivas e 42 entre negativas, a maioria (isto €, 52) mostrou
estes resultados em apenas um dos testes.

Porém, & necessario ressaltar que a maior percentagem (65%, ou seja 41 de
63) de resultados discordantes ou indeterminados foi obtida entre as amostras de
soros da area de sertdo da Paraiba. A maioria destas 41 amostras (ou seja, 30 delas)

foram consideradas negativas pelos testes de IFI e ELISA “in house” e mostraram
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resultados positivos nos “kits” da Abbott ou BIOZIMA, sendo que em oito amostras
foram detectados resultados positivos nestes dois “kits" Considerando que estes
testes alcancaram os nivejs de sensibilidade mais altos (99% e 1 00%), poderiamos
considerar estes resultados como falso-positivos. Como ja foi mencionado nesta area
foi detectada a presenca de Leishmania, o que poderia ocasionar reatividade cruzada.
Contudo, para se chegar a uma conclusao final é necessario uma investigacdo mais
aprofundada em relacio a possiveis infecgdes que ocorrem naquela area. Por outro
lado, ndo podemos afirmar que os resultados obtidos com os testes que empregamos
como referéncia, IFi e ELISA “in house", reflitam resultados verdadeiros, em relacéo
aos soros considerados discrepantes ou indeterminados nos trés “kits” de ELISA.
Contudo, a utilizacdo de testes padronizados em nivel de laboratério de pesquisa para
a caracterizagio de painéis de soros e posterior avaliagao de kits comerciais tem sido
descrita por outros autores (Pastini et al. 1994).

A detecgao de resultados duvidosos (discordantes ou indeterminados) em
testes sorologicos convencionais, tem estimulado o desenvolvimento de testes que
apresentem uma maior especificidade na tentativa de solucionar estes resultados.
Com este objetivo algumas propostas tém sido feitas, utilizando a técnica de
radioimunoprecipitagao (RIPA) (Winkler e_t' al. 1995), Western Blot (Teixeira et al.
1994; Umezawa et al. 1996; Mendes et aj. 1997 Reiche et al. 1 998) e empregando
antigenos recombinantes e peptideos "sintéticos (Peralta et al. 1994; Pastini et al.
1994; Hougton et al. 1999: Umezawa et al. 1999). A combinagio de varios antigenos
recombinantes e/ou peptideos sintéticos tem sido proposta. pois quando sao utilizados
individualmente, tem-se obtido alta especificidade, mas a sensibilidade nem sempre
alcanga o nivel desejado (Umezawa et al. 1999). No entanto, até 0 momento nao
dispomos de nenhum teste comercializado que sirva de auxilio na confirmacao desses
casos duvidosos.

Portanto, nos pareceu relevante fazer um estudo em colaboragdo com
pesquisadores da Innogenetics N.V., Bélgica, os quais estavam desenvolvendo um
novo teste imunoenzimatico, que foi denomiinado INNOLIA Chagas Ab kit. Assim, o
painel de 1062 amostras de soros das quatro diferentes areas endémicas (Minas
Gerais, Paraiba, Piaui e Amazonas), foi empregado na avaliagdo deste novo teste. O
INNOLIA Chagas Ab kit émprega sete antigenos derivados das sequéncias dos
seguintes antigenos recombinantes: Tc24, CRA, FRA, TcD, MAP, SAPA e Aga3s,



i6

todos descritos na literatura e referidos como altamente especificos (Taibi et al. 1993,
Lafaille et al. 1988, Bumns Jr et al. 1992, Kemer et al. 1991, Affranchino et al, 1989,
Hoft et al. 1989). Os resultados obtidos nos quatro testes de ELISA, um “in house” e
os trés kits comerciais (Abbott, Biolab e Biozima), no estudo anterior foram utilzados
como referéncia. As amostras de soros que apresentaram resultados bem definidos,
500 positivas e 460 negativas, ou seja, que apresentaram resultados concordantes
nos quatro testes de ELISA, foram submetidas ao teste INNOLIA e a anadlise do
padrao de reatividade obtida com os 7 antigenos. Apds uma analise estatistica de
resuttados, foi estabelecido um algoritmo para interpretacéo dos resultados. As 102
amostras restantes que apresentaram resultados conflitantes (discordantes ou
indeterminados) com os quatro testes de ELISA, foram distribuidas em trés grupos: a)
‘provaveis negativas” (amostras que foram negativas em dois testes e duvidosas nos
outros dois ou negativas em trés testes e positiva em um), b) “provaveis” positivas
(amostras que foram positivas em dois testes e duvidosas nos outros dois ou positivas
em trés testes e negativas em um) e ¢) “controversas” (amostras que foram positivas
em dois testes e negativas nos outros dois). Estabelecendo-se um algoritmo, estas
amostras com resultados confiitantes foram classificadas como positivas, negativas ou
indeterminadas. Entre as 54 amostras ‘provaveis negativas”, o INNOLIA conseguiu
discriminar como;poéitivo ou negativo 52 (96,3%), sendo 11 consideradas positivas e
41 negativas.' Entre as 38 amostras “provaveis positivas”, o INNOLIA conseguiu
auxifiar na confirmagao de 36 (94,7%). sendo 32 consideradas positivas e 4 negativas.
Entre as 10 amestras “controversas’, o teste definiu melhor 9 (90%). sendo 5
consideradas positivas e 4 negativas. Somente 6 amostras (0,6%) apresentaram
resultados indeterminado no INNOLIA, sendo que, 5 destas amostras eram de
individuos residentes no sertéo da Paraiba. Sem duvida alguma as amostras de soros
da érea da Paraiba, foram as que apresentaram maiores problemas em relagédo aos
diferentes testes sorologicos empregados em nosso estudo. Os indices de
sensibilidade e especificidade obtidos com o painel formado pelas amostras de soro
das quatro diferentes areas endémicas do Brasil ¢ com o segundo painel utilizado
para validar o teste, foram de 99,6% e 99,8% e de 100% e 99,3%, respectivamente.
Alguns dos antigenos empregados no INNOLIA ja haviam sido avaliados com
amostras de soro de individuos residentes em Virgem da Lapa. Almeida et al. (1990)
empregando o teste de ELISA com os antigenos recombinantes CRA e FRA,
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obtiveram 100% de reatividade com amostras de soros positivas testes convencionais.
O peptideo TeD foi avaliado em nosso laboratorio (Peralta et al. 1994) em combinagao
com outro peptideo sintético, Pep2 (Ibarfiez et al. 1987, Vergara et al. 1991) tambeém
utilizando o ELISA e identificamos sensibilidade de 99,7% e 99% de especificidade.

Pastini et al. (1994) descreveram um teste imunoenzimatico (Dia-kit Bio-Chagas
assay, Gabor S.A. Buenos Aires, Argentina), que emprega uma mistura de cinco
antigenos recombinantes, adsorvidos a uma fita de nitrocelulose, formando uma Gnica
linha. Analisando 300 amostras de soro positivas e 350 negativas, em testes de
soroldgicos convencionais (HAI, IFI e ELISA), foram obtidos elevados indices de
sensibilidade e especificidade, 99.6% e 99,1%, respectivamente. Porém, quando 16
amostras de soros de pacientes com leishmaniose foram testadas, 4 destas
apresentaram reatividade no teste. No presente estudo, a especificidade do INNOLIA
foi avaliada com 20 amostras de soros de pacientes com leishmaniose visceral e 20
de pacientes com leishmaniose cutanea. Nao foi observada reatividade com nenhum
destes soros, indicando que o teste ndo apresenta reatividade cruzada com anticorpos
especificos para Leishmania.

Recentemente Huoghton et al (1999). descreveram o emprego de um
tetrapeptideo sintético (2/D/E/Lo 1.2) em um teste de ELISA . Os autores utilizaram
amostras de soro que haviam sido submetidas ao RIPA. teste utilizado como
confirmatdrio nos Estados Unidos, e foi obtida étima correlacio de resultados. Apenas
uma amostra negativa mostrou resultado indeterminado com o tetrapeptideo. As duas
amostras de soros de paciente com |eishmaniose, ndo mostraram reatividade neste
teste. Aparentemente, indica ser um teste promissor, porém maiores avaliagdes ainda
530 necessarias.

Alguns artificios interessantes sdo utilizados neste teste: os antigenos sao
biotinilades e adsorvidos a membrana através do sistema biotina-estreptoavidina,
além das sete linhas correspondentes a cada antigeno, cada tira contém quatro linhas
que servem de controles, a primeira é de estreptoavidina, e como alguns soros podem
apresentar anticorpos anti-estreptoavidina, se houver reatividade nesta linha o teste &
invalidado; a segunda linha & composta de anti-lgG humana e serve como controle da
adicio do soro; a 3° e 4 linhas sdo constituidas de IgG humana em concentraces
diferentes, que servem como controle da adigao ou viabilidade do conjugado.

Analisando os resultados obtidos no INNOLIA podemos concluir que o teste é
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altamente sensivel & especifico e pode ser empregado como um teste complementar
ao diagndstico da doenga de Chagas para auxiliar na confirmagao de resultados
duvidosos em testes convencionais, utilizados em triagem de doadores em bancos de
sangue. Por outro lado, este teste nao reune condigbes para ser empregado como
teste de triagem, pois apesar de ser reagdo simples, & necessario um tempo longo de
incubac@o com as amostras (18 hs), a leitura & visual e com certeza © seu custo final

sera mais aito do que os testes ja comercializados.
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Conclusées

A analise de resultados dos diferentes “kits” de ELISA avaliados neste estudo nio
revelou diferengas significativas, ou seja, todos apresentaram altos indices de
sensibilidade relativa (>98%) e a especificidade relativa variou de 94,7% a 99.8%, em’

relag@o ao nimero total de amostras de soro.

Com o algoritmo estabelecido, o teste INNOLIA mostrou ser um valioso instrumento

de auxilio no diagnostico da infecgao chagasica, em casos de sorologia duvidosa..

O teste INNOLIA apresentou alta especificidade (100%) e sensibilidade (99,6%),
quando comparado com outros testes sorologicos.

O teste INNOLIA emprega antigenos recombinantes e peptideos sintéticos de alta
especificidade, que foi revelado pela auséncia de reatividade cruzada com amostras
de soros de pacientes com leishmanioses.

Os testes sorologicos avaliados neste estudo apresentaram maior discordancia de
resultados com as amostras de sorog oriundas de soros de indi&viduos residentes na
regiao do Nordeste do Brasil.
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PARTE II
INTRODUCAO

1. Caracteristicas do genoma do 7. Cruzi

Da mesma forma que os demais eucariontes, o 7. cruzi possui dois genomas
distintos, situados em dois compartimentos celulares bem definidos: o nlcleo e a
mitocdndria. Nos tripanossomatideos, a mitocondria apresenta caracteristicas
peculiares, albergando uma complexa rede de moléculas circulares de DNA,
denominada de cinetoplasto.

O contetido de DNA dos tripanossomatideos tem sido estimado por diferentes
metodologias e em relagdo ao T. cruzi foi observado que o contetido de DNA total
(nicleo + cinetoplasto) varia intensamente entre as diferentes cepas e clones,
existindo inclusive variagdes entre clones derivados de uma mesma cepa. (Lanar et
al. 1991; McDanie! & Dvorak 1993). As variagdes no contetido de DNA refletem
diretamente no niumero e tamanho de _cror;hossomos nas diferentes cepas e clones
do parasita. A quantidade de DNA por célula varia de 0,125 a 0,330 pg. incluindo ¢
DNA do cinetoplasto. O tamanho dé DNA nuclear varia aproximadamente de 100 a
200 x 10° pares de bases (pb). Com o desenvolvimento da técnica de eletroforese
em campo pulsado (PFGE, “puised field gel electrophoresis”) (Schwarz & Cantor,
1984), que permite a separacao de moléculas de DNA de tamanho > 10° pb, tem
sido possivel a analise do perfil de cromossomos (Engman et al. 1987, Wagner & So
1990, Henriksson et al. 1990; Cano et al. 1995). Devido a grande diferenga
observada no perfil destas bandas cromossdmicas, € a uma limitagdo na
capacidade de resolu¢do do método de separagdo, que nao distingle bandas que
estdo co-migrando, o numero exato de cromossomos ainda nac é conhecido. No
entanto, alguns autores acreditam que o 7. cruzi contenha aproximadamente 40 a
64 cromossomos (Henriksson et al. 1990, Cano et al. 1995).

Uma caracteristica geral dos tripanossomatideos € o arranjo de muitos genes

em multiplas copias, presentes em um mesmo cromossomo ou em diferentes
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cromossomos. Andlises de cinética de renaturagdo do DNA total revelam que em
T. cruzi, cerca de 30% do genoma correspondem a seqiéncias de copia unica. O
conteudo de sequéncias repetitivas €, portanto, relativamente alto (Lanar et al.
1981). Muitas sequéncias repetitivas estdo organizadas em tandem, isto &, as

repetices aparecem dispostas uma apos a outra de maneira regular.

2. DNA do cinetoplasto (KDNA)

Uma das principais caracteristicas que distingliem os membros da ordem
Kinetoplastidae, & a presen¢ca uma rede formada por milhares de moléculas
circulares de DNA, denominada de cinetoplasto, que se localiza numa regido
préxima ao ponto de insergdo do flagelo e que esta contida no interior da
mitocdndria (Simpson 1987). No T. cruzi o kDNA representa cerca de 20-25% do
DNA total da célula (Simpson 1987; Degrave 1988). O kDNA esta organizado de
forma bastante peculiar, em uma rede estruturalmente constituida por 2 tipos de
moléculas circulares (maxicirculos e minicirculos) concatenadas, que diferem em
tamanho, nt]rperé e fungéo (Macina et al. 1986). As moléculas denominadas
maxicirculos possuem tamanho variando entre 22-36 kb e numero de copias .em
torno de 50. Os genes das proteinas mitocondriais (citocromo oxidases, citocromo b,
ATPases, NADHdesidrogenase) e dos rRNAs ribossdmicos mitocondriais (rRNAs 95
e 12S) estdo localizados no maxicirculo. Portanto, pode-se considerar o maxicirculo
como sendo analogo ac DNA mitocondrial dos demais eucariontes (Simpson, 1987).

Os minicirculos possuem cerca de 1400 pb e estdo presentes em 10.000 a
20.000 copias por célula. A populagao de minicirculos ndo é homogénea, ocorrendo
variagbes na sequéncia de nucleotideos entre as moléculas componentes de uma
rede. A rede de kDNA €& formada por diferentes classes de moléculas de
minicirculos e o 'numero e tipos de classes podem variar entre as diferentes cepas
ou isolados do parasita (Macina et al. 1985 e 1987).

Os minicirculos possuem 4 regides altamente conservadas (“minirepeat’)
entre si, de 120 a 160 pb e que estao dispostas em angulo de 90° uma em relagao a
outra. Essas regioes também sa@o conservadas entre diferentes isolados do T. cruzi.

Intercaladas as regides constantes estao as regides varidveis que tém um tamanho



de cerca de 280 a 320 pb (Degrave et al. 1988). A variabilidade existente entre
minicirculos pode ser detectada cortando-se o kDNA com enzimas de restricio e
tem sido de grande utilidade em estudos de caracterizagio de cepas ou isolados de
T. cruzi. As diferencas observadas nos padrées de restrigdo permitiram que isolados
de T. cruzi fossem agrupados em esquizodemas (Morel et al. 1980, Avila et al. 1988,
Sturm et al. 1989). A fungcdo dos minicirculos permaneceu desconhecida até a
descoberta de RNAs “guia” envolvidos na editoragao de transcritos de maxicirculos
(Sturm & Simpson 1980; Pollard et al. 1990). Desta forma ficou claro que os
minicirculos codificam a maior parte dos RNAs “guia” necessarios para a editoracao
de RNAs mitocondriais. No processo de editoragdo de RNAs, residuos de uridina
sdo removidos ou adicionados aos transcritos primarios resultando na formagéo de
um mRNA cuja sequéncia de nucleotideos nao &€ mais exatamente aquela codificada

pelc gene.

3. Métodos de detecgdo de acidos nucléicos utilizados para o
diagnostico da doenga de éhagas

3.1. Sondas moleculares

O desenvolvimento de métodos alternativos de diagnostico para a doenca de
Chagas, baseado nas experiéncias classicas de hibridizagao de DNA empregando
sondas moleculares especificas dirigidas contra alvos nucleares ou mitocondriais do
T. cruzi, representou um grande avango, pois poderia ser empregado em conjunto
com os métodos parasitologicos de detecgdo do parasita, visando um aumento na
sensibilidade e uma maior rapidez nas andlises. Além disso, o desenvolvimento de
sondas especificas possibilitaria ndo s6 a detecgdo do T. cruzi em amostiras
bioldgicas, como também a tipagem do parasita, fornecendo dados importantes
sobre possiveis relagdes entre as cepas infectantes, assim como a ocorréncia de
infeccdes mistas.

A identificagdo de sequéncias altamente repetitivas tanto a nivel de DNA
nuclear (Gonzalez et al. 1984, Ashall et al. 1988), quanto do kDNA (Morel,
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Gongalves & Simpson 1984}, proporcionou o desenvolvimento de métodos de
detecc@o especifica do T. cruzi, através do uso destas seqiiéncias como sondas em
ensaios de hibridizagdo. No entanto, para a detecgio dos parasitas com fins de
diagnosticos, nos casos de doenga cronica (fase da doenga caracterizada por baixa
parasitemia), revelou-se pouco sensivel (Santos 1987). O emprego de sondas
moleculares para o diagnodstico da infecgdo causada pelo T. cruzi, teve melhor
aplicagdo apds o desenvolvimento da metodologia de amplificacao enzimatica do

DNA pela reagado em cadeia da polimerase (PCR).
3.2. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

O desenvolvimento da metodologia de amplificagado do DNA pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) marcou uma nova era nos ensaios diagnosticos
baseados na detecgdo de DNA. Desde 1985 (Saiki et al.), quando foi descrita,
inimeras comunicagdes sobre varias aplicagbes da PCR tém sido relatadas na
literatura cientifica. Esta metodologia tem mostrado grande aplicabilidade ao
diagnostico de diversas doengas humanas, tais como, doencas infecciosas,
genéticas e cancer.

A técnica de PCR € um método de sintese enzimatica de DNA “in vitro" que
permite a amplificagdo exponencial de seqliéncias génicas especificas, a partir de
um DNA alvo. Utiliza-se uma DNA polimerase termo-estavel de Thermus aquaticus
(Tag polimerase) e um par de iniciadores, ou seja, oligonucleotideos
complementares a sitios especificos localizados nas regides adjacentes a regido
que sera amplificada, em ambas as fitas de DNA. A mistura de reagio contendo o
DNA alvo ou molde, os iniciadores, a enzima Taq polimerase, um coquetel de
nucleotideos e tampéo é submetida a varios ciclos térmicos sucessivos, nos quais
as temperaturas de desnaturagao, hibridizagdo e extensédo da fita complementar de
alternam, ocorrendo o acimulo exponencial da sequéncia alvo. (Saiki et al. 1985 e
1988). Como cada seqiiéncia sintetizada serve de matriz para sintese de nova fita
de DNA complementar, o fator tedrico de amplificagéo é de 2", onde n representa o
numero de ciclos de amplificagdo. Os produtos desta amplificagdo podem ser
visualizados através de diferentes metodologias, que serdo descritas mais adiante.

Partindo-se de duas copias da molécula alvo, 30 ciclos dio origem a 10° copias.
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Portanto, a técnica de PCR veio aumentar vertiginosamente a sensibilidade dos
métodos de detecgao de acidos nucléicos em amostras clinicas, onde muitas vezes
o agente infeccioso se encontra em quantidades muito reduzidas.

Em relagéo a aplicagéo da PCR no diagnostico da doenga de Chagas, tem
sido descritos e utilizados varios iniciadores dirigidos a seqiiéncias do kDNA (Sturm
et al. 1989; Avila et al. 1991 e 1993; Britto et al. 1993 ¢ 1995; Wincker et al. 1994a,
1894b e 1997, Centurion-Lara et al. 1994; Junqueira et al. 1996; Gomes et al. 1998
e 1999), DNA nuclear (Moser et al. 1989; Diaz et al. 1992; Russomando et al. 1682
e 1998; Jones et al. 1993; Kirchhoff et al. 1996; Silber et al. 1997), ou rRNA do
T. cruzi (Souto & Zingales 1893), apresentando resultados variaveis quanto a sua

sensibilidade e ao seu poder diagnéstico.

3.2.1. Utilizagao de sequéncias de kDNA como alvo

As seqiiéncias conservadas repetidas 4 vezes por minicirculo do kDNA de T.
cruzi, foram usadas como “alvo” para a reagdo em cadeia da polimerase, ja que
estas seqUencias estio presentes em abundancia no kDNA do parasita (80.000
copias). A partir de analises comparativas das seqUéncias nucleotidicas de 20
“minirepeats” ou regides conservadas do kDNA de T. cruzi, Degrave et al. {1988)
determinaram uma seqliéncia consenso que permitiu desenhar trés duplas de
iniciadores complementares aos blocos de seqUéncia altamente conservada. Sturm
et al. 1989, empregaram estas trés duplas de iniciadores complementares aos
blocos de seqiiéncia altamente conservada de minicirculos e obtiveram a
amplificacao de fragmentos de 83 pb (com S33A /S34A) e 122 pb (com S67/S34A)
das regides conservadas, e de 330 pb (com S35/S36) das regides variaveis dos
minicirculos presentes em amostras purificadas de kDNA. Estes fragmentos foram
detectados em geéis de agarose e de poliacrilamida ou em hibridizagées em “dot
blots” usando oligonucleotideos complementares a sequéncia interna amplificada,
detectando até 10 moléculas de minicirculos, ou 0,1 % do kDNA de um Unico
parasita. Nao foram detectados produtos de amplificagdo com kDNA de outros
protozoarios da ordem kinetopiastida, como T. rangeli, L. tarentolae, C. lucilliae,
Blastococrithidia sp., Endotrypanum sp. € Herperfornas sp. No entanto, o kDNA de

diferentes cepas ou isolados de T. cruzi (CL, Peru e Y) foram igualmente
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amplificados, mostrando a possivel utilizagdo da metodologia para o diagnostico da
doenga de Chagas.

Na busca do aprimoramento da amplificacdo do kDNA por PCR, com o
objetivo de diagnostico, Avila et al. (1991) introduziram a utilizacdo de dois
reagentes importantes na preservacdo e processamento de amostras de sangue
total. A solugdo de 6M de Guanidina-HCI/0,2M EDTA empregada como reagente de
lise das células e preservagéo do DNA do parasita, facilita o transporte de amostras
de sangue das regides endémicas para o laboratorio. onde sera analisado. O outro,
o complexo cobre-fenantrolina, uma nuclease quimica. corta e lineariza o kDNA
permitindo uma distribuicdo uniforme das moléculas alvo na solugiio de amostra,
melhorando a sensibilidade do ensaio. Utilizando esta estratégia foi possivel
detectar 1 parasita em 20 ml de sangue total infectado. A pesquisa de T. cruzi no
sangue de 5 pacientes chagasicos cronicos, dos quais somente um forneceu
resultado positivo no xenodiagndstico, mostrou-se positiva para todos eles pela
técnica de PCR (Avila et al. 1991). Além da detecgdo do parasita no sangue,
também foi possivel confirmar a sua presenca em fezes de triatomineos infectados
e tecido cardiaco de camundongo infectado experimer{talmente. Estes resultados
iniciais eram promissores no sentido do teste ser apiicédo para o diagnéstico da
doenga de Chagas. .

Posteriormente, Avila et al. (1993) aplicaram o método na deteccéo de T.
cruzi em amostras de sangue de 114 individuos residentes na regido endémica de
Virgem da Lapa, MG, utilizando os iniciadores’ especificos S$35/S36 que
amplificavam o fragmento de 330 pb contendo as regides variaveis dos minicirculos
do parasita (Sturm et al. 1989). Este fragmento foi detectado em gel de agarose e
por hibridizagéo apés “Southern blot” com sonda especifica (S67) para regidao a
conservada dos minicirculos. O método mostrou uma sensibilidade de 100% quando
comparado com testes sorolégicos e com o teste de xenodiagnéstico. Os autores
sugeriram a utilizagdo do método no lugar do xenodiagnéstico e como teste
confirmatério em triagem de bancos de sangue. '

Britto et al. (1993) e Wincker et al. (1994) propuseram um protocolo
simplificado, onde foi empregado um método de clivagem fisica para a rede de
kDNA, através do aquecimento a 100° C por 5 min. do sangue total adicionado de
guanidina/EDTA (GEB). Com este procedimento diminuiu-se a manipulagdo das
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amostras de sangue, evitando-se possiveis contaminagdes .

Wincker et al. (1994) obtiveram resultados semethantes aos de Avila et al.
(1993) em relagéo a sensibilidade (96,5%) analisando amostras de sangue de 100
individuos da mesma area endémica .

Altos indices de correlagao entre a deteccao de KDNA de 7. cruzi pela PCR e
métodos sorologicos, foram relatados quando analisaram-se amostras de sangue de
45 criangas de uma regido endémica da Bolivia (indice de 93 %) (Wincker et al.
1994b) e de 91 individuos atendidos no Hospital Evandro Chagas, FIOCRUZ RJ
(indice de 90 %) (Britto et al. 1995a). Neste Ultimo estudo também foi sugerida a
aplicagdo da metodologia para avaliagdo e acompanhamento de pacientes apos
tratamento especifico.

No entanto, niveis bem mais baixos de sensibilidade (45 % e 59%,
respectivamente) foram obtidos quando amostras de sangue de individuos
residentes em area endémica do Sertdo da Paraiba (Britto et al. 1995b) e do Sertao
da Piaui (Junqueira et al. 1996) foram analisadas.

Uma nova abordagem para a PCR foi descrita por Centurion-Lara et al. 1994.
Estes autores descreveram a duantiﬂcaq:éo da parasitemia de T. cruzi na infecgéo
cronica experimental em _éamundongos. Foi empregada a técnica de PCR
competitiva, utilizando um cbmpetidor construido por delegdo de 50 pb a partir do
amplicon de 330 pb obtido na amplificagdo do kDNA. Assim, o competidor consistia
de um fragmento de 280 pb contendo nas suas extremidades seqUéncias
complementares as sequéncias dos inciadores utilizados na deteccdo do kDNA,
assim podendo ser ampiificado na mesma reagao de PCR. A quantificagdo € feita
através da adicdo de quantidades diferentes e conhecidas do competidor a
diferentes aliquotas do DNA -alvo, preparadas a partir de uma mesma amostra
clinica. Durante a amplificagdo, os iniciadores competem com dois alvos presentes
na reacao: o minicirculo do kDNA proveniente do parasita (presente na amostra
clinica em quantidade desconhecida) e o competidor (presente em quantidade
conhecida). Supondo que os 2 alvos sejam amplificados com a mesma eficiéncia, a
quantificagdo da parasitemia pode ser feita através da determinacéo do ponto de
equivaléncia, em que os dois amplicons de 330 pb e 280 pb estio presentes em
quantidades iguais. Os autores determinaram o ponto de equivaléncia, comparando

visualmente as bandas dos produtos amplificados no gel de agarose. Esta
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metodologia parece promissora, entretanto, apenas 1 amostra de individuo
chagasico foi analisada, necessitando de maiores avaliacdes.

Gomes et al. (1998), descreveram um procedimento de otimizagéo da reacao
de PCR para a detecgdo de kDNA, onde foram feitas varias modificagbes no
protocolo inicialmente sugerido (Britto et al. 1993 e Wincker et al. 1994), em relagdo
a extracao de DNA e condigdes da reagdo. Para confirmar a especificidade dos
produtos amplificados foi feito hibridizagdo com uma sonda especifica apos “slot
blot' e a reagdo foi revelada pelo sistema de quimioluminescéncia, Esta sonda
(# 119) & complementar a regido conservada do minicirculo limiar & regiao variavel.
Com este novo protocolo conseguit-se detectar 10 fg de DNA de T. cruzi, em gel de
poliacrilamida a 6% corado com prata e de 0,1 fg apos hibridizacao. Posteriormente,
estes mesmos autores (Gomes et al. 1999), avaliaram o novo protocolo empregando
- amostras de sangue total de 113 individuos oriundos ou residentes de areas
endémicas do Brasil e compararam os resuitados com hemocultura |, teste de lise
mediada pelo complemento (LMCo) e testes sorologicos. A amplificagcdo por PCR
mostrou resuitados positivos em 83,5% (66 de 79) de individuos com sorologia
positiva, 47,6% (10 de 21) de individuos com sorologia negativa e 46,2% (6 de 13)
de i_ﬁdividuos com sorologia inconclusiva. O teste de LMCo mostrou resultados
simi'!arés de 84,6%, 52,4% e 38,5% de positividade , respectivamente. Todas as 29
amostras com sorologia e hemocultura positivas, foram positivas na PCR, porém
entre as 50 amostras com sorologia positiva e hemocultura negativa, 37 mostraram
positividade na PCR e entre as 6 amostras com sorologia inconclusiva e

hemocultura negativa, 2 foram pasitivas na PCR.

3.2.2. Utilizagao de seqiiéncias de DNA nuclear como alvo

Moser et al. (1989), descreveram a possibilidade de adaptar a técnica de
PCR na detecgdo do 7. cruzi, empregando como alvo uma sequéncia de 195 pb
repetida 10° vezes no DNA nuclear, considerada a sequiéncia mais abundante do 7.
cruzi com caracteristicas de DNA satélite dos eucariontes. Empregando iniciadores
especificos (TCZ1/TCZ2) para a sequéncia de 195 pb, foi obtido um fragmento de
188 pb com amostras de contetdo intestinal e urina de triatomineos infectados. Este

fragmento de 188 pb nio foi obtido com DNA de Leishmania sp, tripanossomas
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africanos, bem como com DNA humano e murino. Os autores conseguiram detectar
metade do contetido de DNA de um Unico parasita, em gel de agarose corado com
brometo de etidio. Apdés “Southern blot” e hibridizagdo com uma sonda interna
marcada radioativamente. a sensibilidade aumentou para 1/200 do contelGdo de
DNA de 1 parasita. Com estes mesmos iniciadores (TCZ1/TCZ2) Russomando et al.
(1992}, conseguiram amplificar pela PCR o fragmento de 188 pb a partir de DNA
extraido de soros de pacientes chagasicos com inffeccdo aguda e crénica.
Resultados similares foram obtidos usando amostras de sangue total ou de soro e
assim os autores sugeriram o emprego de amostras de soro ac invés de amostras
de sangue total, nos estudos de campo, por ndo ser necessario nenhum tratamento
quimico nas amostras coletadas. Foram obtidos resultados positivos com todos os
isolados de T. cruzi testados, provenientes do Paraguai. Os autores conseguiram
detectar ¥ do conteldo de DNA de um U(nico parasita e sugeriram a possivel
utilizagéo do ensaio no acompanhamento de pacientes chagasicos na fase aguda e
em tratamento quimioterapico. Posteriormente, estes autores (Russomando et al.
1998), demonstraram que o ensaio de PCR empregando os iniciadores TCZ1/TCZ2
pode ser utilizado para a deteccdo precoce de fase aguda e para o
acompanhamento de tratamento terapéutico de criangas nascidas de maes
sorologicamente positivas para doenga de Chagas. Cinquenta e oito criangas foram
acompanhadas a partir do dia do nascimento, destas 6 apresentaram resultados
positivos no PCR no 1° dia e apenas 2 delas foram positivas no teste de detecgao
direta do parasita por microscopia. O teste de PCR detectou a fase aguda mais
precocemente do que o método de microscopia e/ou hemocultura.

Diaz et al. (1892), descreveram um método de amplificagdo de DNA satélite
do T. cruzi pela PCR, empregando uma dupla de iniciadores complementares a
regido mais conservada dos elementos repetitivos de 195 pb presentes no DNA
nuclear do T. cruzi. Estes autores analisaram o efeito do DNA humano em excesso
na amostra e fizeram ensaios com concentragdes crescentes. Desta forma,
conseguiram amplificar 19 fg de DNA do parasita na presenca de 15 Og de DNA
humano (que corresponde & quantidade de DNA humano em 1 ml de sangue),
obtendo um fragmento de aproximadamente 200 pb, visualizado em gel de agarose
corado com brometo de etidio. Os resultados demonstraram a possibilidade de

detectar 1 parasita em 10 ml de sangue humano, obtendo sensibilidade 50 vezes
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maior do que foi detectado por Moser et al. (1989).

Jones et al. (1993) utilizando os iniciadores especificos TCZ1/TCZ2 em
ensaio de PCR demonstraram a presenca de 7. cruzi, ou de uma porcao do seu
genoma, nas lesdes inflamatorias cardiacas de individuos com a doenga de Chagas
cronica fatal e sugeriram a possibilidade destas lesées estarem associadas com a
persisténcia do parasita nos tecidos cardiacos desses pacientes. A sensibilidade do
método foi determinada em ensaios de reconstituicdo, utilizando DNA extraido de
tecido cardiaco de um individuo soronegativo. contendo diluigbes seriadas de
formas epimastigotas de cultura. Uma aliquota contendo 1 ZI de cada diluicdo foi
submetida a reagdo de PCR e apos hibridizagdo com sonda interna, pode ser
detectado 1 x 10 do contetido de DNA de um unico parasita.

Kirchhoff et al. (1996), compararam a sensibilidade de ensaios de PCR
utilizando 2 pares de iniciadores ja& descritos na literatura: S§35/S36 (Sturm et
al.1989) e TCZ1/TCZ2 (Moser et al. 1989) com o método de detecgdo direta do
parasita por microscopia. Os autores também compararam 2 métodos de tratamento
das amostras de sangue total : Guanidina/EDTA - fenantrolina (GEB-Ph) e SDS-
proteinase K (SDS-pk). Para esta anélise foram utilizadas amostras de sangue de
camundongos infectados experimentalmente na fase aguda e cronica. Os resultados
demonstraram que o ensaio de PCR empregando os iniciadores TCZ1/TCZ2 com
amostras tratadas com SDS-pK foi mais sensivel. Fazendo o acompanhamento dos
camundongos pela detecgac direta por microscopia e pela PCR , por 380 dias, a
reagao de PCR mostrou maior positividade. Estes autores chamaram atencao para
o fato da reagdo de PCR ter mostrado resultado positivo antes do método de
microscopia na fase aguda.

Silber et al. (1997), descreveram a utilizagdo de um novo par de iniciadores
(BP1/BP2), que hibridizam com uma sequéncia de DNA nuclear, que codifica uma
proteina flagefar F28, e que apds amplificagio por PCR produz um fragmento de
692 pb. Esta seqiiéncia se apresenta arranjada em tandem em pelo menos 20
copias e esta localizada em cromossomos homologos. A quantidade minima de
DNA de T. cruzi detectado foi de 10 fg (equivalente a cerca de 1/20 do genoma).
Com este par de iniciadores foi possivel amplificar DNA de diferentes cepas e
clones de T. cruzi. Nao foi observada amplificagdo com DNA de L. braziliensis,
porém empregando DNA de T. rangeli foi obtido um fragmento de 615 pb, que foi
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diferenciado do fragmento de 692 pb em gel de poliacrilamida a 8%. Foram
analisadas amostras de sangue de 65 individuos com sorologia positiva para a
doenca de Chagas, destes 62 mostraram positividade no PCR (sensibilidade >95%).
Apos “Southern blot” e hibridizagao, empregando como sonda o produto amplificado
marcado com radioisétopo, as 3 amostras restantes foram detectadas (100% de
sensibilidade).

4. Métodos de detecgao de produtos amplificados por PCR

O método convencional de detecgdo de produtos de PCR tem sido a
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio ou gel de
poliacrilamida corado pela prata. Nestes métodos aliquotas dos amplicons séo
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese, havendo a migragao para o polo
positivo. E utilizada uma mistura padrédo com fragmentos de DNA de tamanho
conhecido para se determinar o tamanho do fragmento detectado.

Varias outras técnicas tém sido desenvolvidas, para a detecgao dos
amplicons, com o objetivo de melhorar a sensibilidade e a especificidade. Alguns
sistemas de detecgdo de produtos amplificados utilizando sondas especificas
marcadas tém sido propostas e estes tém mostrado além dé éSpéciﬁcidade. um
aumento na sensibilidade. Diferentes reagentes tém sido .empregados para a
marcacdo das sondas (ex: radioisotopos, enzimas, substancias fluorescentes e
quimioluminescentes). As sondas marcadas com radicisotopos. apresentam alta
sensibilidade e especificidade, porém a desvantagem de ter que se trabalhar com
radioatividade, tem contribuido para o desenvolvimento de outras marcag¢des menos
perigosas e que alcangam sensibilidade comparaveis aquelas obtidas com sondas
radioativas. |

Em muitos sistemas de detecgdo de produtos amplificados, tém sido empregadas
membranas de nylon como suporte. Uma aliquota do amplicon pode ser diretamente
adsorvida a membrana (“dot blot" e “slot blot") ou apds eletroforese em gel de
agarose, o DNA pode ser transferido para a membrana de nylon (“Southern blot”).
Mesmo sendo extremamente especifico e altamente sensivel, estes métodos sio
trabalhosos, demorados e tecnicamente exigentes. Uma solugio para estes

problemas tem sido a utiizagdo de placas de microtitulagdo como suporte.
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Adicionalmente, ensaios com placas de microtitulagdo ja ficaram comuns no
laboratério clinico moderno, minimizando a necessidade de treino adiciona! para o
pessoal do laboratdrio.

Uma nova abordagem que tem sido descrita & o sistema automatizado de
detecgdo, TagMan, onde é possivel fazer a detecgéo e quantificagdo dos produtos
amplificados durante a reacdo de PCR em tempo real (Livak 1995). O sistema foi
desenvolvido com sondas fluorogénicas e utiliza a atividade 5' nuclease da TagDNA
polimerase, que cliva nucleotideos de uma sonda hibridizada a uma sequéncia alvo
na fita de DNA. Porém, o equipamento necessario para execugao desta técnica
ainda & muito caro.

4.1. Sistemas colorimétricos em placas de microtitulagdo

Varios sistemas de PCR-ELISA, onde diferentes estratégias sdo utiizadas
para a captura do produto amplificado na placa de microtitulagdo , tém sido
descritos (Landgraf et al. 1991, Oliveira et al. 1995, Qiao et al. 1995, Kox et al. 1996,
Tang et al. 1898). Neste sistema o DNA amplificado pode ser capturado na placa de
microtitulagdo por um oligonucleotideo complementar, que é previamente adsorvido
a superficie plastica. A detecgao é acbn'ipahhada pela formagédo de um produto
colorido, apds a adigdo do conjugado enzimatico e do respectivo substrato. O
sistema apresenta vantagens em comparagao com metodos convencionais: 1)
Apresenta sensibilidade 10 a 100 x maior do que geéis de agarose corados com
brometo de etidio. 2) O emprego de sondas especificas para captura, promovem
alta especificidade & detecgdo. 3) O formato de ELISA permite a analise de até 96
amostras simultaneamente, além de ser um teste simples, rapido e que reune
caracteristicas para ser automatizado (Tang et al. 1998). A maioria dos laboratérios
de rotina dispde dos aparelhos necessarios para a execugdo de um ELISA,
enquanto o sistema de eletroforese em gel de agarose € restrito a laboratérios de
biologia molecular.

Tendo em vista, a imensa potencialidade da tecnologia de amplificacéo
génica pela PCR e, por outro Jado, a necessidade de maiores avaliagdes devido a
variagbes de sensibilidade relatadas, este trabalho tem como objetivos:



Avaliar o desempenho da técnica de PCR e compara-la a métodos sorolégicos e
ao xenodiagnostico, utilizando a amostras clinicas de individuos residentes em

area endémica de doenga de Chagas (Virgem da Lapa, MG).

Avaliar o emprego da PCR na avaliagdo de cura de individuos chagasicos

submetidos & quimioterapia especifica.

Desenvolver e avaliar um ensaio colorimétrico (PCR-ELISA) para detectar e

confirmar a especificidade de amplicons.

Comparar o método de detecgdo de amplicons em gel de agarose com a
detecg¢ao colorimétrica.
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MATERIAIS E METODOS

1. Populagao estudada

Foram analisadas amostras de soro e de sangue total de 85 individuos, 28
homens e 56 mulheres. com idade variando de 18 a 72 anos residentes em area
endémica de doenga de Chagas, no Municipio de Virgem da Lapa, Vale do
Jequitinhonha, no nordeste de Minas Gerais. Estes individuos foram submetidos a
exame clinico, raio X de térax e eletrocardiograma, para identificagdo da forma
clinica e, em parte destes, foi realizado o xenodiagnéstico. Para o xenodiagnéstico
empregou-se 40 ninfas de Triatoma infestans de 3° e 4° estagios. de acordo com
Cerisola, Rohweldder & Prado (1971), para verificar a presenca de parasitas
circulantes. Estes individuos fazem parte de um estudo longitudinal de
acompanhamento clinico e laboratorial de cerca de 20 anos realizado, pelo Dr. José
Borges Pereira do Departamento de Medicina Tropical da FIOCRUZ. Quatorze
~ destes individuos eram comprovadamente chagasicos, sendo que 11 foram
| submetidos a fratamento com benzonidazol por 50-80 dias com doses diarias de 5 a
7,5 mg/kg de peso em 1987, e 3 individuos relataram ja terem sido tratados. Todas
as amostras clinicas utilizadas neste estudo foram coletadas na mesma ocasido em
1996.

2. Analises sorologicas

2.1. Imunofluorescéncia indireta (IFl)

Foi utilizada a técnica descrita por Camargo (1966), empregando formas
epimastigotas de T.cruzi da cepa Y, cultivadas a 28°C em meio de cultura LIT (Liver
infusion triptose), como antigeno. Como conjugado, foi utilizada uma anti-IgG
humana marcada com isotiocianato de fluoresceina (Cappel, Cooper Biomedical
Inc., Malvem, EUA), na diluigio de 1/500. As amostras de soro foram testadas na
diluicdo final de 1/40.
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2.2. “Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA)
Foi utilizado o “kit" comercial BIOELISACRUZ! (Biolab-Mérieux, Brasil) e
foram seguidas as instrugdes do fabricante.

2.3- “Western blot” (WB).

Foi empregado a metodologia descrita por Teixeira et al. (1994). O antigeno
citossolico obtido de formas epimastigotas de T.cruzi, da cepa Y, foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
€ subseqlentemente foi feita a eletrotransferéncia para a membrana de
nitrocelulose. As amostras de soro foram adicionadas a membrana na diluigdo de
17100 e a reagdo foi revelada, adicionando-se o conjugado anti-lgG humana
marcada com fosfatase alcalina (Sigma Chemicals Co: St. Louis, Missouri, EUA) e
apos incubagéo, o tampao de substrato (Tris-HCt 0, 1M; MgClz 0,005M; BCIP e NBT)
para o desenvolvimento de cor. As amostras de soros foram consideradas positivas
quando mostraram reatividade com pelo menos 3 bandas de um grupo de 7 bandas
(14,19, 27, 30, 34, 37 e 75 kDa).

2.4. “Line immunoassay" (LIA) .

O “kit" comercial INNO-LIA Chagas AB (INNO-LIA) (Innogenetics N.V., Ghent,
Bélgica) foi empregado seguindo-se as instrucdes do fabricante. Este “kit" consiste
de 7 antigenos recombinantes e peptideos sintéticos biotinilados, adsorvidos a uma
tira de membrana de nylon, através do sistema biotina - estreptoavidina. Além dos
antigenos, as tiras contém 3 bandas de controle da reatividade (alta, média e baixa)
e 1 banda de estreptoavidina, para controle de “background”. As amostras de soro
foram adicionadas as tiras na diluicdo de 1/100 e mantidas a temperatura ambiente
por 18 hs. A reagéo foi revelada com a adigao do conjugado anti-lgG humana e
subseqlientemente do substrato. A leitura da reagao foi feita visualmente,
comparando as intensidades de reagao das bandas de antigenos com as bandas
controle e os padroes de reatividade foram depois submetidos ao algoritmo

estabelecido para o teste.



3. Procedimentos para a PCR
3.1- Extragdao de DNA

O volume de 10 ml de sangue periférico foi coletado de cada individuo e
iImediatamente misturado ao mesmo volume de uma solugdo de 6M de hidrocloreto
de guanidina / 0,2M de EDTA (Sigma) pH 8,0 (Avila et al 1991). A mistura (GEB -~
“‘guanidina-HCI/EDTA /blood") permaneceu a temperatura ambiente durante a
estadia na area endémica e transporte até o iaboratério, onde foi guardado a 4°C.
Antes de se iniciar os procedimentos de extragdo do DNA, as amostras de GEB
foram fervidas em banho de imersao a 100°C por 15 minutos, para promover a
desintegragéo e assim possibilitar a distribuicdo homogénea da rede de kDNA (Britto
et al 1993). Todas as amostras foram extraidas em duplicata, e eram processadas
duas amostras de cada vez. A cada lote de seis amostras processadas eram
incluidas: uma amostra negativa, para controle de contaminagao por aerosol e uma
amostra positiva, para controle do desempenho da extragdo. Foi seguido o protocolo
descrito por Centurion-Lara et al (1994), com algumas modificagdes. Duas aliquotas
de 200 pl de GEB foram misturadas com 200 ul de H20 p.a. (diluente de vacina de
sarampo, fornecida por Biomanguinhos) e 400 ul da solucio de fenql .
(GIBCO)/cloroférmio  (Merck) (1:1) em tubo ‘Eppendorf’. Esta mistura. foi
homogeneizada por agitagio e centrifugada a 14.000 Fpm, em microcentrifuga, p;ar
cinco minutos. A fase aquosa foi coletada e transferida para outro tubo e adicionou-
se 400 yl de cloroformio. Apés nova homogeneizagéo por agitagdo, foi feita uma
centrifugagdo a 14.000 rpm por cinco minutos. A fase aquosa foi novamente
coletada (desta vez mediu-se o volume obtido) e transferida para outro tubo e foram
adicionadas de 40 ;g de glicogénio (Sigma) e trés volumes de 0,1M de acetato de
sodio (NaOAc) (Sigma) em etanol a 95%. Apos homogeneizagao, a precipitagao foi-
feita centrifugando-se a 14.000 rpm por 10 minutos. Apos o descarte do
sobrenadante, o tubo “Eppendor™ contendo o sedimento foi colocado no bloco
térmico a 60°C por 10 minutos com a tampa aberta para que qualquer residuo de -
etanol fosse evaporado. Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em 50 pl de
H20 p.a. e mantido a -20°C.

3.2. CondigGes da PCR

Foi empregado um par de iniciadores complementares aos blocos de
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seqliéncia conservada de minicirculos de kDNA de T.cruzi (Wincker et al 1994),
sendo que um dos iniciadores contém uma molécula de biotina na sua extremidade
5"
#121B -5'- Bio AAA TAA TGT ACG GG(G/T) GAG ATG CAT GA - 3'
#122-5 GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA - 3'

Estes iniciadores amplificam as regides variaveis do minicirculo, originando
um fragmento de = 330 pb.

A amplificacao foi feita com 5 i de amostra de DNA extraido ou purificado.
que foi misturade a uma solugdo de amplificagio contendo: 20mM Tris-HCI, pH 8.4
(GIBCO); 50 mM KCI (GIBCO); 3,75 mM de MgCl2 (GIBCO); 980 ;M de dNTPs (245
pM de cada) (Pharmacia); 0,8 u da enzima Platinum Tag DNA Polymerase (GIBCO);
133 ng (15,5 pmoles) de cada iniciador (#121B e #1 22), para um volume final de 50
pl. Todos os reagentes, com excegdo da enzima foram distribuidos em peguenas
aliquotas para serem descongeladas apenas uma vez. A reacao foi imediatamente
iniciada com os seguintes parametros: dois ciclos a 95°C por 30 minutos e 64°C por
um minuto, 33 ciclos a 94°C por um minuto e 64°C por um minuto, e uma extensido
final a 72°C por sete minutos. Em todas as reacoes foram' incluidos os seguintes
controles: um tubo sem amostra de DNA, uma amostra co.mﬁrovadamente negativa
e uma positiva. As duplicatas de DNA extraido de cada émostra eram testadas em
paralelo. As que apresentavam resultado positive em’ apenas uma das extragdes,
eram novamente analisadas em duplicata e caso o resultado se repetisse, estas
amostras eram submetidas a nova extragdo. As amostras que apresentavam
resultado negativo na duplicata, eram submetidas a amplificagdo do gene de p-
globina humana, utilizando os iniciadores #PCO3 (5" ACACAACTG TGT TCA CTA
GC 3') e #PC0O4 (5' CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 3') (Saiki et al 1985), para
verificar a possibilidade da presenca de inibidores, e desta forma discriminar entre
verdadeiros negativos e falsos negativos. A amplificagdo com estes iniciadores
origina um produto de 110 pb. As concentragdes e volumes da mistura para a
amplificagdo do gene de B-globina humana foram as mesmas descritas para os
iniciadores especificos para kDNA de T.cruzi, com excecdo da solucao de MgCly,
que foi utilizada na concentrag&o final de 4,5 mM e a enzima utilizada foi a Tag DNA
Polymerase (GIBCO) na concentragio de 1,6 unidades. As condigdes em relagao

aos ciclos também foram semelhantes, apenas ao invés de 33 ciclos. foram
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utilizados 28 ciclos. As amplificagbes foram feitas no termociclador Gen Amp 2400
PCR (Perkin-Eimer, Norwalk, Conn).

3.3. Detecgdo dos produtos amplificados em gel de agarose

Para visualizar os produtos amplificados, 10 pl da amostra contida em cada
tubo de reagéo foram misturados com 1 ul de corante marcador de corrida (0,25% de
azul de bromofenol; 0,25% de xylene cyanol FF: 30% de glicerol) e aplicados em gel
de agarose a 2% (SeaKem,FMC Rockland. Maine). Para a montagem do gel e a
corrida de eletroforese foi utilizado o tampao TBE 05X (50 mM Tris/45 mM
Borato/0,5 mM EDTA, pH 8,0) (GIBCO). Apés o final da corrida de eletroforese, o
gel foi corado com brometo de etidio (0.5 mg/mi) (Sigma) e examinado em um
transiluminador com luz ultra violeta. Como marcador de peso molecular foi
empregado a “100 Base-Pair Ladder” (GIBCO).

3.4. Detecgio colorimétrica dos produtos amplificados (PCR-ELISA)

3.4.1.Sensibilizagio das placas de microtitulagdo com extravidina.

As condigdes de sensib,ilizafgé_c) foram estabelecidas apos algumas etapas de
padronizagdo em que foram testadas diferentes concentragdes de extravidina (5 ;g
a 0.156 jg/pogo) e a reutilizagao da solugdo de extravidina na concentragao de
1ug/pogo. Estas analises foram feitas empregando-se o “pool positivo” e o “‘pool
negativo’. Estes "pools” foram preparados misturando produtos de amplificagao de
varias amostras negativas (“pool negativo’} e positivas (“pool positivo”), assim
obtendo uma quantidade suficiente de material amplificado para todas as etapas de
padronizacao. :

Placas de microtitulagdo de fundo plano (Nunc- Maxi sorp; Nunc, Inc.,
Roskilde, Dinamarca) foram sensibilizadas com 100 ul, por cavidade, de solucao de
extravidina (SIGMA) na concentraco de 10 ug/ml, diluida em tampao carbonato-
bicarbonato 0,05M, pH 9,6. Ap6s incubag@o de 24 hs, a solugdo de extravidina foi
retirada e as placas foram lavadas 3x com soluc&o salina tamponada (SST) (fosfato
de sédio 0,01M; NaCl 0,15M, pH 7,2) acrescida de 0,05% de Tween 20 (SST/T) e
mantidas a —-20°C até o seu uso. A solugdo de extravidina a 10 pa/ml foi utilizada 2 x
para sensibilizar as placas de microtitulagao.
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3.4.2. Hibridizagio em solugio

Os parametros de hibridizagdo foram estabelecidos apos a comparagio de
diferentes concentragdes de sonda (20, 100 e 200 ng/5 pl de produto amplificado) e
de temperatura (37°C e 55°C).

Os produtos amplificados foram hibridizados em solugdo com o
oligonucleotideo #119 DIG (5' TGG TTT TGG GAG GGG (C/G) (GIC) (T/G) TCA
A(AJC)T TT 3') marcada com digoxigenina covalentemente ligada a extremidade 5',
Este oligonucleotideo hibridiza com uma pequena porcao da regido conservada do
fragmento de = 330 pb (Sturm et al 1989). O volume de 5 p! de produto amplificado
foi hibridizado com 200 ng do oligonucleotideo #119-DIG em um volume final de 100
ul de tamp3o de hibridizagéo (solugéo salina citratada Bx, solugdo Denhardt's 1x ( 5g
de Ficoll- type 100; 59 de PVP; 5g de BSA ~ fracdo V; gsp 500 ml de H,O)e 50
ng/mi de DNA de esperma de salmao sonicado [type Ill sodium salt — Sigma]). Esta
mistura foi aquecida a 100°C por 10 minutos e a seguir mantida por 1h e 30 minutos
a 37°C.

3.4.3. Capti.lra dos produtos amplificados hibridizados e deteccgao

_0_\}olume de 100 yl de cada produto amplificado hibridizado foi adicionado,
em duplicata, &s cavidades da placa de microtitulagéo, previamente sensibilizadas
com extravidina. Ap6s incubagao por 15 minutos a temperatura ambiente, foram
feitas 6 lavagens com SST/T e adicionou-se 100 pl/pogo de conjugado. Este
anticorpo’ anti-digoxigenina marcado com peroxidase (Boehringer Mannheim,
Alemanha), foi diluido a 1/3000 em SST/T acrescido de 2% de leite desnatado. Apés
incubagéo de 30 minutos a 37°C, as placas foram lavadas 8x como anteriormente
descrito. Posteriormente, 100 ul do substrato foram adicionado a cada cavidade das
placas e estas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, na auséncia de luz. O
substrato foi preparado no momento de uso da seguinte maneira: 100 ul de uma
solugdo de 3,355 - tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) a 10 mg/ml em
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) e 20 pl de uma solugio de peroxido de hidrogénio
(H202) a 3% foram adicionadas a 10 ml de tampao citrato fosfato 0,0@\7 M pH 50
{citrato de sadio 0,1M, fosfato de sodio 0,2M). A reagéo foi interrompida pela adicao
de 100 yl de &cido sulfirico (H2S04) 1IN e as absorbancias foram determinadas a
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450 nm em espectrofotdmetro para placas de microtitulagao {Bio-Rad). Os controles
‘utilizados foram os “pools” positivo e negativo.

Para a analise dos resultados, o limite de discriminagdo de reatividade
(‘cut-off’) foi estabelecido, utilizando o valor da média das absorbancias dos
controles negativos, mais 3 vezes o desvio padréo (XN+3SD). Os resultados foram
expressos pelo indice de reatividade (IR) que foi obtido da seguinte maneira:
absorbancia da amostra / absorbancia do “cut-off. As amostras que apresentaram
indice de reatividade no “cut-off ou 10% acima ou abaixo foram consideradas

indeterminadas.
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Resultados

Para a analise dos resultados, os 85 individuos que fazem parte deste estudo
foram divididos em 2 grupos: grupo |, individuos nao chagasicos e chagasicos nio
tratados. com 71 individuos e grupo !, pacientes tratados, com 14 individuos. Nas
tabelas 1 e 2 estdo relacionadas as amostras dos individuos do grupo | e |,
respectivamente. acompanhadas de seus dados pessoais (idade e sexo), clinicos e
dos resultados dos exames laboratoriais. Os individuos grupo | foram classificados
em nao chagasicos (11 amostras) e chagasicos (60 amostras) em relagao aos
resultados da sorologia e do xenodiagnostico e faziam parte deste grupo, 49
mulheres e 22 homens, com idade variando de 19 a 72 anos. Como pode ser
observado na tabela 3, entre os pacientes chagasicos nao tratados, 23 (38%) eram
assintomaticos. isto €, ndo apresentavam manifestagdes clinicas, 22 (37%)
apresentavam cardiopatia, cinco (8%) apresentavam manifestagdes digestivas e 10
(17%) apresentavam a forma mista, ou seja, além de cardiopatia também foi
detectada manifestagéo digestiva. Trinta e dois destes pacientes foram submetidos
ao xenodiagnostico, e em 11 (34%) foi detectada a presenca do parasita (Tabela 3).

O grupo de pacientes tratados foi composto de sete mulheres e sete homens,
com idade variando de 18 a 52 anos. Entre estes sete eram assintomaticos, seis
apresentavam a forma cardiaca e um a forma mista. Dez dos 11 individuos tratados
em 1987, foram submetidos ao teste de xenodiagnastico antes do tratamento, onde
foi detectada a presenga do parasita e um (# 705) relatou ja ter apresentado o teste
de xenodiagnadstico positivo anteriormente. Os outros trés individuos relataram terem
sido submetidos ao tratamento e a terem apresentado positividade no teste de
xenodiagnostico anterior ac tratamento. Todos os individuos tratados foram
submetidos ao xenodiagndstico, pelo menos, seis meses apds o tratamento e em
quatro foi novamente detectado parasitemia (Tabela 2).
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Andlise sorolégica

Inicialmente, todas as 85 amostras de soros de individuos residentes na area
endémica de doenga de Chagas (Virgem da Lapa, MG), foram analisadas por 4
testes soroldgicos. Os testes de IFI e ELISA sdo comumente utllizados na triagem
de doadores em bancos de sangue e em laboratdrios de rotina, e os testes de WB e
LIA sao testes alternativos empregados em laboratérios de pesquisa, principalimente
no auxilio em casos de sorologia duvidosa, pois apresentam alta especificidade e
custo elevado. Cinglenta e nove amostras de soros do grupo | (individuos nao
chagasicos e chagasicos nao tratados) foram consideradas positivas, sendo que 58
mostraram resultados positivos nos quatro testes soroldgicos e somente uma (#
1000) em 3 testes, sendo negativa apenas no teste de ELISA (Tabela 1). As 12
amostras restantes apresentaram resultados negativos nos 4 testes (Tabela 1).
Treze amostras do grupo Il (pacientes tratados) foram consideradas positivas, sendo
que: nove mostraram resultados positivos em todos os testes sorolégicos, duas
foram positivas em 3 testes (uma negativa e a outra indeterminada no ELISA), uma
(# 1176) mostrou resultados positivos apenas em 2 testes (positiva nos, testes de
WBILIA e negativa nos testes de IFVELISA) e uma (# 705) foi positiva somente no
teste de iF|, sendo considerada inconclusiva (Tabela 2). _

Os resultados positivos obtidos no teste INNOLIA com as amostras de soros
dos 2 grupos foram analisadas quanto a percentagem de positividade e intensidade
de reatividade com cada um dos 7 antigenos que compdem este teste. Né tabela 4,
podemos observar que houve uma maior percentagem de positividade com os
antigenos Tc24, CRA, TcD, MAP e Ag39, variando de 93% a 100% e menor
positividade com os antigenos FRA e SAPA, 50% e 75%, respectivaménte. Na
andlise de intensidade de reatividade, foi observado que as amostras de soro
apresentaram maiores percentuais de positividade (intensidade 3) com os antigenos
Tc24, MAP e Ag39, 85%, 80,5% e 80,5%, respectivamente. Por outro 'Iado, as
amostras de soro apresentaram maiores percentuais de positividade com baixa
reatividade (intensidade 0,5) com os antigenos FRA e SAPA, 36% e 57%,
respectivamente. Ja com os antigenos CRA e TcD, as amostras de soros
apresentaram percentuais de positividade distribuidos entre as diferentes



intensidades de reatividade: alta, médiae baixa (3;2; 1 e 0.,5).

Detecgao dos produtos amplificados por PCR em gel de agarose

As amostras de sangue dos 85 individuos foram submetidas a extracdo de
DNA com fenol/cloroformio e subsequentemente & PCR. Pela detecgao visual em
gel de agarose dos produtos amplificados. apos coloragdo com brometo de etideo
foi observado um fragmento de =330 bp. A intensidade da banda de 330 pb foi
consistentemente fraca na maioria das amostras. Por isso, decidimos classificar os
resuitados positives em 3 niveis, quanto a intensidade da banda de 330 pb: nivel 1 -
intensidade muito fraca, nivel 2 - Intensidade fraca e nivel 3 — intensidade
moderada a forte. Na figura 1, pode ser observada a detecgao do produto de 330 pb
nas intensidades 1, 2 e 3, sendo o resultado representativo das amostras
analisadas.

Entre os pacientes chagasicos nao tratados, em 66% das amostras (39 de 59)
de sangue de pacirrites sorologicamente positivos foi detectado o fragmento de 330 pb
(tabela 5), sendo que em 19 amostras com intensidade 1, em 9 amostras com
intensidade 2 e em 11 com intensidade 3 (tabe!a 1). Entre estas amostras estavam
incluidas 8 que apresentaram xenodiagndstico positivo e 12 que apresentaram
xenodiagnostico negativo (5 deles feitos em 1 996). Duas amostras (# 48 e # 227) que
apresentaram xenodiagndstico positivo foram negativas na PCR, sendo que em uma
delas o xeno foi feito em 1976 e a outra em 1996, A tabela S, compara os resultados
da PCR com os resuitados do xenodiagnostico e da sorologia para amostras de
sangue do grupo |. Entre as amostras de sangue de individuos sorologicamente
negativos, uma (# 2909) apresentou resultado posifivo na PCR, porém esta nao tinha
sido submetida ao xenodiagnéstico. Uma outra amostra (# 107) foi positiva no
xenodiagndstico (feito em 1984) e negativa na PCR.

Em 8 amostras de sangue de pacientes tratados foi detectado o
fragmento de 330 pb, sendo que, apenas 4 destas haviam apresentado positividade
no xenodiagnostico, apds o tratamento (Tabela B).



Detecgio colorimétrica dos produtos amplificados por PCR,

A figura 2 mostra a curva de padronizagao obtida com diluicées seriadas de
extravidina, variando a concentracdo de 5 ;g a 0,156 ug/pogo da placa de
microtitulagdo, onde observamos uma queda na densidade Optica, mais acentuada
a partir da concentracdo de 0,313 9. quando foi empregado o “pool positivo” . A
concentracao de 1,9/pogo foi escolhida para garantir uma boa saturacao,

A figura 3, representa uma analise preliminar da sensibilidade da deteccao
colorimétrica do produto amplificado de 330pb, em comparacdo com a detecgdo no
gel de agarose. Utilizando volumes diferentes do "pool positivo”, a partir de 10 ul até
0,005 pl, observamos que em gel de agarose o fragmento de 330pb foi detectado
até o volume de 1 25} e na deteccdo colorimétrica até o volume de 0,313 ul, ou
seja, quatro vezes menos.

A figura 4, mostra etapas de padronizagdo das condigcoes de hibridizagdo em
relacéo a concentragéo de sonda, onde foram testadas as concentragdes de 20, 100
e 200 ng/5,! de produto amphﬁcado e em relagdo a temperatura de hibridizagao a
37°C e 55°C. De acordo com estes resultados a concentragio de sonda foi
estabelecida a 200 ngl5 ul de produto amplificado e para a hibridizagao em solugao
a temperatura de 37 C. pois com algumas amostras positivas houve um acentuado
aumento da densidade optica nestas condigdes, sugerindo uma melhor hibridizacao.

Depois de estabelecidas as melhores condigbes os produtos da PCR das
amostras de individuos do grupo nio tratado e tratado foram submetidos a detecgdo
colorimétrica (PCR-ELISA).

Entre os pacientes chagasicos nao tratados, 58% das amostras (34 de 59) de
sangue de pacientes sorologicamente positivos apresentaram indice de reatividade
(IR) acima de 1,1 sendo consideradas positivas. Entre estas amostras estavam
incluidas 6 que apresentaram xenodiagnostico e detecgdo no gel positivos, 10 que
apresentaram xenodiagnostico negativo e detecgdo no gel positiva, 17 em que o
xenodiagnéstico nao foi determinado, mas apresentaram detecgo no gel positiva e
uma (# 1000, com IR de 1,3) que foi negativa no xenodiagndstico e na detecgd@o no
gel. De duas amostras positivas no xenodiagnostico e na deteccéo no gel; uma (#
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116) foi negativa na detecgio colorimétrica e a outra (# 39) nao foi submetida a
detecgdo colorimétrica. Uma outra amcstra (# 2873) positiva na deteccdo no gel
(intensidade 1) e xenodiagnostico ND foi considerada negativa na deteccdo
colorimétrica. Foram observados 5 resultados indeterminados (IR entre 0,9 e 1 ),
incluindo uma amostra (# 257) que apresentou xenodiagndstico negativo e detecgao
no gel positiva, uma (#2871) com xenodiagnostico nao realizado e positiva na
detecgdo no gel (intensidade 1) e 3 (#873. #1435 e #1891) negativas na deteccao
no gel e xenodiagndstico ndo realizado. A amostra # 107, que foi positiva no
xenodiagnostico (em 1984) e negativa na sorologia e na deteccdo em gel, foi
considerada positiva na detecgdo colorimétrica.

Entre as 11 amostras de sangue de individuos ndo chagasicos, 4 foram
consideradas positivas na deteccdo colorimétrica (com IR variando de 1.3 a 2,2),
sendo que todas foram negativas na detec¢do em gel de agarose. Uma amostra (#
2809) que foi positiva apenas na detecgdo no gel (intensidade 1), foi negativa na
deteccdo colorimétrica. Somente uma amostra (# 1477) foi considerada
indeterminada, tendo esta apresentado resultado negativo no xenodiagnéstico e na
detecgdo no gel (tabela 5).

Entre as 14 amostras de pacientes tratados, 7 foram consideradas positivas,
'.sendo que, duas (# 617 e # 672) foram positivas no xenodiagnéstico e na detecgio no
gel, tres (# 300, # 301 e # 1767) foram positivas na detecgcdo no gel, mas foram
negativas no xenodiagndstico e duas (# 1500 e # 2019) foram negativas no
xenodiagnostico e na detecco no gel. Portanto, 2 amostras que haviam mostrado
resultados negativos na detecgio pelo gel, foram consideradas positivas na deteccdo
colorimeétrica. Cinco amostras de individuos tratados foram consideradas negativas na
detecgéo colorimétrica, sendo que, uma (# 173) foi positiva no xenodiagnostico e na
deteccdo no gel (intensidade 1) e as outras 4 também foram negativas no
xenodiagnostico e na detecgdo no gel. Apenas uma amostra (# 705) foi considerada
indeterminada, tendo esta apresentado resultado negativo no xenodiagnastico e na
detecgéo no gel (tabela 2 ).

Na figura 5, esta mostrado em conjunto, alguns resultados da detecgao no gel
e a detecgao colorimétrica, onde se pode observar alguns resultados discordantes.
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Tabela 1. ldentificagao das amostras clinicas dos individuos do grupo | (nao
chagasicos e chagasicos nao tratados), residentes na area endémica de doencga de

Chagas (Virgem da Lapa, MG) com seus respectivos dados pessoais, clinicos e
laboratoriais.

Amostragem  Sexo® Idade® FC®  Sorologia® Xenodiagnostico®  PCR' E'T_?gég
1477 M 34 A N -84 N 1{1.1)
1674 F 28 C N -88 N N(0.7)

20 M 63 A N NR N N{0.5)
351 F % A N NR N P(1,3)
489 F 50 A N NR N N(0,7)
829 M 22 A N NR N P(1,5)
1180 F a7 ¢C N NR N N{(0.4)
1191 F 62 A N NR N P(1,6)
2869 M 19 A N NR N N(0.7)
2909 F 54 A N NR P-1 N(0,5)
2914 F 57 A N NR N P(2.2)
107 F 3B/ A N +84/-85 N P(1,5)
39 M 71 A P +84 P-1 NR
48 M 34 A P +76 N N(G.5)
82 F 6 M P +90 P2 P(4.8)
116 F 41 A P +84 P-1 N(D,7)
227 F 41 D P +96 N N(0,5)
472 M 35 C P +95 p-2 P{2,1)
521 F 54 A P +84 P-3 P(7.2)
1343 F 46 A P +96 P-3 P(6.2)
1635 F 39 C P -90/496 P-2 P{7.7)
2048 M 62 M P +95 P-3 P(5.5)
184 M 72 M P -B6/-96 P-1 P(1.5)
257 F 51 C P -84 P-1 {1,1)
776 M 55 C P -90 N N(0,B)
852 M 22 A P -B8/-89 P-1 P(2,8)
994 F 40 Cc P -80 P-1 P{2,5)
1000 F 58 A P -87/-96 N P(1,3)
1177 F 43 A P -89 N N(0.6)
1182 F 68 A P -84 N N(0,5)
1212 M 54 D P -86 P-2 NR
1246 M 54 C P -96 N N(0,7)
1441 F 54 A P -76/-82 N N(0,5)
1513 F 63 A P -96 P-1 P(3.4)
1745 F 30 D P -86 N N(0,8)
1844 F 36 C P -89/-90 P-2 P{1,3)
1855 F 64 Cc P -88 P-1 P(2,6)



66

Amostragem  Sexo® Idade® FC®  Sorologia® Xenodiagnéstice®  PCR' Eﬁ.?g A9
1896 F 65 C P -89 N N(0.6)
1906 F 48 A P -90 P-1 P(3.6)
2089 F 57 C P 91 p-2 P(2.0)
2234 F 54 C P 92 N N(G.3)
2585 M 54 C P -96 P-3 P(2.6)
2963 M 65 M P -96 P-1 P(1.2)

79 F 33 M P NR P-1 P(2.3)
228 F 60 A P NR N N(C.4)
355 F 61 C P NR P-3 P(12,1)
372 F 86  C P NR P-3 P(14,4)
377 F 54 D P NR P-1 P(1.8)
389 F 54 D P NR P-2 P(4.3)
527 M 48 M P NR P-3 P(4,8)
873 F 51 A P NR N 1(0.9)

1040 F 55 M P NR P-1 P(1.5)
1050 F 3 C P NR P-1 P(1.4)
1060 F a7 cC P NR P-1 P(1,3)
1112 F 50 C P NR N N(0.6)
1137 F 50 C P NR P-3 P(3.0)
1214 F 60 C P NR N N(0,3)
1221 M 48 A P NR P-3 P(2,6)
1277 F 58 A P NR P-1 P(1.3)
1435 F 56 A P NR N 1(0.9)
1891 M 6 M P NR N (1.0)
2226 M 35 M P NR P-3 e
2230 M 43 A P NR o N(O8)
2564 F 52 M P NR N L

2621 F 61 A P NR P-2 P(1.7)
2625 M 40 A P NR P-1 P(1.3)
2871 M 49 A P NR P-1 1(0.9)
2873 F 45 C P NR P-1 N(0.5)
2930 F 7 A P NR N N(0,4)
2884 F 43 c P NR P-2 P(2.0)
2153 F 40 C P NR P-3 P(1.6)

a - F, feminino; M, masculino.
b - idade em 1996.
¢ -. FC — Forma clinica; A,assintomatica; C,cardiaca; D, digestiva e M, mista.
d - N, negativo; P, positivo.
e - (+), positivo/ano de realizagao: (-), negativo/ano de realizagio; NR, néo realizado
f - N, negativo; P-1, positivo com intensidade 1= muito fraca; P-2, positivo com
intensidade 2 = fraca; p-3, positivo com intensidade 3= moderada a forte.
g — N, negativo; P, positivo; |, indeterminado; NR, néo realizado.
indice de reatividade = DO/CUT-OFF.
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Tabela 2. Identificagcdo das amostras clinicas dos pacientes tratados residentes na
area endémica de doenga de Chagas (Virgem da Lapa, MG) com seus respectivos
dados pessoais, clinicos e laboratoriais.

o - Soroloai i . . . PCR-
ng % ,Eu s orologia xgnod;angl;:stlco Xeno?:g;t:stlco . ELISA
Amostras® @ g Eé FIf WB/ do do PCR g
w = O ELsA LA tralamento tratamento
173 M 38 C ++  +/+ +(B5/86) -87/+88/+91/ P-1 N(O,7)
+95
293 F 36 A +- +/+  +(76/82/86) -87/+91/+85/ P-2 NR
+96
300' 44 C  +/+ +/+  -B6/+87 -88/89/90/96 P2 P(1,7)
301" M 22 A ++ ++  +84/-85/ -87/88/89/90/91 P-1  P(3.4)
-86/+87
617" M 30 C ++ ++ +84 +87/-88/+89/ P-1 P(1,2)
+90/+91/+95
672" M 24 A +/+ +/+  +B84/-85/ -87/-88/-90/+96 P-1  P(1,2)
-86/-87
705 M 44 C +- =N ¢ -88/-91/-96 P11 1(1,0)
903" 18 A +/d +/+  +81/85 -88/-90/-96 N N(08)
1176' F 32 M 4- ++ +761-84 -88/-90/-96 N  N(0.8)
1500' F 52 A +/+ +#/+  +B82/+85 -87/-88/-89/-90/ N P19
-91/-95/-96
1767' F 36 A  +/+ ++ +88 -89/-90/-96 P2 P(14)
2019 F 37 C ++ ++ * -96 N P(1,3)
28612 F 21 C  ++ +H+ * -96 N  N(08)
28872 M 38 A+ 4+ -96 N N(07)

a - 1, amostras de individuos tratados em 1987; 2, amostras de individuos que relataram

tratamento antes de 1996.

b - F, feminino; M, masculino.

C - idade em 1996.

d - A assintomatica; C,cardiaca; M, mista.

e - (+), positivo/ano de realizagao; (-), negativo/ano de realizagao;
xenodiagnostico positivo.

*

relato de

f - N, negativo; P-1, positivo com intensidade 1= muite fraca; P-2, positivo com intensidade 2

= fraca.

g - N, negativo; P, positivo; |, indeterminado; NR, ndo realizado.
indice de reatividade = DO/CUT-OFF.
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Tabela 3. Distribuigdo das formas clinicas e resultados de xenodiagnostico entre os
pacientes chagasicos ndo tratados, residentes na area endémica de doenga de

Chagas (Virgem da Lapa, MG).

Sorologia N° de amostras Forma ®

Xenodiagnostico ©

clinicas clinica
A C DM + - NR
Positiva 59 22 22 5 10 10 21 28
Negativa ] 1 = 00 1
Total 60 23 22 5 10 R 21 28

a- A, assintomatica; C, Cardi_aca; D, digestiva; M, mista.

b - NR, ndo realizado.
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Tabela 4. Analise da porcentagem de positividade e intensidade de reagcao com
cada antigeno do INNOLIA. Amostras de soro positivas de pacientess chagasicos
tratados (13) e nao tratados (59), residentes em area endémica de doenca de
Chagas (Virgem da Lapa,MG).

Antigeno  Total de | Intensidade
amostras |
4 3 2 1 0,5

Tc24 72 (100%) | 0 61(85%) 5 (7%) 6 (8%) 0

CRA 67 (93%) 0 22 (30%) 11 (16%) 21 (29%) 13 (18%)
FRA  36(50%) |0 1(1,4%)  2(2.6%) 7(10%) 26 (36%)
TeD 67 (93%) |0 18(25%) 14 (19,5%) 19 (26,5%) 16 (22%)
MAP  71(98%) |4(55%) 58 (80,5%) 3 (4%) 4(55%) 2 (2.5%)
SAPA 54 (75%) |0 1(1,4%)  2(2,7%)  10(13,9%) 41 (57%)

Ag39 72:(100%) [ 3(4%) 58(80,5%) 2(2,7%) 8(11.4%) 1(1,4%)
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Tabela 5. Comparagéo de resultados do PCR, obtidos com a deteccdo em gel de
agarose € pela deteccéo colorimétrica (PCR-ELISA), com os resultados da sorologia
e xenodiagnodstico com as amostras de soro e sangue total de individuos nao

chagasicos e chagasicos nao tratados, residentes em area endémica de doenca de
Chagas (Virgem da Lapa,MG).

a
PCR PCR-ELISA
Sorologia N° de + . + = ! NR
positiva amostras
Xeno + 10 8 2 6 3 0 1
Xeno - 21 12 9 11 8 1
Xeno NR 28 19 9 17 6 4 1
Total 59 39 20 3 17 5 3
(66%) (58%)

Sorologia
Negativa
Xeno + 1 0 1 1 E 0 0
Xeno - 2 0 2 0 1 1 0
Xeno NR 9 1 8 4 S 0 0
Total 12 1 11 5 6 1 0

3
Total 71 40 31 ®= °

a- |, indeterminado: NR, nao realizado
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Tabela 6. Comparagao de resultados do PCR, obtidos com a detecgdo em gel de
agarose e detecgdo colorimétrica (PCR-ELISA), com os resutados do
xenodiagnostico com as amostras de soro e sangue total de pacientes tratados,
residentes em area endémica de doenga de Chagas (Virgem da Lapa,MG).

Xeno ' PCR-ELISA?

Pos N° de

tratamento amostras Pos Neg ind NR
2 1 0 1 Pos

Positivo 4 Detecgao
0 0 0 0 Neg no gel
3 0 1 0 Pos

Negativo Detecgéo

g 10 2 4 0 0 Neg no gel
Total 14 7 5 1 1

a- Ind, indeterminado: NR, nao realizado
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Figura 1 - Padronizacdo da concentragao de extravidina utilizada para a
sensibilizacao da placa de microtitulagdo. As placas foram sensibilizadas
com 100 pl/pogo de diluigdes seriadas de extravidina em concentragdes de
50,0 ug a 1,56 pg/ml em tampd@o bicarbonato pH 9,6. 5 ul de produtos dos
“pools” positivo e negativo foram hibridizados com 20 ng da sonda #119-dig
em 100 pl de tamp&o de hibridizagéo a 55°C e capturados em ftriplicata nas
placas a temperatura ambiente por 15 minutos. Os hibridos capturados foram
detectados através da incubagdo com conjugado anti-digoxigenina -HRP,
seguida da revelagdo com TMB/H,0,. O grafico mostra a média de trés

valores.
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lLegenda p/ Figura 5

Figura 5§ — Detecgdo de produtos de amplificacdo obtidos de amostras de
individuos residentes em Virgem da Lapa/MG, area endémica para a
doenga de Chagas. 5 ul dos produtos foram analisados tanto em gel de
agarose a 2% quanto no PCR-ELISA. Para a deteccdo colorimétrica, os
produtos foram hibridizados com 200 ng da sonda #199-dig em 100 ul de
tampdo de hibridizagdo a 37°C e em seguida Mfidionados a placa
sensibilizada com estreptoavidina a 1 ng/pogo. Os hibridos capturas foram
detectados através de incubagdo com conjugado anti-digoxigenina-HRP,
seguida pela revelagdo com TMB/H;0; e posterior parada da reagdo com

2N H,S0..
Os numeros consecutivos no gel e no grafico correspondem as seguintes
amostras:
1*| “pool” positivo*| 14 #1844} 27 #82
2| “pool” negativo| 15 #1855 28 #107
3 #3721 16 #1435| 29 #184
4 #1040, 17 #1891 30 #257
5 #9941 18 #1906| 31 #2585
6 #873| 19 #2019 32 #2625
7 #1277 20 #2046| 33 #2884
8 #1343 21 #2089 34 #2914
9 #1477 22 #2153 35 #829
10 #1500; 23 #2226| 36 #79
11 #1513 24 #2230 37 #351
12 #1635| 25 #1000
13 #1767 26 #1191

* O “pool” positivo que corresponde aoc namero 1 no grafico ndo foi aplicado no gel.
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DISCUSSAO

O presente estudo teve inicio com a analise sorologica de 85 amostras que foram
divididas em dois grupos: grupo |, individuos nao chagasicos e chagasicos nao tratados
com 71 amostras e grupo tratado com 14 amostras. A analise sorologica foi feita com
quatro testes, sendo dois altamente sensiveis, a IFt e o ELISA. utilizados em 'tn'agem de
doadores em bancos de sangue e em laboratdrios de rotina. e os outros 2. WB e LIA,
altamente especificos, utiizados em laboratérios de pesquisa, principalmente no auxilio
diagnéstico em casos de sorologia duvidosa. Nestes testes sdo empregados diferentes
antigenos: no teste de IFl € empregado o parasita integro. no ELISA e no WB extrato
soluvel de formas epimastigotas e no LIA, sete antigenos recombinantes e peptideocs
sintéticos. Portanto, diferengas em relagdo a sensibilidade e especificidade podem ser
observadas. Na nossa analise houve uma elevada concordancia de resultados (94%)
entre os quatro testes. Na IFl houve discordancia apenas em relacio ao resultado de dois
amostras de soro (# 705, 1176), sendo a amostra #705 negativa nos demais testes e
positiva na IFl e a amostra #1176 positiva no WB/LIA e negativa na IFI/ELISA. Poréem,
estas amostras de soro pertencem a pacientes tratados e devemos levar em consideragao
que os resultados negativos podem ser efeito do tratamento. Ja no ELISA houve
discordancia de resultados em quatro amostras, uma (#1000) de um paciente chagasico
nao tratado que foi negativa apenas neste teste é trés de pacientes tratados. sendo uma
negativa (#293) e uma duvidosa (#903) apenas no ELISA e a outra negativa (#1176) na
IFI/ELISA e positiva no WB/LIA. Mais uma vez, estes resultados negativos ou duvidosos
podem ser resultado do tratamento.

Na triagem de doadores em bancos de sangue da América do Sul freqientemente
tem sido adotado a utilizagdo de trés testes sorolégicos, sendo considerado positiva a
amostra de soro que foi reativa com pelo menos dois testes (WHO 1991). Adotando este
critério, 59 amostras do grupo | e 13 do grupo |i foram considerados positivas, 12
amostras do grupo | foram consideradas negativas, porém uma #107) apresentou
positividade no xenodiagndstico, sendo este individuo consideradoe chagasico. Uma
amostra de soro do grupo |l foi considerada inconclusiva.
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Em relagdo ao teste INNOLIA, onde sdo empregados sete antigenos bem
definidos, foi feita uma analise da percentagem de positividade e da intensidade de reagéo
com cada antigenc. Foi observado maior positividade com os antigenos Tc24, CRA, TeD,
MAP e Ag39 e menor com os antigenos FRA e SAPA e a intensidade de reagéo foi mais
alta com os antigenos Tc24, MAP e Ag39 (em tormo de 80% com intensidade 3) e mais
baixa com os antigenos FRA e SAPA (36% e 57%, respectivamente, com intensidade
0.5). A baixa reatividade com o antigeno SAPA ja era esperada, sendo ele um antigeno
relacionado com a fase aguda da doenga (Affranchino et al. 1989, Reyes et al. 1990), e a
populagéo de individuos chagasicos analisada neste estudo eram todos da fase cronica
da doenga.

Na analise de correlagdo entre a forma clinica dos pacientes chagésicos nao
tratados e os resultados da sorologia, foi observado que 62% (37 de 59) das amostras de
soros que apresentaram resultado positivo eram de individuos gue apresentavam
manifestagdes clinicas, sendo que houve predominancia de forma cardiaca (37%) sobre a
forma digestiva (8%) e a .forma mista (17%). Borges-Pereira (1997) descreveu a
ocorréncia de manifestagdes severas em individuos de Virgem da Lapa, com predominio
da forma cardiaca e digestiva (37,5% e 7,5%, respectivamente).

O xenodiagnéstico aprésentou 32% (10 de 31 amostras) de sensibilidade em
relagdo aos individuos gbrri resultados da sorologia positivos. Em um estudo
epidemiologico, Borges-Pefeira (1997) detectou 35 % de xenopositividade em individuos
sorologicamente positivos de Virgem da Lapa.

A deteccao de anticorpos anti-T. cruzi é o método de eleigdo para o diagnéstico
laboratorial da doenga de Chagas na fase cronica. Além da facilidade de execug¢ao, os
testes soroldgicos fornecem informacdes de valor diagndstico em prazos curtos e hoje ja
dispomos de testes com alta sensibilidade e especificidade. Uma das principais aplicagbes
do diagnéstico soroldgico estd na triagem de doadores em bancos de sangue com o
objetivo de prevenir a transmissao por transfusao sangiiinea. Contudo, € um método de
detecgdo indireta, ou seja, detecta-se anticorpos que reagem com antigenos do parasita e
ndo a presencga do parasita. Em algumas situagdes, tais como, quando os resultados da
sorologia sdo duvidosos e para avaliagoes de tratamento quimioterapico, os métodos de
detecgdo do parasita ou de seus componentes s&o de primordial importancia. Os métodos
de detecgao do parasita na fase cronica, xenodiagnostico e hemocuitura, além de serem

de dificil execugdo, fomecem resultados em prazos longos. A sensibilidade destes
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métodos tem apresentado niveis baixos, em fungéo néo sé da metodologia como também,
da caracteristica da infecgao cronica, que apresenta niveis baixos de parasitemia. Devido
a isto, nos Ultimos anos tem-se procurado estabelecer métodos de deteccdo de
fragmentos génomicos do parasita através da técnica de PCR. Os primeiros relatos do
uso da PCR no diagnodstico da infecgdo chagasica cronica mostrou uma sensibilidade
variando de 90% a 100% (Avila et al. 1993, Wincker et al. 1994). Posteriormente, niveis de
sensibilidade bem inferiores foram observados de 45% e 59% (Britto et al. 1995 e
Junqueira et al. 1996) demostrando a necessidade de maiores avaliagbes.

Portanto, foi objetivo deste estudo avaliar a sensibilidade da metodologia de PCR
em comparagdo com testes sorolégicos utilizando algumas amostras de sangue
provenientes de pacientes com o xenodiagnéstico realizado. Os protocolos empregados
para a PCR foram aqueles correntemente descritos na literatura (Wincker et al. 1994,
Centurion et al. 1984). Algumas modificagbes foram feitas, como por exemplo ne método
de extragdo de DNA das amostras de GEB e nas condigGes de reagao a fim de aumentar
a sua sensibilidade. Quando avaliada entre o grupo de individuos ndo tratados, com
sorologia positiva, a PCR apresentou uma sensibilidade de 66% (39 de 59). Analisando os
resultados de 31 amostras de soro de individuos deste mesmo grupo que foram
submetidos ao xenodiagnostico, o0 mesmo indice de sensibilidade na PCR foi observado
.(64%)’,'0u seja, mais alta do que aquela determinada pelo xenodiagnéstico. O elevado
indice de positividade da PCR tem sido relatada por varios autores (Avila et al. 1993,
‘Wincker et al. 1994, Britto et al. 1995, Jungueira et al. 1996, Gomes et al. 1999),
empregando os mesmos iniciadores. Porém, Avila et al. (1993) e Wincker et al. (1994),
observaram niveis mais altos de sensibilidade analisando amostras da mesma regido de
nosso estudo (Virgem da Lapa). No entanto, esses autores descreveram niveis de
xenopositividade mais altos (50% e 42%, respectivamente) do que no nosso estudo. Este
fato pode ter contribuido para observagido de elevado nivel de positividade na PCR.
Posteriormente, Britto et al. {1995) e Junqueira et al. (1996) avaliando a mesma
metodologia com amostras de outras regides endémicas do Brasil (Paraiba e Piaui),
observaram niveis mais baixos de sensibilidade (de 45% e 59%) em correlagdo com
niveis mais baixos de xenopositividade (13% e 35%). Gomes et al. {1999), otimizaram a
PCR e obtiveram 83,5% de sensibilidade quando analisaram amostras de individuos com
sorologia positiva, oriundos de regides endémicas do Brasil, mas que residiam no Sul do

pais, sendo que neste estudo nao foi realizado o xenodiagnostico.
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Entre os individuos nao chagésicos, observamos que uma amostra (#2909),
apresentou resultado positivo na PCR. A possibilidade de contaminag&o desta amostra foi
descartada através da utilizagao de salas separadas para a extragéo de DNA, preparo da
solugdo de reacdo e de detecgdo dos produtos e, também da utilizagido de amostras
negativas como controles, tanto na extragdo como na reagéo. Como este individuo nao foi
submetido ao xenodiagndstico e ndo apresentava manifestacdo clinica s3o necessarias
maiores investigagdes para esclarecer este caso.

Gomes et al. (1999) observaram 47 6% de positividade na PCR em individuos com
sorologia negativa € em grande parte destes (80%) o teste de LMCo foi positivo. Os
autores afirmaram a possibilidade desses individuos serem positivos. Existem relatos na
literatura (Luquetti 1987, Camargo 1992) de alguns pacientes chagasicos crénicos que
apresentam o teste de xenodiagnostico positivo e a sorologia consistentemente negativa,
mas Nao nessa proporgao.

Entre os pacientes chagasicos nao tratados, observamos que duas amostras que
apresentaram sorologia e xenodiagnéstico positivos foram negativas na PCR. Em uma
delas (#48) o resultado do xenodiagnostico &€ de 20 anos atras, portanto, & necessario
fazer um novo exame paralelamente a uma nova coleta de amostra para a PCR, para se
chegar a uma concluséo deste caso. Ja na outra amostra (#227) o xenodiagnodstico foi
feito na mesma ocasiao (1996) da coleta da amostra para PCR e s6 podemos concluir que
na amostra de sangue coletada nao continha nenhum parasita, decorrente da baixa
parasitemia, e pode perfeitamente ser possivel a detecgdo em uma nova coleta.

Entre os pacientes tratados oito apresentaram resultado positivo na PCR, sendo
que todos apresentaram resultado de xenodiagnodstico positivo antes do tratamento e
apenas quatro apos o tratamento. Portanto, a PCR mostrou um melhor desempenho para
a avaliagdo da eficacia do tratamento. As seis amostras que foram negativas na PCR,
também foram negativas no xenodiagndstico feito na mesma ocasido, sendo assim este
fato sugere de que o tratamento foi eficaz nestes individuos, mas outras analises devem
ser feitas para se confirmar esta observagéo.

Outro objetivo deste estudo, foi desenvolver uma metodologia de detecgio de
produtos amplificados por PCR, por colorimetria (PCR-ELISA) e verificar a sua
especificidade. Esta metodologia de detecgéo ja é utilizada no diagnostico de varias outras
doengas infecciosas (Landgraf et al. 1991, Oliveira et al. 1995, Qiao et al. 1895, Kox et al.

1996 ) e apresenta vantagens em relagio ao método convencional de detecgdo em gel de
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agarose, tais como, o emprego de sondas especificas para a captura, o que fornece um
alto grau de especificidade na detecgdo dos produtos amplificados, além de permitir a
analise de ate 96 amostras simultaneamente. O teste & simples e rapido e reune
caracteristicas para ser automatizado (Tang et al. 1998).

Apos algumas etapas de padronizagdo do PCR-ELISA, foram estabelecidas as
condigbes para analisar os produtos de amplificagao das 85 amostras de GEB.

No grupo ! (individuos naoc chagasicos e chagasicos nao tratados) foram
observados 58% (34 de 59) de resultados positivos entre as amostras sorologicamente
positivas e 41% (5 de 12) entre as amosiras sorologicamente negativas. Entre as
amostras com PCR-ELISA/sorologia positivas, apenas em uma (#1000) nao foi detectado
visualmente o produto de 330 pb e a IR foi de 1,3. Por outro lado, as amostras com PCR-
ELISA positiva/sorologia negativa, foram todas negativas na detecgao visual no gel.

No grupo de pacientes tratados sete amostras foram positivas no PCR-ELISA,
sendo que duas foram negativas na detecc¢ao visua!l no gel.

Devido a intensidade da banda de 330 pb ter sido consistentemente fraca na
maioria das amostras PCR positiva, foi decidido classfica-las em trés niveis, para
compara-las com a IR obtida na detecgdo colonmétrica. De um modo geral houve uma
forte correlagao entre as técnicas, ou seja, a maioria dos resultados que apresentavam na
deteccdo em gel intensidade igual a um, a IR também foi baixa, com apenas algumas
excegdes, que podem ter ocorrido em fungdo do grau de hibridizagdo com a sonda #119-
Dig. As quatro amostras que foram PCRpositvas/PCR-ELISAnegativos, apresentaram’
intensidade de banda muito fraca na detecgdo no gel e as sete amostras que
apresentaram resultado indeterminado no PCR-ELISA, foram negativas (4) ou positivas
(3) com intensidade igual a um. Estas amostras além de apresentarem um contetdo de
kDNA muito baixo podem néo ter hibridizado adequadamente com a sonda #119-Dig. Ja
as seis amostras que foram PCR negativo/PCR-ELISA positivo, apresentaram IR entre 2,2
e 1,3, isto é, uma baixa reatividade. Estas amostras sdo extremamente fracas, ou seja,
abaixo do limite de detecgao pelo gel, mas que hibridizaram bem com a sonda e por isso
foram detectadas no sistema PCR-ELISA.

Um total de 19 resultados discordantes foram obtidos entre os dois métodos de
deteccio na analise das amostras de individuos ndo tratados e tratados. Considerando,
que foram obtidos mais resultados PCR negativo/PCR-ELISA positivo ( oito ) do que PCR
positivo/PCR-ELISA negativo ( quatro ), esses dados nos pemite concluir que a detecgao
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colorimétrica (PCR-ELISA) € um método vidvel e promissor, mas que ainda precisa ser
melhorado. A sonda (#119-Dig) € complementar a uma seqUéncia da regiao constante do
minicirculo limiar a regido variavel, e talvez nao consiga detectar todas os produtos de 330
pb. Assim, pretendemos dar continuidade a este trabalho utilizando, inicialmente uma
sonda de kDNA total.

Portanto, até o momento s¢ podemos confirtnar observagdes ja descritas na
literatura, como:

- A reagao em cadeia da polimerase mostrou ser mais sensivel (64%}do que o
teste de xenodiagndstico (32%), para a detecgao direta do T. cruzi no sangue de
pacientes chagasicos cronicos, porém nao atinge a sensibilidade dos métodos

sorolégicos.
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ANEXO 2

Copia das instrugoes dos kits comerciais empregados neste
trabalho.
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lBlOlab DOENCA DE CHAGAS
“
BIOELISACRUZI ®
Teste imusoenzimitico (ELISA) para o disgnéstico sorolégico da doenga de Chagas.
R1: 2placas/ 96 cavidades R6 1x2 ml
R2: 2x11 mi R7. 1x 5 pastilhas
R3: 1x80 mi RE: 1x 60 ml
R4 1x2,0 ml RS: 1x 12 mi
RS: 1x3,0 ml RI10: 1 x 160 ml
4 foThas adesivas

PRINCIPIO:
Soros sio incubados com componentes antigénicos soliiveis de Trypanosoma cruzi, formas opimastigotas,
prevamente fixados as cavidades de placas plisticas. A reagio antigenc-anticorpo é evidenciada por conjugado
cuzimitico anti-IgG e solugio cromégema. A intensidade da cor desenvolvida é svalizda por lefturs

espectrofotométrica.
REATIVOS:
Reattvo 1 | Placa plistica com 12 tims de 8 cavidsdes | Promto para uso.
recobertas com antigencs de T. cruzi.

Reative 2 | Conjugado enzimitico anti-IgG humana. Pronto para uso, corado.
Viltdate: 10 smmtins '3 29C apis sbermers
Sl sl e e s

Reative3 | Solucio diluente de amostras, Proato para uso, corado.

Reative 4° | Soro controle negativo. Prouto pars uso, corado.

Reative $* | Soro controle de positividade limiar, Pronto pan uso, corado,

Reattvo 6* | Soro coutrole positivo. Prouto para oo, corado.

Reativo 7 | Ortofenilenodiammas (OPD) Ver preparagiio dos Restivos.

Reativo 8 | Solugiio diluente de OPD Prouto pan uso,

Restive 9 | Solugio bloqueadora. Proato para uso.

' ATENGAO: CORROSIVA
Reativa 10 | Solugiio de iavagem (20x conc.) Vex prepansgiio dos Restivos,

* Sorus humanos nio reagentes para anticorpos anti HIV e antigeno HBs.
Conservar 2 2-8 °C até a data do vencimento indicads pa etiquets da caixa.

AMOSTRA:
Soro € plasma obtidos por pungio venoss ou de coleta digital em capilares. A inativacio do soro é facultstiva.

RECOMENDACOES DE HIGIENE E SEGURANCA:
- As amostras desconhecidas devem ser consideradas potencislmente mfecciosas e manipuladas com as devidas
precaugdes.
- Evitar qualquer coatato do tampio substrato, do cromégeno e de-solwpie-blogueadors com a pele e as mucosas
(risco de toxicidade, irritagio e queimaduras).

PREPARACAO DOS REATIVOS:

1) Os restivos devem estar a tempersturs smbiente (25 °C) no momento do uso. Se necessirio, aquecé-los
rapidamenite em banho-maris a 37 °C.

2) Solugio cromogena (R7 + R8) - (Preparar no momento do uso).
Dissolver uma pastilha de OFD (R7) em 10 ml de solugio diluente de OPD (R8) em frasco fmbar. A solugiio
deveri sex incolor ou ligeramente amarelrds. O desenvolvimento de coloragdo amarelo-alaranjada indics que
o reativo nio pode ser utilizado e deve ser substituido.

08/94 ELISA
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L
PRECAUCORS: Evitar umidade, poeirs, jons metilicos ou contato manusl, tilizando materia] limpo, lavado

com dgus destilada.

Niio utilizar nenhum obijeto metilico ns manipulacio do OPD.
Para cilculo do volume de solugiio cromégena a ser preparada, observar o quadro abaixo:

CALCULO DO VOLUME DA SOLUCAO CROMOGENA

N° de Tuss Pastilias do OPD Soiagso Diluesste de OPD
&1 ®n (R8)
1-10 1 10 ml
11-20 2 20 ml
21-24 3 30ml

3) Solugio de lavagem (R10)
Aquecer o frasco em banho-meria a 37 *C por 15 minutos, agitzndo ocasionalmente para complets dissolugio
de cnsteis eventualmente formados. Diluir 20x com dgus destilada (Por exemplo: 50 ml de solgio de
lavagem 20x concentrada + 950 ml de dgua destilada).
A solucio diluids pode ser armazenads em peladeira (4 °C) por 4 semanas

PROCEDIMENTO:
Seguir rigorosamente o protocolo indicade.

- Incluir os soros coutrole negativo (R4), de positividade limiar (RS) e positivo (R6), a cada série de testes.

1 - Estabelecer o plano de distribuicio e identificagio das amostras e dos soros controle.
Verificar o numero de tiras necessinias para 3 execugiio dos testes.
Inchur duas cavidsdes parz o sorc controle negativo (R4), duas para o soro comtrole positivo (R6) e trés
cavidades par o soro controle de positividade limisr (RS).
Quando necessdrio, reservar wma cavidade pana a solugio R3 que servira para aferigio do sparetho de leitura
(Branco Reativo),

OBS: O soro de positividade limiar (R5) sempre devera sex testado em triplicata para efeito de cilculo do "cut-
off".

2 - Abrir o envelope e retirar do suporte as tiras que niio serio utilizadas, guardando-as novsmente no envelope
metélico, fechando-o devidamente.

3 - Diluir a 172} as amostras a ensaiar com solugio R3 (Homogeneizar amtes do uso). As amostras podem ser
dliuidas em tubos ou diretsmente nas cavidades da placa. .

Em tubos: Pipetar 400 pl de R3 tubos de ensajo, acrescentar 20 pl da amostra. Transferir 200 pf parz as
cavidades pré-estabelecidas. -

Em placa: Pipetar 200 ul de R3 nas cavidades da placa pré-estabelecidas, acrescentar 10 pl da amostra.

IMPORTANTE: Ao pipetar as amostras proceder sempre limpeza externa da ponteira para retirar o excesso de
soro (Utilizar papel absorvente) '

Soros Contrele: Pipetar 100 pl dos soros controle em cada cavidade previasmente estabelecida (R4 ¢ R6 em
duplicats e RS em triplicata}
4 - Para perfeita homogeneizagio, imprimir a placa vibmgio mecinica, batendo com os dedos nas bordas,
seguidamente por | minuto. Recobrir com folha adesiva & incubar por 30 minutos a 37°C.

5 - Esvaziar as cavidades e lavi-Iss 3 vezes. enchendo e esvaziando seguidamente com 2 salugiio de lavagem (R10)
diluids, como indicado em preparaciio dos reativos - item 3. Apos a iitims lavagem, bater s placa invertida
sobre papel de filtro pars drenar todo o Liquwdo.

6 - Distribuir 100 pl do conjugado (R2) em todas as cavidades. Recobrir s placa com ottrs folhe adesiva e incubar
2 37°C por 30 minutos

7 - Lavar como o item §

8 - Preparar o reativo cromogénic (R7 + R8) imediatamente antes do wso, como indicado em preparagio dos
reativos - item 2

9 - Distribuir 100 pl do restivo cromogénio nas cavidades. Incubar a place s 37°C por 30 nunutos se sbrigo ds
luz. Niio € necessirio utilizar folha adesiva
10- Bloquear a reagio pela adiciio de 50 pi de R9 em todas as cavidades.
LEITURA:
Proceder i leitura da reagio em espectrofotimetro para microplacas, utilizznde filtro duple 492/620, zersndo o

aparelho o ar. Caso este tipo de equipamento nio esteja disponivel, efetuar a Ieitura em filtro simples 492nm, zerando
o sparetho com a cavidade do branco.

C o
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“
CALCULOS

I - Determinagio da média de reatividade do soro controle de positividade limiar (cut-off)
Calcular 2 média dos valores de absorbincia observados para o soro RS.
Exemplo: 0,220 - 0,150 - 0,200

0,220+ 0,180 + 0,200 = 0,200
3

Caso ocorma uma leitura discrepante, diferindo de 30% ou mais do valor médio calculado, desprezi-la ¢ fazer a
médis com as outras

O valor encontrado corresponderi 20 limiar de reatividade ou cut-off.

2 - Determinagiio da relagio _A (A%’ cia da Hgstn)
T alor do cif-o

Para cads amostra testada, calcular a relagio A conforme cxemplo abaixo

C
- Absorbincia da Amostrs = 0,750
- Valor do cut-off =0,200
- Relagio A =0,750 =37
Sl oA

3 - Determmacio ds médis de reatividade dos soros controles positivo e negativo para efcito de validagio do teste:
Calcular 2 media dos valores da absorbincia para R4 e para R6
- O valor medio de R4 (controle negativo) nio dever ser maior do que 0.15 (R4 <0,15)

- 0 valor medio de R6 (controle positivo) niio deverd ser menor do que 0.6. (R6>0,6)
- R4 < limiar <R6

Resaltados fera dessas especificagies Invalidam o teste.

ATENCAO:

QUALQUER CONTAMINACAO DOS SOROS CONTROLE, ESPECIALMENTE DO SORO DE POSITIVIDADE
LIMIAR (RS), PODE INVALIDAR OS RESULTADOS.

ESTES CONTROLES DEVEM SER MANIPULADOS COM PIPETAS ABSOLUTAMENTE LIMPAS,

INTERPRETACAO:

- Absorbincia igual ou maior do que o valor limiar (cut-off} ou relagio _A 2 1,0° sorc reagente
, c
- Absorbiincia 20% abaixo do valor limiar (cut-off) ou relagio A < 0.8: soro nio resgente
C

- Absorbincia ¢ 20% absixo do valor limisr (cut-eff) ou relssio A emtre 08 e 1,0: Reaiio duvidoss.
Neste caso, recomenda-se a repeticio do teste. : C
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