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RESUM O

O emprego de dois testes orodiagnosticos para a doenca de Chagas €
obrigatorio para toda triagem sorologica de doadores em Bancos de Sangue, mas 0s
disponiveis atualmente sO utilizam extratos totais, fragdes semipurificadas ou
purificadas das formas epimastigotas e possiem uma nsideravel variac® na
reprodutibili dade ena confiabili dade, principalmente devido as rea@es cruzadas ou
a padronizac® dos reggentes. Desta forma, recomenda-se 0 uso de aitigenos
recombinantes, que podem contribuir para amentar a sensbilidade e a
espedficidade do ensaio, adém de reduzir custos. Comparamos o0s resultados
obtidos com as trés metoddogias usadas na Fundacé@® Hemope: a HAI e 0 ELISA,
empregados na triagem, e alFl, empregada como teste confirmatdrio com o ELISA
recombinante in-house preparado com o antigeno DH-1D. A comparac® foi
redizada com 298 soros (positivos, indeterminados ou negativos) obtidos dos
doadores apés a redizac® doteste confirmatério. O rec ELISA quando comparado
com o conjunto dagnostico da Organon, apresentou uma sensibili dade ligeiramente
maior de 97% enguanto no outro a sensibilidade foi de 95%. Quando comparado
com o conjunto dagnostico da Gull, apresentou uma sensibilidade bem menor de
88% enquanto no outro a sensibilidade foi de 95%. Como ness estudo, o ELISA
rec ndo apresentou resultados muito superiores aos conjuntos diagnosticos
comerciais, que posdiem resultados muito dscordantes entre si, continuaremos
aprimorando 0 nos antigeno recombinante isoladamente ou uili zando juntamente
com outros que ja posaiimos. Os dados da HAI ndo foram utilizados porque
apresentaram resultados muito discordantes. E com relacd® a IFl, podemos dizer
gque gesar da sensibilidade e da espedficidade serem consideradas elevadas, na
pratica, ese teste ndo € alequado para ser usado como confirmatério e
consegiientemente ndo pock ser considerado oteste gold standard.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 12

ABSTRACT

The use of two tests in blood kank screening for the Chagas disease is
required for blood lkank-based daor screening, but the tests currently avail able use
solely full extrads or semi purified fradions of epimastigotes with a sizedle
deviation in the reproducibility and reliability, mainly due to the aossmatching or
the reggent standardization. Hence, the use of recombinant antigens that can
promote the acaracy and spedficity enhancement of the test is recommended,
while reducing costs. We compared the results achieved with these three methods
used in Pernambuco’'s Hemope Foundation (Pernambuco State, Braazl): the IHA
and the ELISA, used for the screening, and the IIF, used for positive test with in-
house recombinant ELISA prepared with the DH-1D antigen. The evaluation has
been performed with 298 serum speamens (positive, undefined o negative) from
blood daors after the paositive test. When compared with the Organon kit, rec
ELISA feaured sensitivity dlightly higher than 97% while in the other the
sensitivity recorded was of 95%. But when compared with the Gull kit, it showed
quite below 88%, while in the other the sensibility was 95%. As, further to that
report, the rec ELISA didn't feaure results far above to what the commercials kits
did, feauring quite divergent results among them, we will keg improving our
recombinant antigen, either separately or used along with others we arrently have.
HAI's data weren't used as they feaured quite divergent results. Finally, as for the
IIF, one can say that, despite its high sensitivity and spedficity be regarded as high,
it isn't suited to be used with pasitive tests and therefore cannot be mnsidered as
the gold standard test.
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1- Introducao

A doenca de Chagas constitui um grave problema de salde publica nas
Américas e € onsiderada pela Organizac® Mundial de Salde como uma das cinco
endemias mais importantes do mundo. Sua distribuicéo vai do México a Argentina,
com cerca de 16 a 18 milhdes de individuos infedados. O agente dioldgico € o
protozoario flagelado Trypanosoma cruz, transmitido a0 homem por insetos
hematofagos da sub-familia Triatominag conheddos como barbeiros. Com o
suces do controle da transmissio vetorial no Brasil e an véarios outros paises da
América Latina, a transmissio transfusional, segurda mais importante forma de
transmissio, vem ganhando crescente importancia. O controle do dador €,
naturalmente, a dhave para ainterrupcéo desta via de transmissio. Na auséncia de
sinais clinicos da doenca o dagnostico laboratorial torna-se a uUnica forma de
identificar o individuo patador dainfecca.

Ao indicar témicas de diagnostico laboratorial para a doenca de Chagas,
deve-se levar em consideracd®, aém de suas caraderisticas de sensibilidade e
espedficidade, sua adequacé a diferentes fases da doenca Na fase auda, a
parasitemia é devada, mas transitoria, limitando a utilidade dos métodos
parasitol6gicos diretos a esta fase. Ja na fase adnica a parasitemia é muito baixa;
assm, as témicas roldgicas ganham grande importancia na solugéo do poblema.

Em relac@® aos métodos parasitoldgicos podemos dizer que, na fase aguda,
deve ser priorizada aprocura do parasita por exame direto, sgja afresco ou por
métodcs de mncentracd. E durante afase aodnica o tipo e exame empregado
difere dos utilizados na fase aguda, porque se baseia na multiplicac® do prasita,
sendo indicado apenas para nfirmacd® dagndstica en casos de sorologia
duvidosa, afericdo da parasitemia visando avaliar a dicada de tratamentos
tripanocidas, controle de aira ou isolamento do frasita. O método parasitoldgico
indireto moleaular é a PCR, cujos maiores progress tiveram lugar apsGs a
amplificac® de fragmentos de minicirculos do DNA do cinetoplasto; posaui
elevada sensibilidade e apedficidade e pode ser empregado na fase adnica da
doenca, assm como na fase gguda. Entretanto, o custo da témica eos problemas
advindos com a mntaminacé@® de material de laboratério com os produtos de
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amplificac® de rea@es anteriores tém dificultado a alogéo da témica @mo rotina
de laboratorio.

Os métodos orologicos 50 mais eaondmicos, rapidos e dicazes, sendo,
portanto os de escolha para aredizacd®d de testes em grande escda, embora
apresentem algumas limitagdes inerentes a sua propria naturezg como pa
exemplo, a existéncia de rea@es cruzadas e resultados falso-negativos. Como em
toda deatemoldgica as rea@es orologicas tém sido estudadas e goerfeicoadas, de
modo a permitir cada vez mais uma maior margem de segwranca em Seus
resultados. Os testes mais utilizados si0 a hemaglutinacd® indireta, a
imunofluorescéncia indireta, e os testes imunoenziméticos.

Os antigenos utilizados comercialmente sdo os ndo-purificados, 0s
purificados ou ainda parasitas inteiros (no caso a imunofluorescéncia indireta).
Ainda restritos as experiéncias descritas em laboratério ha aitigenos
recombinantes, peptideos sntéticos e aitigenos waetados/excretados. Por sua
faali dade de producéo, os antigenos recombinantes 0 0s naturais candidatos ao
desenvolvimento de novos ensaios orodiagnosticos, destacando-se para tal fim os
antigenos H49, CRA/FRA, JL8, B13 e SAPA. Nenhum deles, contudo, tem sido
adotado na rotina laboratorial, porque ou ainda ndo foram padronizados ou o
estdo sendo comerciali zados.

A triagem sorologica para doenga de Chagas nos bancos de sangue do Brasil,
deve ser redizada obrigatoriamente @m no minimo dds métodos com principios
diferentes (Portaria n° 721 doMinistério da Salde, 1989. Os testes disponiveis
hoje em dia, mesmo usando das de metoddogia diferentes; com freguéncia
relativamente dta déo resultados discordantes entre si e, conseqientemente, fazem
com que dgumas balsas de sangle sejam descartadas desnecessariamente na dapa
inicial da triagem sorologica o que gera uma quantidade enorme de doadores com
resultados indeterminados, até que outros testes confirmatorios sjam redizados. E
fundamental o investimento na pesquisa de novos testes que diem a indispensavel
elevada sensibili dade auma espedficidade satisfatoria.

Sendo assm, o presente trabalho teve como oljetivo principal padronizar e
avaliar um teste ELISA utilizando uma proteina recombinante denominada DH-1D,
isolada em Pernambuco, na triagem sorolégicade rotina em bancos de sangLe.
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2- Revisao Bibliografica

2.1- Histérico daDoenca de Chagas, impacto social:

Em 1909 o Dr. Carlos distiniano Ribeiro das Chagas publicou o seu
primeiro trabalho demonstrando a descoberta de “uma nova etidade moérbida do
homem produzida por um Trypanosoma” (Chagas, 1909.

Em viagem ao interior de Minas Gerais, motivada por uma canpanha
antimalarica nos srvicos de mnstrucdo da Estrada de Ferro Central do Brasil.
Carlos Chagas foi avisado ¢k que naregido polre da locdidade de Lassance, havia
hemipteros que sugavam 0 sangue das pessoas durante 0 sono. Em um trabalho
unico e excepcional na histéria da medicina, ele pode descrever a doenca,
demonstrar a presenca de parasitas no contetdo intestinal dos hematofagos e,
depais, na drculacd® dos padentes e de outros mamiferos. Desta forma de pode
descrever 0 agente causador, 0 transmisor e 0 modo ¢k transmissio da doenca,
como também comprovar a eisténcia de vertebrados que sdo reservatorios
silvestres e domésticos do parasita, esclarecando assm o0s aspedos basicos da
epidemiologia da doenga(Silvaet al., 2001, Carlier et al., 2002).

Este parasita foi inicialmente denominado Schizotrypanum cruzi. Depais, 0
nome Schizotrypanum foi mantido como sub-género, sendo a designac& completa
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. Em reconheamento ao trabalho memoréavel
de Carlos Chagas, Dr. Oswaldo Cruz conferiu a nova enfermidade o nome de
“doencade Chagas’.

A doenca de Chagas € um exemplo tipico de enfermidade resultante das
distorcdes eamndmicas e das injuncdes ociais. O T. cruz vivia restrito a situacé
silvestre, circulando entre mamiferos do ambiente silvestre, atraves do inseto vetor
ou também, muito comumente, por via oral. Foi 0 homem guem invadiu esses
eatopos e se fez incluir no ciclo epidemiologico da doenca oferecendo ao
hemiptero vetor abrigo adequado em vivendas rurais de péssma qualidade, frutos
das perversas relagdes de producéo e de pdliticas ociais restritivas, comuns na
AméricalLatina (Dias, 1979 Dias, 1997).
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O éxodorura e a campanhas de antrole reduziram em muito a transmissfo
vetorial (United Nations, 1992 OPAS, 1995 Moncayo, 1999 Silveira & Vinhaes,
1999 WHO, 2002, mas houve um concomitante aumento da probabilidade de
contaminac@® pa T. cruzi em doadores de sangue (Coura et al., 1966 Rohwedder,
1969 Cerisola et al., 1972 Dias, 1979 Zuma et al., 1985 Schmunis, 1985.
Atualmente, na maioria dos paises da América Latina, mais de 60 % da populacé®
aglomera-se nas cidades (United Nations, 1992 OPAS, 1995 Moncayo, 1999
Silveira& Vinhaes, 1999 WHO, 2002.

2.2- Transmissao:

O vetor da doenca de Chagas é um inseto hemiptero, reduviideo da
subfamilia Triatominae, popularmente conheddo como (barbeiro, chupéo, fincéo,
bicudo, chupanca ou procotd) e é muito conheddo das populagdes rurais de varias
regibes do Brasil. De tamanho relativamente grande, os insetos adultos podem
medir de 1 a 4 cm de comprimento, geralmente pretos ou adnzentados, pasauindo
manchas vermelhas, amarelas ou alaranjadas ao redor de seu abdame (Barreto et
al., 1979 Dias, 1989.

Existem 118 espédes conheddas de barbeiros, das quais 42 ja foram
identificadas no pais, e 30 capturadas no ambiente domiciliar. Dessas, cinco tém
espeda importancia na transmissio da doenca a homem. Por ordem de
importancia: Triatoma brasiliensis, Triatoma infestans, Panstrongylus megistus,
Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida. (Guia de Vigilancia
Epidemiol6gica).

Tanto os barbeiros madios como fémeas <0 hematofagos e podem
adimentar-se de qualquer tipo ce sanguwe, sgja de uma ave, de um mamifero,
inclusive 0 homem ou mesmo de animais de sangue frio. Geralmente se arigam
em locas muito proximos a fonte de dimento, ou sea, podemos encontra-los
vivendo em ninhos, em casas, em buracos de tatus, em galinheiros, etc. Costumam
sair a noite para procurar alimento, quando ¢s individuos e animais encontram-se
dormindo, porque éimportante que 0s mesmos estejam quietos durante o repasto de
sangue, que demora de 10 a 20 minutos (Dias, 1989.
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A transmissio do T. cruzi pela transfusdo de sangue foi um dos poucos
asauntos ndo suspeitados por Carlos Chagas, mas descoberto no fim da décala de
40, depais das publicagdes de Savador Mazza Emmanuel Dias e outros pioneiros
(Dias & Schofield, 1999. A transfusdo de sangue total, de plasma ou de
concentrado de hemadas contaminados constitui-se na segurda via de transmissio
em importancia. O risco de transmissio varia @m a prevaléncia da doenca na
regido em que atransfusdo € feita, podendo chegar a niveis bem elevados. Oferece
um risco estimado entre 12,5 a 25,0 % para uma Unica transfusdo padréo de 500ml
de sangwe total. (Silvaet al., 20017).

Com a intensa migrac@® de populagdes de &eas rurais, em que adoenca ea
mais freqliente, para & urbanas, cresceu o risco dessa modalidade de transmissio,
pois o controle soroldgico das doadores ndo era adequadamente redizado. (Silva et
al., 200]). Enquanto ndo se puder faze uma triagem sorologica para doenca de
Chagas com absoluta seguranca no sangue dos doadores, existira aposshili dade de
transmissio da infecc® pa meio da transfusdo (Rohwedder, 1969 Schmunis,
1985. Infelizmente ha 10 anos ainda eam poucos os paises latino-americanos que
redizavam sorologia para T. cruzi em 100% dos doadores (Zuma et al., 1985
WHO, 1991). Nos paises $2m este antrole, 0 risco de receer sangue contaminado
guardava uma relacd® dreta wm a prevaléncia da infecc® na populacd® de
doadores e amm o0 numero de transfusdes recebidas (Rohwedder, 1969 Cerisola et
al., 1972. Os mais expostos 0 os individuos pditransfundidos, como os
hemofilicos ou outros padentes com transtornos hematologicos ou padentes que
recébem didlise (Cerisola et al., 1972. A partir de 1995 todos os paises do Cone
Sul adotaram a triagem de doadores. Desta forma 325000 novos casos por ano
foram evitados, com uma reducéo estimada de 127.000 casos de cadiopatia e
morte stbita. Os paises do Cone Sul economizaram, assm, US$ 1,2 hilhdes de em
despesas médicas e de seguro social (TDR, 2001).

No Brasil, Portarias do Ministério da Salde reguamentam a triagem
sorologica de candidatos a doac@® de sangue, sendo exigida a &eaucéo, com O
material de cala doador, de pelo menos dois testes roldgicos, baseados em
diferentes principios. A obediéncia a esas condigbes contribui para 0 necessario
controle da transmissio transfusional (Silva et al., 20017).
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De fato, somente se poce espeaular sobre aporcentagem de individuos que
se antaminam depois de receéber sangue total ou hemoderivados infedados. Ao
contrario, parecesegura adutilizac@® das produtos liofili zados (Cerisola et al., 1972
Schmunis, 1991, Wendel & Pinto Dias, 1992. A incidéncia potencial nagueles que
recdbem unidades contaminadas estaria ettre 12 e 25% na Argentina, Brasil e
Chile, mas chegaria a quase 50% na Bolivia, embora esss numeros de risco
caecan de mnfirmac@® (Rohwedder, 1969 Cerisola et al., 1972 Zuma et al.,
1985 WHO, 1991, Schmunis, 1991 Wendel & Pinto Dias, 1992. Foi estimado
gue 0 numero de doadores no Brasil com sorologia positiva para T. cruz € 55.000
dos quais s sabe gue 11.000 n&o foram submetidos a triagem sorolégica en banco
de sangwe. Foi estimado também que etre 1.500 e 3.000 pesas a0 ano
adauiririam infecc® pa meio da transfusdo (Amato Neto, 1993. Infelizmente,
essas cifras poderiam ser maiores ja que o verdadeiro nimero anual de doadores no
pais esta an discussio, variando entre 3,6 e 5 milhdes (Wendel & Pinto Dias, 1992
Dias, 1992 OPAS, 1997. Em 200Q informou-se que aprevaléncia de sorologia
positiva foi de 0,6% nos 1.827.937 dadores atendidos pela rede publica de
hemocentros, poréem faltava informacé& sobre asituac@® doresto dcs doadores da
rede privada (ANVISA, 2000.

A transmissio congénita, embora numericamente pequena, € O tercero
mecaismo mais importante (Dias, 1988 WHO, 1991, Storino, 1994). Pode ocorrer
desde o tercero més de gestacé, incidindo espeaamente do tercero ao quinto
més, sempre dependendo ch lesdo pacentaria (Moya & Moretti, 1997). Em paises
como o Brasil onde os casos congénitos estdo se tornando raros, a estratégia usual €
usar a sorologia mnvencional quando s bebés alcancam os sis meses (quando s
anticorpos maternos terdo desapareddo) e tratar imediatamente ajueles com
resultado paitivo (Dias, 1987 WHO, 1991).

A transmissio addental € lamentavelmente freqiente an laboratérios, e
cercade 50 casos foram bem registrados, geralmente cmo um resultado de puncéo
addental de auhas infedadas ou salpicos com fezes de triatomineos
contaminados ou com meterial de adltura (Brener, 1987).

A transmissio pock ocorrer pelo transplante de virtualmente qualquer 6rgéo
do dador infedado ao receptor suscetivel. A sorologia pré-cirurgia tanto do
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doador quanto do receptor deve ser ohrigatoria em areas endémicas, ou quando um
ou outro tem uma historia epidemiologica de posdvel contato com o0 perasita.
Contudo, em casos urgentes o transplante deve se proceder e amelhor estratégia €o
tratamento espedfico do dador infedado, quando psdvel, durante 10 das antes
da drurgia, e tratamento similar do receptor um dia aites da drurgia e
posteriormente por 9 das. A raz@® é para minimiza os parasitas circulantes no
doador afim de inibir o estabeledmento deles no receptor (Dias et al., 1986.

A transmissio aal ocorre pela ingestdo de dimentos contaminados pelo
parasita, sendo usual entre mamiferos do ciclo silvestre da tripanossomiase, que
ingerem triatomineos ou outros mamiferos infedados (Zeleddn, 1974 Barreto et
al., 1979. Para o homem, ha relatos esparsos de sua ocorréncia, através da ingestéo
de dimentos contaminados por T. cruzi, como pa exemplo, canes de caca mias
ou mal cozidas, contaminadas e mesmo outros alimentos, durante ajjo preparo
possa ter ocorrido & mntaminagé@® com meterial dos proprios vetores infedados
(Dias, 1979 Storino, 1994 Dias, 1997 Valente et al., 1997 Silva et al., 2007).
Também é posdvel a mntaminagcé@ de ladentes atraves da succd de leite materno
infedado, em nutrizes chagésicas, fato absolutamente esporéadico e raro, com
apenas um ou dois casos provaveis registrados (Fernandes et al., 1994 Storino,
1994 Dias, 1997).

2.3- Distribuicao e Prevaléncia:

A doenca de Chagas € uma das patologias de mais larga distribuicéo no
continente americano. E conhedda a eisténcia de vetores da doenca desde o sul
dos Estados Unidos até alatitude 45°S, no sul da Argentina eChile. E endémica en
21 paises e estima-se que segjam de 16 a 18 milhdes os individuos infedados. Até o
fim do séaulo passado cerca de 200.000 novos casos eram registrados a cala ano, e
havia ceca de 100 milhGes de individuos em risco de contaminacd® na Ameérica
Latina. O Brasil, com 1,3% da prevaléncia global tem cinco milhdes de pessoas
com doenca de Chagas, mas a transmissio vetorial foi considerada @mo
interrompida em todos os estados onde adoenca ea endémica (Carlier et al., 2002
WHO, 2002.
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De fato, indicadores entomoldgicos de uso rotineiro apontam para a virtual
eliminacé@ da principal espéade vetora no pais, Triatoma infestans, dos domicilios.
No fim do seaulo restavam apenas algurs focos de importancia no nordeste do
Estado de Goias e sul de Tocantins, naregido doAlém Sdo Francisco, na Bahia, no
norte do Estado do Rio Grande do Sul e no sudeste do Piaui (Vinhaes & Dias,
2000. No caso das outras espedes, sobretudo Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata e Triatoma sordida, ainda que & respostas sjam mais lentas, tem
sido pesdvel manter niveis de infestac@® e de lonizac® intradomiciliar
incompativeis com a transmissio, apesar de gque, nes® Ca&0, Sgja Necessrio um
trabalho de vigilancia de caéter continuo, com pronta intervencé, uma vez haa
evidénciade mnstituicdo de wlonias na habitacé (Silveira& Vinhaes, 1998.

No dacumento original da Iniciativa do Cone Sul, em Brasilia, julho de 1991,
integrando Gs objetivos principais da iniciativa dos sis paises para a éminacé da
doenca de Chagas, foram intensificadas as agdes de mntrole das atividades
hemoterapicas, em paraelo com o controle intensivo ao Triatoma infestans,
principal vetor da doenca nas Américas. Através das atividades espedficas e
também como produto dreto do controle vetorial, nota-se importante diminuicéo
dos riscos de transmissio transfusional do T. cruzi nas &reas trabalhadas. Além de
legislac® espedfica sobre a qualidade da hemoterapia, implementaram-se
laboratorios nadonais e regionais de referéncia, com a asgsténcia da OPAS,
objetivando uma boa sorologia pré-transfusional dos doadores, cuja abertura tem
aumentado. Observa-se dnda uma progressva diminuicio na prevaléncia da
infecc@ chagasica eitre doadores e também um progressvo deslocamento dos
doadores infedados para grupos etérios mais elevados, como fruto do controle
vetorial e do poprio descarte de doadores oropasitivos em doagdes anteriores
(Iniciativa Del Cono Sur, 1991).

No contexto epidemiologico da doenca de Chagas humana no Brasil, aregi&o
Nordeste ocupa importancia acetuada, tendo sido a segurda en ndmero de
infedados e de indices de infestac& triatominica nos inquéritos nadonais de
prevaléncia edistribuicéo dos vetores redizados entre 1975e 1980 (Castro Filho &
Silveira, 1984 Fiusa-Lima & Silveira, 1984 Silveira et al., 1984). Passados vinte
anos dessas historicas observagdes, a regido ainda preocupava an termos do risco
de transmissdo, ja que an 1996 o PCDCh da FNS/M'S aausou o Nordeste como a
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regido com maior numero de caturas (69,2% do Pais) (Dias, 1998. Quanto a
endemia dagasica, no inquérito nadonal de 19781980 o Nordeste gresentou
uma prevaléncia geral de 3,05% da infeci@o chagasica (Brasil = 4,40%) (Fiusa-
Lima& Silveira, 1984).

Muitos destaques historicos pertinentes a doenca de Chagas no Nordeste,
espedamente apartir dos anos 50, advém de pesquisas sicessvas e importantes de
eminentes cientistas. Asgnalaram-se anda, trés fatos muito relevantes da histéria
contemporaneada doenca ede seu controle, marcados pelo Nordeste do Brasil: a) o
programa dual de ntrole da doenca no Brasil foi inauguado pelo Ministro
Waldir Arcoverde, no Piaui, em 1982 b) o modelo de mntrole da doenca
transfusional e de outras moléstias veiculadas por hemoterapia, foi gestado e
implantado de modo poneiro em Pernambuco, pelo HEMOPE (Dr. Luis Gonzaga
dos Santos) na déecala de 60; ¢) dentre os primeiros rvicos regulares de dencéo
médica a chagasico, sobressaiu-se 0 modelar ambulatério do Hospital Oswaldo
Cruz, em Redfe (Dr. Wilson Oliveira Jr. e mlaboradores), em 1987 (Dias et al.,
2000.

Hoje, a prevaléncia da infecc@® chagésica eitre doadores de sangue dinge
valores préximos de zeo em Sdo Paulo. Entretanto varia entre 2,0 a 4,0%, na
América Latina an geral. Ocasiondmente ess dados podem elevar-se,
dependendo da regido em foco, como € o caso de dgumas areas balivianas, em que
essa prevaléncia dega aniveis adma de 60,0%. No Brasil o valor médio é de
0,7%, sendo olimite superior verificado no Estado de Goias, proximo a 5,0%.

Os nosss dados, na Fundacd HEMOPE, com relacd® a populacd® de
Redfe eda regido Metropditana na fase inicial de triagem sorologica, revelam que
amedia percentual de 01/1998a 12/2001 c soros reagentes esta na faixa de 0,1% e
de indeterminados 0,4%, num tota de 336.845 dadores (tabela 1); podemos
observar que houve uma diminuicéo gradativa do percentual, ao longo dcs anos,
tanto dcs reagentes quanto dcs indeterminados (Fundagé@ Hemope, 2002.
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Tabela 1. Dados estatisticos da Triagem Sorol 6gica da Fundagdo Hemope, sobre
ma populacéo total de 336.845doadores.

Triagem 1998 1999 2000 2001 M édia
Reagente 020%  0,10% 0,00% 0,00% 0,10%
I ndeterminado 0,70% 0,50% 0,30% 0,20% 0,40%
Total 090%  0,60% 0,30% 0,20% 0,50%

Tota dedoadores 77480 80.330 87.068 91967 84.211

0,90%

Percentual

1998 1999 2000 2001

Anos

Figura 1. Gréfico demonstrativo dos dados estatisticos da tabela 1.

2.4- Classficacao e Morfologia do paasita:

Na ordem Kinetoplastida encontramos flagelados com um a quatro flagelos,
gue se originam de uma &ertura, conhedda cmo bdsa flagelar, e normalmente
contendo uma estrutura paraflagelar e uma estrutura proeminente, conheada @mmo
cinetoplasto, que mrresponde auma mndensacé@ de DNA locdizado no interior de
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uma mitocondria Unica eramificada por todo ocorpo do potozoario. S&o também
estruturas caraderisticas, as organelas espedais do tipo peroxissoma, conheadas
como glicossomas, e microtibulos sibpeadliares. A familia Trypanosomatidae €
composta exclusivamente por parasitas, tendo um flagelo e um cinetoplasto. O
género Trypanosoma € um dos mas importantes, dentro da familia
Trypanosomatidae por incluir uma série de espédes causadoras de doencas
humanas importantes, como o Trypanosoma cruzi, agente da doenga de Chagas e
os T. rodhesiense e T. gambiense, agentes da doengado sono (De Souza, 2000.

Com base no compotamento do prasita nos <sus hospedeiros,
principalmente no vetor, o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos:
Stercoraria e Salivaria. O Stercoraria inclui tripanossomas como o T. cruzi, que
se desenvolvem no tubo dgestivo do vetor, progredindo no sentido da porcéo
intestinal com liberac® de formas infedivas pelas fezes (De Souza 2000. Os
agentes da doenca do sono estdo no grupo Salivaria. A grande wmplexidade no
comportamento biologico dos tripanossomatideos do género Trypanosoma levou a
criac® de dgurs sibgéneros. Neste cao € importante mencionar o subgénero
Schizotrypanum, no qual estaincluido oT. cruz (Corliss 1994.

Podemos definir as formas evolutivas para os tripanossomatideos, com base
na forma geral da cdula (esférica piriforme, alongada), na posicéo relativa etre o
nucleo e o citoplasma (anterior, lateral e posterior) e na maneira da saida do flagelo
da bolsa flagelar (central ou lateral) (Vickerman & Preston, 1976. No caso doT.
cruzi encontramos as formas epimastigota, tripomastigota, amastigota (figura 1) e
uma forma damada de esferomastigota (no estdbmago do inseto vetor e em
determinadas stuagdes experimentais in vitro). Obviamente, uma série de formas
intermediarias pode ser observada. Por exemplo, a forma tripomastigota pode se
apresentar como fina e longa (ndcleo alongado, cinetoplasto subterminal e flagelo
livre longo) ou espessa e arta (nicleo oval e dnetoplasto terminal). (De Souza,
2000.
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Figura 2. Esquemas mostrando aspectos gerais da ultra-estrutura das formas amastigota (A), epimastigota
(B) etripomastigota (C) do Trypanosoma cruz (De Souza, 2000).
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2.5- Ciclo Evolutivo:

Na transmissio vetorial, 0s insetos ao se dimentarem do sangue parasitado,
ingerem as formas tripomastigotas do parasitaa. Uma pequena parte dos
tripomastigotas diferencia-se an epimastigotas, sendo estas formas cgpazes de se
multiplicar no invertebrado. Os epimastigotas fixam-se no intestino medio do
triatomineo e permanecan neste locd, mantendo oinseto infedado, provavelmente
por toda avida. Os parasitas que se dirigem para o reto sofrem influéncias de
componentes das fezes e da urina do inseto e se diferenciam em tripomastigotas
metadclicos (Brener, 1973. Como os triatomineos possiem o habito de defeca
apos o repasto, suas fezes, acompanhadas de urina, carreiam as formas infedantes
do parasita para a pele ou mucosa do hospedeiro. As formas tripomastigotas
metadclicas S0 cgpazes de penetrar na pele, utilizando o ferimento deixado pela
picada do inseto ou através de lesbes ocasionadas pelo ato de mcar aregido picada
ApGs penetrar na derme, os tripomastigotas metadclicos invadem as cdulas do
sistema fagocitico mononuclea regional, onde escgpam do vadiolo fagocitéario e no
citoplasma transformam-se an amastigotas. (De Souza, 2000).

As formas amastigotas tém a cgaddade de se dividir, e multiplicar-se no
citoplasma da cédula hospedeira; por fim diferencia-se de novo em tripomastigotas,
lisasndo a membrana do maadfago e sendo liberadas no intersticio. Os
tripomastigotas assm formadaos, chamadaos de tripomastigotas sanguineos, ganham
a drculac® e espalham-se por todo o @ganismo, podendo pdencialmente penetrar
em qualguer tipo cdular encontrado no locd e d se desenvolver, exceto em
neutrofilos e eosinéfilos. Por sua vez, as formas epimastigotas sio fagocitadas por
cdulas com cgpaddade fagocitica &istentes no locd e rapidamente digeridas. O
ciclo é fechado quando o triatomineo ndo infedado faz o repasto e ingere, junto
com o sanguwe, formas tripomastigotas sanguineas cgpazes de infedar o vetor (De
Souza, 2000.
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2.6- Aspedos Clinicos:

2.6.1- Forma Aguda:

A fase gguda da doenca @mpreende os fendmenos clinicos que se
estabelecem nos primeiros meses de infecc@® (dois a quatro) e, do paito de vista
laboratorial delimita-se, mais ou menos impredsamente, pela demonstracé@® do
parasita no sangue por meio de exame direto (Laranja, 1953.

A porta de entrada da infecc® poce ser aparente ou inaparente.
Quando aparente, pode ser ocular (sinal de Romafna) ou cuténea (chagoma de
inoculacd). O sinal de Romaia mnsiste, esencialmente, em edema bipalpebral
unilateral, elastico e indolor, de inicio geralmente brusco, colorac& réseo-violacea
das palpebras, congestéo conjuntival e enfartamento de linfonodos satélites; com
muita freqiéncia, o edema se propaga a hemiface orrespondente (Romafa, 1935
apud Rasg, et al., 2000. Ja o chagoma de inoculac®, apresenta-se @mMoO uma
formacé@ cutanea ligeiramente saliente, arredondada, com algurs centimetros de
diametro, eritematosa, dura, indolor ou algo ddorosa, quente e arcundada por
edema déstico, assemelhando-se a um furdnculo que ndo chega a supuracé;
ammpanha-se de enfartamento de linfonodcs satélites e, as vezes, exulcera-se ou se
ulcara; locdizase en qualquer parte do corpo, principamente nas partes
descobertas durante o sono (Mazza& Freire, 1940apud Rass, et a., 2000.

O periodo & incubacd, de aordo com observagdes feitas no homem
e an animais de laboratério (Chagas, 1936 Talice 1944 apud Rasg, et al., 200Q
Romaria, 1963 apud Rasg, et al., 2000, varia eitre quatro e 10 das, tempo
necessrio para 0 desenvolvimento de uma ou duas geragdes de parasitas,
respedivamente. Com fregiiéncia, principalmente an adultos, o quadro clinico é
oligossntomético, ndo sendo valorizado pelo padente, que deixa de procurar
reaursos medicos e, se 0s procura, a hipotese diagnostica ndo € lembrada (Rass et
al., 2000.

Clinicamente, a infec¢c® chagasica se inicia (excluindo-se os gnais de
porta de entrada, ja discutidos) com um conjunto de manifestagdes, variaveis em
freqiiéncia eintensidade. Como sintoma geral e de gparedmento preace, destaca
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se afebre, acompanhada de mal-estar geral, cefaléia, astenia ehiporexia. Dentre &
alteragdes sstémicas, destacan-se: 0 edema subcuténeo, o aumento de volume dos
linfonodas, a hepatomegalia e a eplenomegalia, podendo ser observadas, ainda,
manifestagdes de comprometimento cardiaco e de meningoencefaite (Rass et al.,
2000.

2.6.2- Forma | ndeterminada

Em 1916 Carlos Chagas remnhecas a existéncia de individuos
infedados pelo T. cruzi que ndo apresentam quadro clinico da doenca Para
designar a infecc® na “auséncia de qualquer das dndromes clinicas
predominantes” da doenca, ele utilizou o termo “forma adnica indeterminada”.
(Chagas, 1916. Desde entdo, diversos autores utili zaram termos diferentes para se
referir a essa forma da doenca, incluindo indeterminada, latente, subclinica e
laboratorial. Atualmente, entende-se por forma indeterminada da doenca apresenca
comprovada da infec¢@® chagéasica (positividade sorolégica dou parasitologica) na
auséncia de manifestagdes clinicas, eletrocardiograficas ou radiolégicas de
acmmetimento cardiac ou digestivo (Reuni&o de Pesquisa, 1985.

De um modo geral, os padentes nessa forma dinica da doenca, muitas
vezes desconhecean a presenca da infec¢@® chagéasica porque, em geral, apresentam
bom estado ce salde eexcdente cgaddade laborativa. Sendo assm, a importancia
da forma indeterminada da doenca é primordialmente epidemiologica (Laranja et
al., 1950: estima-se que ceacade 50% dos infedados chagésicos apresentem essa
forma da doenca (Macedo, 1980. Embora reconhecendo que o prognostico desses
padentes sja favoravel, sabe-se que 2 a 5% desses individuos podem evoluir, a
cada ano, para formas determinadas da doenca (Dias, 1989.

2.6.3- Forma Cronica Cardiaca:

A forma dinicatardia da infec¢® pelo T. cruz, resulta na cardiopatia
chagésica a0nica, decorrente de dano miocadico progressvo causado pela
incessante miocardite fibrosante. Aproximadamente 30% dos individuos
soropasitivos desenvolvem alguma forma de expressio de doenca adnica cadiacg
em cerca de 30% desses, as manifestagdes clinicas sréo significativas, asociando-
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se a onspicua morbidade e mortalidade (Laranja et al., 1956 Dias, 1985 Dias,
1989 Hagar & Rahimtoola, 1995.

O que caaderiza a epressio clinica da doenca cadiaca é goresenca
de sintomas, sinais fisicos e dteragdes em exames laboratoriais smples, no ECG e
na radiografia toradca(Dias, 1985 Dias, 1989.

Nas fases iniciais da cadiopatia, os sntomas mais freglentes sH0
palpitagdes, fadiga abs esforcos e dispnéia. Contudo, é incomum O registro de
sintomas mais caraderisticos de mngestdo pulmonar, como otopnéia e dispnéia
paroxistica noturna (Marin-Neto et al., 2000. Ja aforma mais comum de expressio
dos disturbios de ritmo na moléstia de Chagas constitui-se an nel-estar
incaraderistico, de inicio sUbito, podendo surgir durante repouso ou Ser
desencadeado pa esforco fisico intenso, € habitualmente fugaz e om término
espontdneo. E costumeiramente designado, em regides endémicas, como
“avexame”, “baticum” ou “batedeira” (Marin-Neto et al., 2000.

2.6.4- Forma Cronica Digestiva;

As dteragdes que ocorrem no trato dgestivo como resultado ca
infecc® pelo T. cruzi sdo devidas a destruicéo das cdulas nervosas, 0s plexos mio-
entéricos. Os plexos intramurals, por estarem locdizados nas paredes das visceras,
s80 as estruturas mais atingidas, em virtude do parasitismo das camadas musculares
vizinhas (Smith & Morson, 1972).

A denominacd® de forma digestiva foi proposta por Rezende, em
19584 e validada pela coomunidade dentifica com o propdsito de nela incluir, além
do megaesdbfago e megaddlon, todas as alteragbes anatbmicas e funcionais
conheddas ou que viesem a ser descritas no sistema digestivo, seaundérias a
doencade Chagas (Rezende, 1956.

Conforme aregido geografica ou o pais considerado, as manifestagdes
digestivas tém sido relatadas com uma fregiiéncia variavel. A prevaléncia da forma
digestiva situa-se aaixo de 10%, muito inferior, portanto, a prevaléncia da forma
cadiaca Os estudos existentes apontam para uma incidéncia garentemente bem
maior de megaesbfago e megaddlon ra regido central do Brasil, compreendendo
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parte dos estados de minas Gerais, Sao Paulo, Goias e Bahia. (Rezende & Moreira,
2000.

2.6.5- Tratamento:

Com o oljetivo de suprimir a parasitemia € consequientemente, seus
efeitos patogénicos ao arganismo, tem-se feito tratamento espedfico, com
Benzonidazol (Radanil, Rochagan ou Ragonil - Roche) ou Nifurtimox (Lampit —
Bayer). Ess tratamento esta indicado na fase ajuda da doenca em casos
congénitos, na redivac@® da parasitemia por imunosaupressio (AIDS e outras
doencgas imunossupresoras), e para transplantados que recéoeram orgéo de doador
infedado, quando a supressio da parasitemia ou a prevencdo do seu aparedmento
tem acd benéfica para os padentes. Existem recomendagdes espedficas para o
tratamento da doenca de Chagas cronica Estd @ntra-indicado para gestantes,
porque dém de ndo impedir ainfecc@ congénita, as drogas podem causar danos ao
concepto (Guia de Vigilancia Epidemiol6gica Dias & Schofield, 1999.

No tratamento sintomético das formas cardiacas, as drogas utilizedas
S80 as mesmas que se usam em outras cardiopatias. Em algurs casos, indicase a
implantacd de marcgpas, com resultados bastante satisfatorios, na prevencéo da
morte stbita. No tratamento das formas digestivas, dependendo doestégio em que
a doenca ediagnosticada, indicam-se medidas mais conservadoras (uso de dietas,
laxativos ou lavagens). Em estagios mais avancados, impde-se a dilatac® au
correcé cirurgicado &géo afetado (Guia de Vigilancia Epidemiol6gica).

2.7- Diagnostico Labaatorial:

Dependendo do estagio da doenca en que O padente se gresenta, O
diagnostico da doenca de Chagas tem diferentes abordagens. Os métodos
parasitol6gicos diretos tém grande utilidade na fase aguda da doenca quando a
parasitemia é déevada etransitoria. Na fase adnica quando a parasitemia torna-se
muito baixa, as témicas rodiagndsticas ganham grande importancia na solucéo
do poblema.

Em relacd ao dagnostico da infecc® pelo T. cruzi, os métodos
parasitol6gicos 0 de extrema espedficidade (100%), pois 0 agente causal €, direta
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ou indiretamente, demonstrado O diagnostico parasitolologico, quando pdaitivo,
ndo deixa margem para duvidas, porém apresenta baixa sensibili dade durante afase
cronica (Chiari, 1992 Chiari & Galvdo, 1997. Ja os métodos rologicos
apresentam, via de regra, elevada sensibili dade, de 98 a 99%, se utili zados dois ou
trés testes, porém apresenta a desvantagem da menor espedficidade (92 a 95%,
conforme o teste). Em virtude de eventuais rea@es cruzadas e outras
intercorréncias, a utilizac® de testes rologicos da a probabilidade, e ndo a
ceatezado dagnostico (Camargo, 1987).

2.7.1- Métodos Parasitol6qgicos:

No infedado chagésico, para apesquisa do parasita quando redizada
na fase aguda, deve ser priorizada par exame direto, sgja afresco ou por métodos
de oncentrac®. Durante afase adnica a pesquisa do parasita € indicada para
confirmacéd dagnostica en casos de sorologia duvidosa, afericéo da parasitemia
visando ao tratamento tripanocida, controle de aura ou isolamento do prasita
(WHO, 1991, Chiari, 1992 Nafase abnicao tipo ce exame anpregado dfere dos
utilizados na fase auda, porque se baseia na multiplicac® do prasita por
hemocultura, xenodiagnostico ou amplificacd de acdos nucléicos, PCR
(Ministério da Saude, 19979).

2.7.1.1- Métodas Parasitologicos Diretos:

Devem ser empregados em toda suspeita de fase gguda ou de
redivacd®, por qualquer forma de transmissio. Pela sua simplicidade e déevado
indice de resultados stisfatorios, o exame afresco € o método mais recomendado.
No caso de auséncia de parasitas, recomenda-se 0 emprego das témicas de
concentracé, seja pela microcentrifugacé@® com observacé da interfase, seja pelo
método ce Strout (Cerisola et al., 1974 apud Luquetti & Rasg, 2000 Cangado,
1980apud Luquetti & Rass, 2000.

2.7.1.1.1- A fresco —» 0 exame @nsiste na pesquisa do
parasita afresco, em sangue periférico, obtido pa meio de puncéo dgital
ou sangue venoso incoagulavel (heparinizado au citratado). A gota de
sangle é éaminada entre lamina elaminua com aumento de 400 vezss,
sendo necessario, no minimo, examinar 200 campaos MiCroscopicos por
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lamina, para concluir sua negatividade. Os parasitas, refringentes, so
visualizados pelos sus rgpidos movimentos entre & hemadas, que sdo
por ele deslocadas (Brener, 1961apud Luquetti & Rassg, 2000);

2.7.1.1.2- Micro-hematdcrito — 0 sangue incoagulavel é
centrifugado em tubo capilar como para micro-hematocrito. Depois da
centrifugacé, pode ser observado o tubo capilar em mcroscopio, na
interffase eitre o pasma e & hemadas (creme leucocitario).
Alternativamente, o capilar pode ser cortado ao nivel da interfase, sendo
observado o creme leucocitario asam obtido, entre 1amina e laminula
(WHO, 1991 Ministério da Salde, 1997 Moya & Moretti, 1997);

2.7.1.1.3- Témica de owncentracdo de Strout -
consiste na @leta de 5 a 10ml de sangue sem anticoagulante; submete-se
0 soro que exsuda do codguio a dupla centrifugacé, sendo a primeira a
160y durante trés minutos. Em seguida transfere-se o0 sobrenadante
resultante para outro tubo que ésubmetido a 400y durante dnco minutos.
ApGs este proces 0 sobrenadante € desprezalo e o sedimento
examinado (Strout, 1962apud Luquetti & Rass, 2000.

2.7.1.1.4- Uso de QBC - é de utilizac@® recente, sendo
recomendado pa algurs pesquisadores para utilizac® na pesquisa de
plasmaédios (Ferreira & Avila, 1996 Amato-Neto et al., 1996);

2.7.1.1.5- Témica de mncentracdo de Ficoll-Hypaque
(metrisamida) - a témica onsiste em centrifugac® do sangue
heparinizado, sobre gradiente de metrisamida, a 400y durante 20 minutos.
Deve-se procurar o parasita na interfase entre o pasma e ametrisamida,
junto a canada de cdulas mononucleaes (Budzko & Kierszenhaum,
1974apud Luquetti & Rass, 2000);

2.7.1.1.6- Lamina corada — ndo é aonselhavel o uso
deste método na rotina, visto que para observar parasitas por esta téaica,
€ necessrio que exista parasitemia muito elevada (Rass et al., 1992);
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2.7.1.1.7- Gota espessa — poce ser ohtida seguindo a
mesma témica utilizada para pesquisa de hematozoarios. Com essa
temica amorfologia do parasita sofre modificagdes que podem dificultar
asuaidentificaca (Luquetti & Rasg, 2000.

2.7.1.2- Métodas Parasitoldgicos Indiretos Nao Moleaulares:

Sua utili zac® esta indicada em diferentes circunstancias. Na fase aguda,
se 0s exames diretos tiverem sido negativos, pode ser utilizado o xenodiagnostico
com exame preaoce dos triatomineos (ente 0 6° e 0 10 dia @Gs a glicacd)
(Romaria & Briones, 1954 apud Luquetti & Rass, 2000 e ahemocultura, em torno
de 15 das (Luquetti & Rass, 2000. E na fase aobnica quando cs resultados
sorologicos obtidos forem duvidosos, ou existir a posshilidade de tratar-se de
reac® cruzada por leishmaniose, ou ainda quando for necessario estabelece o
nivel parasitémico, visando ao tratamento etioloégico ou werificar a dicada
terapéutica de uma droga (Cangado et al., 1973apud Luquetti & Rass, 2000 Rass
et al., 1992 Rasd et al., 1996 Chiari & Galvdo, 1997 Rusomandoet al., 1998.

2.7.1.2.1- Xenodiagnostico - descrito inicialmente por
Brumpt em 1914 (Brumpt, 1914 apud Luquetti & Rasg, 2000, visando
otimizar os resultados freu sucessvas modificages a partir de estudos
de (Dias, 1940 Maekelt, 1964 Schenone ecols., 1968 Cerisola e ols.,
1974 apud Luquetti & Rassg, 2000 e outros autores. A témica onsiste
basicamente na dimentac@® de ninfas do triatomineo, virgens de
infecc@, com sangue do padente. Se presente, o parasita multiplica-se no
tubo dgestivo do triatomineo, e & fezes das ninfas $80 examinadas aos
30 e 60 das ap6s 0 repasto sanglineo. O proces pock ser artificial,
quando cs triatomineos s80 alimentados com sangue incoagulavel do
padente, por meio de membranas apropriadas, ou natural, quando as
ninfas s80 aplicadas na pele do mdente (Cedillos et al., 1982 Isag
1994). Existem outras variagdes, como a xenocultura, na qual se faz
cultivo das fezes dos triatomineos (Bronfen et al., 1989 Bronfen &
Alvarenga, 1991);
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2.7.1.2.2- Hemocultura - vem sendo utilizeda desde a
décala de 50, com resultados inicialmente inferiores aos obtidos com o
xenodiagnostico (Chiari & Galvao, 1997. Ap6s o trabalho de
Albuquerque e cols. em 1972 o Brasl retomou o interese an sua
utilizac® (Albuquerque et al., 1972 apud Luquetti & Rasd, 2000.
Embora nas publicagdes obre 0 assunto a metoddogia empregada tenha
sido extremamente divergente, atualmente existe @nsenso quanto a
algumas variaveis (Chiari & Galvao, 1997: o volume de sangwe wlhido
ndo deve ser inferior a 20ml, sendo peferivel o volume de 30ml. A
heparina € o anticoaguante utilizado com maior freqiéncia. O sangue
incoaguéavel deve ser processado imediatamente, por meio de
centrifugacé redizada a 4°C, e separacd® do pasma, que ntém oS
anticorpos poatencialmente letais para os parasitas. O sangue, incluindo o
creme leucocitario, deve ser semealo em varios tubos, em numero néo
inferior a seis aliquotas. O meio que tem forneddo melhores resultados €
o LIT. As culturas devem ser mantidas a 28°C. Durante varios meses, no
minimo quatro, a observac® dessas culturas deve ser redizada
mensalmente, procurando também formas amastigotas por meio de
laminas coradas (Minter-Goeldbloed, 1978 apud Luquetti e Rasg, 200Q
Bas & Moretti, 1984);

2.7.1.2.3- Inoculacéo de animais — embora tenha sido
utilizada cm ceta freqiiéncia en décalas passadas, tendo em vista
fatores limitantes como a necessdade de biotério com animais isogénicos
susceiveis ao T. cruz, esta téaica hoje an dia é pouco usada @mo
método & diagnostico de rotina. (Oliveira et al.,, 1993. Contudo é
utilizada em laboratérios de pesquisa interessados no estudo experimental
de cepas (Kipniset al., 1983.

2.7.1.3- Método Parasitolégico I ndireto Moleaular:

2.7.1.3.1- PCR - nadécala de 80 foram descritas ondas
de DNA para detedar o0 parasita (Gonzdez et al., 1984 Ashal et al.,
1988. Porém os maiores progressos tiveram lugar apés a anplificac® de
fragmentos de minicirculos do DNA do cinetoplasto (Sturm et al., 1989
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Avila et al., 199Q Vess et al., 1991, Wincker et al., 1994 ou de regides
do genoma nuclea do perasita (Moser et al., 1989 Diaz et al., 1992
Russomando et al., 1992, por meio datémicado PCR.

Ess procedimento permite obter sensibili dade elevada, podendo ser
aplicado em amostras de sangue, ou fezes do triatomineo (Breniere et al.,
1995 Russomando et al., 1996, ou em outros materiais biolbgicos.

2.7.2- Métodos Soroldgicos mais empregadcs na rotina
diagnostica:

Durante a fase aobnica para fadlitar o dagnostico, doencas que
cursam com baixo numero do agente caisal sdo dagnosticadas indiretamente, por
meio da presencade anticorpos. Na fase adnica da doenca de Chagas o método ce
eleicd para o dagnostico etiolégico da doenca € adetecc® de aticorpas anti-T.
cruzi, tendo em vista que éo mais econdémico, rapido e dicaz (Luquetti & Rasg,
2000.

Os testes soroldgicos, em sua maioria, sdo ideds para uso em Bancos
de Sanguwe, principalmente os imunoenziméticos, porque preaiche gquase todos 0s
requisitos necessarios para um bom teste diagnostico: séo préticos, de baixo custo e
cgpazes de processar grande nimero de amostras. Contudo persiste, nesss testes, 0
problema em relac® a sensibilidade e apedficidade. No caso da baixa
sensibilidade o problema € o aparedmento de resultados falso-negativos, que
aumentam os riscos de transmissio pa transfusbes de sangue e prejudicam o
diagndstico dos paaentes (Hoshino-Shimizu et al., 1975 Anthony et al., 1979
Carrasco et al., 1985.

Ja abaixa espedficidade gresenta como conseqiéncia os resultados
falso-positivos, devido as rea@es inespedficas ou rea@es cruzadas com outras
infec@es, pelas quais um estimulo antigénico similar, embora ndo idéntico, pode
gerar anticorpos que sejam detedados nos métodas utili zados e interpretados como
resultado paitivo. Essas reages cruzadas ja foram observadas com as
leishmanioses e o Trypanosoma rangeli, assm como tambem na sifilis,
toxoplasmose, hepatite, lupus eritematoso sistémico, lepra, esquistossomose, artrite



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 35

reumatéide, paracoccadioidomicose e mononucleose (Hoshino-Shimizu et al.,
1975 Anthony et al., 1979 Carrasco et al., 1985 Luquetti & Rass, 2000.

Embora a sorologia sgja 0 método & deicdo para 0 dagnostico
laboratorial, ela gresenta algumas limitagdes, inerentes a sua propria natureza
Como ndo existe método ided, devemos 9licitar pelo menos duas témicas de
principios diferentes, visto que asoma dos métodas existentes permite melhorar o
diagnostico (WHO, 19917, Luquetti & Rass, 2000.

Nos testes oroldgicos, podemos usar diferentes antigenos, que podem
ser preparados por diferentes procedimentos. Habitualmente, utilizase aitigeno
preparado em cultivos de T. cruzi em diferentes meios, principalmente liquidos,
como o0 meio LIT, na forma epimastigota com um pequeno percentual de formas
tripomastigotas. Freglentemente se usam cepas de fadl crescimento em cultivo,
como as cepas Y e Tulahuen, entre outras. Antigenos preparados dessa forma, sem
purificac@® pacsterior, s8o conheddos como antigenos néo-purificados (extrato
bruto, antigeno cru) (Stolf, 1992. Além desses, podemos usar: antigenos
purificados, antigenos excretados; utilizar como antigeno, diferentes cepas de T.
cruzi; ou antigenos espedficos das diferentes formas evol utivas.

2.7.2.1- RFC - descrito pa Guerreiro e Madchado em 1913 o
RFC foi o primeiro método sorologico pera detedar a infecc® pelo T. cruz,
utilizado até recentemente por todos os laboratorios (Guerreiro & Madhado, 1913
apud Luquetti & Rasg, 2000. Com o surgimento de testes de exeaucéo mais faal e
de padronizac® simplificada, como foram a imunofluorescéncia e a
hemaglutinac®, ele foi sendo progressvamente éandonado (Luquetti & Rass,
2000;

2.7.2.2- DAT - wusado pmincipamente por pesquisadores
argentinos (Vattuone & Yanovsky, 1971 apud Luquetti & Rass, 2000 e dilenos
(Gonzdes et al., 1986. Apos tratamento do soro com 2-ME, consiste na
aglutinac® de eimastigotas obtidos de alltura, tripsinizados e formolizados
(Storni et al., 1975apud Luquetti & Rasg, 2000);

2.7.2.3- HAl - amplamente utilizado desde 1962 (Cerisola et
al, 1962apud Luquetti & Rasg, 200Q Knierim & Saaveds, 1966 apud Luquetti &
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Rasg, 2000 Ned & Miles, 1970 apud Luquetti & Rasdg, 2000, este teste foi
padronizado por Camargo e ls. (Camargo et al., 1971 apud Luquetti & Rass,
2000; a sua difusdo se deve afadlidade de exeaugdo, rapidez de leitura (uma a
duas horas) e por ndo necesstar de eguipamentos adicionais.

O proces consiste na diluicdo progressva dos Lros em
microplaca de pdliestireno com 96 paos, de fundo em “V” ou em “U”, com
cgpaddade de 0,25ml por poco, as quais € aiciona 0 antigeno, constituido pelas
hemadas snsibilizadas. Deorrida uma aduas horas rediza-se aleitura da imagem
obtida em cada poco. Quando existem anticorpos, estes provocam a sedimentacé
das hemadas em “tapete” que mbre todo ofundo do pgo, de @r vermelha ténue.
Ja & rea@es negativas 80 visualizadas como imagens purtiformes de hemadas
sedimentadas no fundo do p@o, de ar vermelha intensa (Luquetti & Rass, 2000.

Existem dois reggentes adicionais que, em geral, sdo incluidos
no conjunto dagnostico: hemadas ndo-sensibili zedas e 2-ME. O reggente hemadas
ndo sensibilizadas é utilizado quando se suspeita de rea@o inespedfica, devida a
presenca de aticorpos anti-hemada. Algurs Sros aglutinam hemadas néo-
sensibili zadas, motivo pelo qual, nesses casos, o resultado pasitivo oltido ndo tera
valor. Ja apresenca de “aglutininas naturais’, freqlentemente da dass IgM, pode
também produzir a glutinac® de hemadas e eses anticorpos 80 eliminados,
gquando se incuba 0 soro previamente com o regente 2-ME (Luquetti & Rass,
2000.

Existem diversas variedades descritas de HAI, utilizando
hemadas de diferentes espédes (humana, de ave, de caneiro, etc.), assm como
métodas de sensibilizac® e origem dos antigenos; no Brasil tem sido empregada a
cepa Y; na Argentina, a cgpa Tulahuen e, no México, cepas isoladas ness pais
(Monteon et al., 1999.

2.7.2.4- IFI - utlizado mundialmente desde 195Q para o
diagnostico sorolégico de diversas doengas infecdosas; este teste permite, com o
auxilio de microscopio com luz ultravioleta, utilizar apenas um regente, 0
conjugado de anticorpo anti-lgG humano com isotiocianato de fluoresceina para &
diferentes doencas, com variac@® apenas do antigeno a ser utilizado (Fife &
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Muschel, 1959 apud Luquetti & Rasd, 2000. No nosso meio, a sua difusdo para a
doenca de Chagas % deve principalmente as trabalhos de Camargo, que o
padronizou (Camargo, 1966apud Luquetti & Rasg, 2000.

Consiste na incubacé, durante 30 minutos, a 37°C, do soro com
epimastigotas de alltivo fixados a uma lamina de microscopia @nvenientemente
demarcada. ApGs lavagens sucessvas, procede-se a incubagdo com conjugado
(produzido em diferentes animais, como: cdbra, coelho e outros), nas mesmas
condicbes anteriores, seguidas de novas lavagens e montagem com dliceina
tamponada e laminua. Posteriormente, redizase a leitura an microscopio de
fluorescéncia, cuja luz ultravioleta diva o isotiocianato de fluoresceina, presente
apenas nos parasitas que gresentam anticorpos ligados a sua superficie. Os
epimastigotas apresentam colorac@® verde-maca Na auséncia de aiticorpos, 0s
parasitas permanecam com coloracé vermelho-tijolo, ténue.

A extrema sensibilidade wnstitui a grande vantagem deste
métoda, proparcionando titulos elevados de aiticorpos nos soros da populacéd
infedada. As rea@es cruzadas com leishmaniose sdo constantes embora, como
assnalado par Camargo e Rebonato (Camargo & Rebonato, 1969 apud Luquetti &
Rass, 2000 e monfirmado pa outros, os titulos obtidos por IFl utilizando antigeno
de leishméania sejam menores que com T. cruz.

2.7.2.5- Testes Imunoenzimaticos - apés a introducéd do
ELISA, estes testes passaram a ter ampla alicac® na detecc® de atticorpos
(Engvall & Perlmann, 1972 apud Luquetti & Rasd, 2000 cabendo a Voller e ls.
(Voller et al. 1975apud Luquetti & Rasg, 2000 a sua glicac® no dagnostico da
infecc@® pelo T. cruz.

Consiste na alsor¢é de antigeno de T. cruzi a microplaca de
microtitulacé, onde sdo adicionadas os ros, em diluicdo unica (1:100 ai 1:200.
Aposs incubacd e lavagem, adiciona-se 0 conjugado composto pa anticorpo anti-
IgG humana e uma enzima (peroxidase ou fosfatase dcdina). Depois de nova
incubacd® e lavagem, adiciona-se 0 substrato (peroxido de hidrogénio) e o
cromogeno, substancia incolor que alquire wlorac@® sob acé@ do substrato. ApsGs
30 minutos essa reac® é interrompida, adicionando-se acdo sulfdrico ou outras
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solucdes que modificam o pH. Em seguida, procede-se aleitura da intensidade da
cor ohbtida em cada poco, que poce ser aferida aolho nu (leitura subjetiva), ou
melhor, com auxilio de espedrofotdmetro, que indica a redividade de cala
cavidade en D.O., obtendo-se uma medida objetiva do fenémeno.

O antigeno utilizado aigina-se de allturas de eimastigotas,
mas também podem ser empregadas fragdes do perasita, ou culturas de outras
formas evolutivas. Os cromogenos mais utilizados 850 a OPD e o TMB. No
comércio existem variedades, com utilizac® de pérolas no lugar de microplacas,
em geral diminundo o tempo total de exeaucd do teste. Também podem ser
utilizados outros suportes, tais como membranas de nitrocdulose (Hubsch et al.,
1988 Lissldoet al., 1994.

Uma das vantagens do ELISA € a de que o resultado €
expressio dreta da cgpaddade de ligacd das anticorpaos, de uma forma wntinua, e
nédo pa titulag@® como a ohtida por HAI e IFl. A intensidade da r indicara a
concentracd de aiticorpos existentes na amostra do soro (Camargo, 1987). Posaui
elevada sensibili dade com espedficidade variavel.

2.7.3- Métodos Soroldaicos Empregando Proteinas
Reaoombinantes ou Peptideos Sintéticos:

Em relacé® aos antigenos recombinantes (AR), podemos dizer que a
triagem de bibliotecas de dNA de T. cruzi com soro de padentes ou com Soro
hiperimune de animais de experimentacd permitiu encontrar muitos genes que
codificam antigenos de devada reaividade com soros de padentes na fase aoénica
(Ibafiez et al., 1988 Hoft et al., 1989 Miles & Clarke, 1989 Moncayo & Luquetti,
199Q Frasch & Reyes, 199Q Silveira, 1992 Frasch et al., 1994).

A OMS, através do TDR, redizou um estudo com algurs antigenos
gue sdo usados para o dagnostico da doenca de Chagas. Foram avaliadas trés
fragdes purificadas (GP 57/51, GP90 e neuraminidase) que gresentaram baixa
sensibilidade e aGP90 que gresentou também baixa espedficidade; e 18 proteinas
recombinantes de nove laboratérios diferentes que gresentaram alta sensibili dade e
espedficidade (Luquetti, 1990 Moncayo & Luquetti, 1990. Em outro estudo
redizado pelo CYTED foram avaliadas 10 proteinas recombinantes, algumas das
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quais, mostraram até 100% de espedficidade e97,3% de sensibili dade eoutras, ndo
foram reconheddas por nenhum dos oros (Levin, 1997).

Algurs AR foram isolados por grupos diferentes, mas praticamente
idénticos, como 0 Agl, o FRA, o0 JL7 e 0 H49. O mesmo acntecal com outros,
como 0AQg30, 0 CRA, 0JL8, 0 TCR27; e0 Ag2como TCR39 e 0 B13 (Tabela 2).
Uma caaderistica presente en muitos dos genes clonados, que foi verificada por
segiienciamento, € a presenca de minirepeticbes em tandem de seqiéncias que
codificam epitopos repetitivos (Frasch et al., 1997).

O SAPA ¢ outro antigeno recombinante de interesse. Ele se encontra
exposto no parasita durante afase ayuda onde é ecretado, ndo se adando presente
nos parasitas circulantes da fase aénica O interessante éque ese antigeno aparece
novamente quando o rasita € transferido a outro individuo, como awntece na
transmissio congénita (Reyes et al., 1990. Portanto, embora anticorpos contra de
possam eventualmente ser encontrados em soro de padentes na fase adnica ele
seria um antigeno caraderistico da fase ayuda Foi descrito outro antigeno que
também estaria neste grupo, o A13 (Tabela 2).

A partir dos antigenos recombinantes, foram sintetizados peptidios,
com aumento de espedficidade, mas com consequiente perda de sensibili dade,
motivo pelo qual devem ser usados junto com outros antigenos. Os mais
conheddos s0: 0 PEP2 e o TcD, que foram usados em testes de ELISA
aumentando a sensibili dade para 99,4% com uma espedficidade de 98% (Peralta et
al., 1994 Guevara et al., 1999 Houghon et al., 1999 Oelemannet al., 1999. Eles
também podem ser usados como marcadores de forma dinica (Levin et al., 199Q
Levin, 1991, Aznar et al., 1995. Além desses temos. 0 R-13 (Aznar et al., 1995
Breniere @ al., 2002 e o TcE (Guevara et al., 1999 Houghon et al., 1999. A
Tabela 2 abaixo faz uma sinopse dos antigenos recombinantes/peptideos descritos
para 0 diagnostico da doenca de Chagas, algumas caraderisticas do antigeno e a
fase da doenca onde o antigeno foi experimentado.
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Tabea 2. Proteinas recombinantes mais conhecidas.

Unidades derepet.

Proteina nativa Diagnoéstico

Referéncias

Paranhos et al., 1990
Levinetal., 1991
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ a., 1999

Ibafiezet al., 1988
Lorca ¢ al., 1992
Vergara € al., 1992
Pastini et a., 1994

Ibafiez & al., 1988
Levinetal., 1991

Lorca ¢ al., 1992

Vergara @ al., 1992
Pastini et a., 1994

Levinet d., 1991
Lorca ¢ al., 1992
Pastini et al., 1994

Lorca ¢ al., 1992

Ibafiez & al., 1988
Lorca ¢ al., 1992
Vergara € al., 1992
Pastini et a., 1994

Lorca d al., 1992
Vergara € al., 1992

Lorca ¢ al., 1992

Zingales et a., 1990
Gruber e Zingales, 1993

Clone
de aminoéacidos
Al13 N&o repetitivo
Agl 68
Ag2 12
Agl3
Ag26
Ag30 14
Ag36
Ag54
B12
B13 12

(kDa) (infecdo)
Agudh,
230 congénita e
Cronica
>205 Cronica
85 Cronica
160-225 Cronica
Indeterminada Cronica

Zingaeset ., 1990
Gruber e Zingales, 1993
Umezava ¢ a., 1996
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ a., 1999
Iwai et a., 2001

cy-hsp70

Krautz & al., 1998
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Continuagéo da Tabela 2.

Clone

Unidades derepet.
de aminoacidos

Proteina nativa

(kDa)

Diagnostico
(infec@o)

Referéncias

CRA

14

225

Laffaille & a., 1989
Almeida & al., 1990
Krieger et al., 1992
Gomeset a., 2001

Cronica

1F8

N&o repetitivo

24

Gonzdez @ al., 1985
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ al., 1999

Cronica

F1-160

Cetron et al., 1992

FRA

68

>300

Laffaille @ a., 1989
Almeida & a., 1990
dos Santos et al., 1992
Krieger et al., 1992
Gomeset a., 2001

Cronica

grp78

Krautz & al., 1998

H49

68

>300

Cotrim et d., 1990
Levineta., 1991
Paranhos et al., 1994
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ a., 1999

Cronica

JLS

N&o repetitivo

38

Levinet a., 1989

Forma dinica
Levinet d., 1991

JL7

68

>170

Levinet a., 1989
Levineta., 1991
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ a., 1999

Cronica

JL8

14

>170

Levinet a., 1989
Levineta., 1991
Umezava eSilveira, 1999
Umezava ¢ a., 1999

Cronica

JL9

Levinet d., 1991

mt-hsp70

Krautz & al., 1998

Levinet d., 1991
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Continuagéo da Tabela 2.

Unidadesderepet. Proteinanativa Diagnostico
de aminoécidos (kDa) (infec@o)

Clone Referéncias

Godsdl et a., 1995
Krautz ¢ al., 1995
rTc24 Passet a., 1997
Krautz ¢ al., 1998
Guevara ¢ al., 1999

SA 85-1.1 Cetron et al., 1992

SA 85-1.2 Cetron et al., 1992

Affranchino et a., 1989
Levinet d., 1991

Aguda e Lorca & al., 1992
SAPA 12 160-205 .
congénita Vergara d@ al., 1992
Pastini et al., 1994
Breniére € a., 2002
Houghton et a., 2000
TcF i
Ferreira @ a., 2001
TCR27 14 I ndeterminada Cronica Hoft et al., 1989
TCR39 12 82 Cronica Hoft et al., 1989
Umezava € al., 1996
TESA Crobnica Nakazava € al., 2001
Matsumoto €t al., 2002
TESA-1 Crobnica Matsumoto €t al., 2002

O uso de ARs com epitopas repetitivos ou de peptideos sntéticos tem
a desvantagem de que, embora aumentem a espedficidade para niveis proximos a
100, a sensibilidade individual é mais baixa, pois nem todcs os individuos
infedados sntetizam anticorpos contra eses AR. Para melhorar a sensibilidade, a
tendéncia tem sido a de utilizar varios ARs em propagdes variaveis, ja que o uso
de genas um AR ndo identificaria todos os infedados (Krieger et al., 1992
Carvalho et al., 1993. O par de aitigenos CRA/FRA (antigenos repetitivos do
citoplasma e do flagelo) apresentou 100% de sensibilidade e apedficidade pelo
teste de ELISA (Krieger et al., 1992. Para mntrabalancar a posdvel perda
diagnostica de dgurs infedados, que ndo apresentam em seus ros anticorpos
contra os AR, amnselha-se autiliza¢c® simultanea de testes com antigeno bruto,
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preferencialmente de devada sensibili dade, fato esse muito importante para Bancos
de Sangue, que devem trabalhar com a maior sensibilidade posdvel (Luquetti &
Rasd, 2000.

Atualmente, varios pesguisadores continuam procurando um Unico
antigeno do T. cruzi que permita 0 desenvolvimento de um ensaio sensivel e
altamente espedfico, com preferencialmente varios epitopcs distintos, que possa
ser reconheddo pa todcs os padentes com doenca de Chagas. Existem duas linhas
de pesquisa que seguem esse objetivo: uma delas busca e aitigeno entre &
proteinas HSP, que sdo fortemente reconheadas em diversas infecgdes no homem e
em animais experimentais (Andrade & Andrade, 1996; e uma outra, que busca um
poli peptideo antigénico espedfico entre a demais proteinas.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 44

3- Referéncias Bibliograficas

Affranchino, J.R., Ibanez, C.F., Luquetti, A.O., Rass, A., Reyes, M.B.,
Macina, R.A., Aslund, L., Petterson, U., Frasch, A.C.C. (1989.
Identification of a Trypanosoma cruzi antigen that is ded during the aate
phase of Chagas™ disease. Mol Biochem Parasitol, 34: 221-228

Almeida, E., Krieger, M.A., Carvalho, M.R., Oelemann, W., Goldenberg, S.
(1990. Use of recombinant antigens for the diagnosis of Chagas disease and
blood kank screening. Mem Inst Oswaldo Cruz, 85(4): 519522

Amato Neto, V. (1993. Conduta frente @ doedor chagasico. Rev Soc Bras Med
Trop, 26 (2): 86-87.

Amato Neto, V., Matsubara, L., Lanura, P.N. (1996. Avadiacd® do sistema
quantitative buffy coat (QBC) no dagnostico laboratorial da infecc@® pelo
Trypanosoma cruzi: estudo em método experimental murino. Rev Soc Bras
Med Trop, 29: 59-61.

Andrade, P.P., Andrade, C.R. (1996. Hea shock proteins in Leishmaniasis. In:
Stress proteins in medicine (Van-Willem E., Young DB. eds.) Marcd Dedder,
New York, pp. 307-325

Anthony, R.L., Johnson, C.M., Souza, O.E. (1979. Use of micro-ELISA for
quantitating antibody to Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli. Am J
Trop Med Hyg, 28: 969973

ANVISA, (2000. Relatorio de producéo do Brasil. Publico. Ministério da Salde,
Brasilia, Brasil.

Ashall, F., Yip-Chuck D.A.M., Luquetti, A.O., Miles, M.A. (1988.
Radiolabeled total parasite DNA probe spedficaly deteds Trypanosoma cruzi
in mammealian blood J Clin Microbiol, 26: 576578

Avila, H., Gongalves, A.M., Nehme, N.C., Morel, C.M., Simpson, L. (1990.
Schizodeme analysis of Trypanosoma cruzi stocks from South and Central
America by analysis of PCR-amplified minicircle variable region sequences.
Mol Biochem Parasitol, 42 175188



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 45

Aznar, C., Lopes-Bergami, P., Brandariz, S., Mariette, C., Liegeard, P., Alves,
M.D., Barreiro, E.L., Carrasco, R., Lafon, S., Kaplan, D. (1995.
Prevalence of anti-R-13 antibodes in human Trypanaoma cruzi infedion.
FEMS Immund Med Microbiol, 12: 231-238,

Barreto, M.P., Brener, Z., Andrade, Z.A. (1979. Epidemiologia. In:
Trypanaoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan
ed., pp. 89-291

Bas®, B., Moretti, E.R. (1989. Detecaon del Trypanmoma cruzi por
hemocultivo en padentes con enfermedad de Chagas cronica Medicina (B.
Aires), 44: 41-47.

Brener, Z. (1973. Biology of Trypanasoma cruzi. Ann Rev Microbiol, 27: 347
382

Brener, Z. (1987. Laboratory-acquired Chagas disease: comment. Trans R Sa
Trop Med Hyg, 81: 527.

Breniere, S.F., Boseno, M .F., Telleria, J., Carr asco, R., Vargas, F., Yaksic, N.,
Noireau, F. (1995. Field applicaion of poymerase chain readion diagnosis
and strain typing of Trypancsoma cruz in Bolivian triatomines. Am J Trop
Med Hyg, 53 179184

Breniere, SF., Boseno, M.F., Noireau, F., Yaesik, N., Liegeard, P., Aznar, C.,
Hhontebeyrie, M. (2002. Integrate study of a Bolivian population infeaed by
Trypancoma cruzi, the agent of Chagas disease. Mem Inst Oswaldo Cruz,
97(3): 289-295.

Bronfen, E., Rocha, F.SA., Machado, G.B.N., Perillo, M.M., Romana, A.J.,
Chiari, E. (1989. Isolamento de amostras do Trypancsoma cruzi por
xenodiagnostico e hemocultura de padentes na fase adnica da doenca de
Chagas. Mem Inst Oswaldo Cruz, 84: 237-240.

Bronfen, E., Alvarenga, N.J. (1991). O xenodiagnostico e os critérios para avaliar
0 nivel de parasitemia do padente diagasico cronico. Rev Sac Bras Med Trop
24: 37-42.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 46

Camargo, M .E. (1987. Diagnostico sorologico da doenca de Chagas. Ars Curandi
Cardiol, 9: 29-38.

Carlier, Y., Luquetti, A.O., Dias, J.C.P., Truyens, C., Kirchhoff, L. (2002.
Chagas disease (American Trypanosomiasis). eMedicine J 3 (3): 1-23.

Carr asco, R.L ., Breniere, S.F., Poch, O., Miguez, H.V., Sealaes, H., Anatezana,
G., Degeux, P., Carlier, Y. (1985. Chagas srology and its problems. Ann
Sa Belg Med Trop, 65: 79-84.

Carvalho, M.R., Krieger, M.A., Almeida, E., Oelemann, W., Shikanal-
Yasauuda, M.A., Ferreira, AW., Pereira, J.B., Saez-Alquézar, A.,
Dorlhiac-Llacer, P.E., Chamone, D.F., Goldenberg, S. (1993. Chagas
disease diagnosis. evaluation of several tests in blood lkank screening.
Transfusion, 33: 830-834.

Castro Filho, J., Silveira, A.C. (1984. Distribuicdo da doenca de Chagas no
Brasil. RevBras Malariol Doencas Trop, 31: 85-97.

Cedillos, R.A., Torrealba, J.W., Tonn, R.J., Mosca, W., Ortegon, A. (1982. El
xenodiagnostico artificial en la enfermedad de Chagas. Bol Of Sarit Panam,
93: 240-249

Cerisola, J.A., Rabinovich, A., Alvarez, M., Di Corleto, C.A., Pruneda J.
(1972. Enfermedad de Chagas y la transfusion de sangre. Bol Of Sarit
Panam, 73: 203221

Cetron, M.S., Hoff, R., Kahn, S., Eisen, H., Van Voorhis, W.C. (1992.
Evaluation of recombinant trypomastigote surface atigens of Trypanaoma
cruzi in screening sera from a population in rural northeastern Braal endemic
for Chagas’ disease. Acta Trop, 50(3): 259-266.

Chagas, C. (1909. Nova tripanossomiase humana. Estudos obre amorfologia eo
ciclo evolutivo do Schizotrypanum cruz. n. gen., n. sp., agente diologico de
nova entidade mérbida do homem. Mem Inst Oswaldo Cruz, 1(2): 159218

Chagas, C. (1916. Processs patogénicos da tripanosomiase americana. Mem Inst
Oswaldo Cruz, 8: 5-37.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 47

Chagas, C. (1939. Infedion expérimentale de I"homme par le Schizotrypanum
cruzi. C R Seances Sac Biol Fil, 121 769771

Chiari, E. (1992. Parasitologicd diagnosis. In: Wendel S., Brener Z., Camargo
M.E., Rass A. (eds). Chagas disease (American Trypanasomiasis): Its impact
on transfusion andclinical medicine. S&o Paulo: Editora Sociedade Brasileira
de Hematologia eHemoterapia, pp. 153164

Chiari, E., Galvao, L.M.C. (1997. Diagnbstico parasitologico da doenca de
Chagas. In: Dias JC.P., Coura J.R. Clinica e Terapéutica da de@nca de
Chagas. Uma abadagem pratica paa oclinico geral. Rio de Janeiro: Editora
Fiocruz, pp. 85-97.

Corliss J.O. (1994. An interim utilitarian (user-friendly) hierarchicd
clasgfication and charaderization of the protists. Acta Protozoadl, 33: 1-51

Cotrim, P.C., Paranhos, G.S., Mortara, R.A., Wanderley, J., Rass, A.,
Camargo, M.E., Franco da Silveira, J. (1990. Expresson in Escherichia
coli of a dominant immunogen of Trypanaoma cruzi reagnized by human
Chagasic sera. J Clin Microbiol, 28: 519524

Coura, J.R., Nogueira, E.S., Silva, J.R. (1966. indices de transmissio da doenca
de Chagas por transfusdo de sangue de doadores na fase abnicada doenca O
Hospital, 69: 115122

De Souza, W. (2000. O parasita e sua interacd® com 0s hospedeiros. In:
Trypancsoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan
ed., pp. 88119

Dias, J.C.P. (197%). Mecaiismos de transmissio. In: Brener, Z., Andrade, Z.A.,

(eds.) Trypancsoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, ed, pp. 152-174.

Dias, J.C.P. (19b). Mecaiismos de transmissio. In: Brener Z., Andrade, Z.A.,

(eds). Trypancsoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan ed, pp. 292294,



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 48

Dias, J.C.P. (1985. Cardiopatia dhagasica historia natural. In: Cancado J.R.,
Chuster M. (eds). Cardiopaia chagéaica. Belo Horizonte, MG: Fundac&d
Carlos Chagas de Pesgquisa Médica, pp. 99-113

Dias, J.C.P. (198%. Control of Chagas disease in Brazl. Parasitol Today, 3: 336
341

Dias, J.C.P. (1988. Resefia histérica de los conocimientos bre la enfermedad de
Chagas y reflexiones ohre dguros aspedos paliticos y socio-economicos de
la endemia en el contexto latinoamericano. Rev Fed Argent Cardiol, 29: 129
135

Dias, J.C.P. (1989. The indeterminate form of human chronic Chagas disease. A
clinicd epidemiologicd review. RevSa Bras Med Trop, 22: 147-156.

Dias, J.C.P. (1992. Chagas disease and bood transfusion in endemic areas. In:
Wendel, S., Brener, Z., Camargo, M.E., Rass, A., (eds). Chaga disease
(American Trypanasomiasis): its impact on transfusion andclinical medicine,
pp. 135142

Dias, J.C.P. (1997. Controle da doenca de Chagas. In: Dias, J.C.P., Coura, J.R.
(eds). Clinica e terapéutica da doenca de Chagas. Uma abadagem pratica
para oclinico geral. Rio de Janeiro: Fiocruz Editora, pp. 453468

Dias, J.C.P. (1998. Problemas e posshilidades de participacd comunitaria no
controle das grandes endemias no Brasil. Cad Saueé Publica, 14: 19-37.

Dias, J.C.P., Brener, Z., Macedo, M.A.M. (1986. Quimioprofilaxia da doencade
Chagas induzida por transplante renal com doador infedado. Rev Bras Med,
43. 3943

Dias, J.C.P., Schofield, C.J. (1999. The evolution of Chagas disease (American
Trypanosomiasis) control after 90 yeas snce Carlos Chagas discovery. Mem
Inst Oswaldo Cruz, 94(1): 103-221

Dias, J.C.P., Machado, E.M.M., Fernandes, A.L., Vinhaes, M.C. (2000.
Esbogo geral e perspedivas da doenca de Chagas no Nordeste do Brasil. Cad
Sauck Publica, 16 1-30.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 49

Diaz, C., Nussnzweig, V., Gonzales A. (1992. An improved pdymerase diain
readion assay to deted Trypancsoma cruz in blood Am J Trop Med Hyg, 46:
616623

Dos Santos, C.N., Krieger, M.A., Almeida, E., Lafaille, J.J., Goldenberg, S.,
Galler, R. (1992. Trypanasoma cruz flagellar repetitive aitigen expresson
by recombinant baaulovirus: towards an improved dagnostic reagent for
Chagas’ disease. Biotechndogy, 10(11): 14741477

Fernandes, A.J., Diotaiuti, L., Dias, J.C.P., Romanha, A.J., Chiari, E. (1999.
Interrelagdes entre os ciclos de transmissio do Trypancsoma cruzi no
municipio de Bambui, Minas Gerais, Brasil. Cad Saué Publica, 10: 473-480.

Ferreira, A.W., Avila, S.L.M. (1996. Diagndstico laberatorial das principais
doencas infecdosas e auto-imunes. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan.

Ferreira, A.W., Belém, Z.R., Lemos, E.A., Redl, S.G., Campos-Neto, A. (2001).
Enzyme-linked immunosorbent assay for serologica diagnosis of Chagas
disease amploying a Trypanasoma cruzi recmbinant antigen that consists of
four different peptides. J Clin Microbiol, 39(12): 43904395

Fiusa-Lima, J.T., Silveira, A.C. (1984. Controle da transmissio e inguérito
sorologico naaonal. In: Cardiopatia Chagéasica (J. R. Cangado & M. Chuster,
org.), pp. 371-380, Belo Horizonte: Fundac& Carlos Chagas.

Frasch, A.C.C., Reyes, M.B. (1990. Diagnosis of Chagas disease using
recombinant DNA tedchnology. Parasitol Today, 6: 137-140.

Frasch, A.C.C., Cazaulo, J.J., Aslund, L., Petterson, U. (1991). Comparison of
genes encoding Trypanasoma cruzi antigens. Parasitol Today, 7(6): 148151

Frasch, A.C.C., Reyes, M.B., Sanchez, D.O. (1994. Diagnostico de la
enfermedade de Chagas: presente y futuro. In: La enfermedad e Chagas y d
sistema nervioso. Washington: OPAS Pub i, 547: pp. 53-60.

Fundacdo Hemope — Hemocentro de Pernambuco (2002. Dados estatisticos da
Triagem Sorologica da Fundac@® Hemope, sobre uma populagcé@ total de
336845 dadores.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 50

Godsel, L.M., Tibbetts, R.S., Olson, C.L., Chaudoir, B.M., Engman, D.M.
(1995. Utility of remmbinant flagellar cdcium-binding protein for
serodiagnosis of Trypanaoma cruzi infedion. J Clin Microbiol, 33: 2082
2085

Gomes, Y.M., Pereira, V.R., Nakazawa, M., Rosa, D.S., Barros, M.D.,
Ferreira, A.G., Slva, E.D., Ogatta, SFF., Krieger, M.A., Goldenberg, S.
(2001)). Serodiagnosis of chronic Chagas infedion by using ElE-Recombinant-
Chagas-Biomangunhos kit. Mem Inst Oswaldo Cruz, 96(4): 497-501

Gonzalez, A., Prediger, E., Hueas, M.E., Nogueira, N., Lizardi, P.M. (1984.
Minichromosomal repetitive DNA in Trypansoma cruz: its use in a high
sensitivity parasite detedion assay. Proc Natl Acad Aci USA, 81: 33563360

Gonzalez, A., Lerner, T.J., Hueas, M., Sosa-Pineda, B., Nogueira, N., Lizardi,
P.M. (1985. Apparent generation of a segmented m RNA from two separate
tandem famili es in Trypanasoma cruzi. Nucleic Acids Res, 13: 57895804

Gonzales, J., Araya, J., Sagua, H., Miranda, N., Garcia, C., Mancilla, E.
(1986. Reac@don de alutinadon direda @n 2 mercgptoetanol en el
diagnostico de la enfermedad de Chagas inaparente. Parasitol Dia, 10: 125
128

Gruber, A., Zingaes, B. (1993. Trypansoma cruz: charaderizaion of two
recombinant antigens with potential application in the diagnosis of Chagas
disease. Exp Parasitol, 76(1): 1-12.

Guevara, A.G., Ruiz, J.C., Houghton, R.L ., Reynolds, L ., Sleath, P., Benson, D.
QOuaisg, A., Guderian, R.H. (1999. Evaluation of a recombinant protein
(RTc24) and synthetic peptides in anti-Trypancsoma cruzi positive samples
from blood kank donors in chagasic endemic areas of Ecuador. J Trop Med
Hyg, vol. 27(1) pp. 19-22.

Guia de Vigilancia Epidemiologica. In: Doenca de Chagas, cap. 5.7, pp. 1-12
Programa de Controle da Doenca de Chagas-Sistema Nadonal de Vigilancia
Epidemiol6gica, Fundacé@ Nadonal de Salde/ MS.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 51

Hagar, J.M., Rahimtoda, SH. (1995. Chagas heat disease. Curr Prob Cardiol,
10: 825928

Hoft, D.F., Kim, K.S,, Otsu, K., Moser, D.R., Yost, W.J., Blumin, J.H.,
Donelson, J.E., Kirchhoff, L.V. (1989. Trypanosoma cruzi expresss diverse
repetitive protein antigens. Infect Immun, 57: 19591967,

Hoshino-Shimizu, S., Camargo, M.E., Umezawa, E.S. (1975. A rapid slide
flocculation test for diagnosis of American trypanosomiasis using
Trypanosoma fragments preserved by lyophilization. Am J Trop Med Hyg, 24
586-589

Houghton, R.L., Benson, D.R., Reynolds, L.D., McNeill, P.D., Seath, P.R.,
Lodes, M .J., Skeiky, Y.A., Leilby, D.A., Badaro, R., Redl, S.G. (1999. A
multi-epitope synthetic peptide and recombinant protein for the detedion of
antibodes to Trypanosoma cruz in radioimmunopred pitation-confirmed and
consensus-positive sera. J Infect Dis, 1795): 12261234

Houghton, R.L ., Benson, D.R., Reynalds, L., McNeill, P., Seath, P., Lodes, M.,
Skeiky, Y.A.W., Badaro, R., Krettli, A.U., Redl, S.G., (2000. Multiepitope
synthetic peptide and recombinant protein for the detedion of antibodes to
Trypanosoma cruzi in patients with treaged o untreded Chagas disease. J
Infec Dis 181 325-330

Hubsch, R.M., Chiedhie, N., Comach, G., Aldao, R.R., Gusméo, R.D.A. (1988.
El ensayo inmunoenzimatico en microgotas bre nitrocdulosa (Dot-ELISA)
em el diagndstico de la enfermedad de Chagas: |. Estudio comparativo de dos
preparadones antigénicas de Trypanosoma cruzi. Mem Inst Oswaldo Cruz, 83;
277-285

|bafiez, C.F., Affranchino, J.L., Macina, R.A., Reyes, M.B.M, Leguizamén, S,
Camargo, M.E., Aslund, L., Petterson, U., Frasch, C.A. (1988. Multiple
Trypanosoma cruzi antigens containing tandemly repeaed aminoadd
sequence motifs. Mol Biochem Parasitol, 30: 27-34.

Iniciativa del Cono sur. VI Reunion de la Comision Intergubernamental para la
eliminadon del Triatoma infestans y la interrupcion de la tripanosomiasis



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 52

americana transfusional. Oficina Sanitaria Panamericana OPSHCP/HCT
/97.91.

Isac, E. (1994. Influéncia da heparina e do citrato de sddio no xenodiagnostico
artificial. Rev Patol Trop, 23: 121-143

Iwai, L.K., Duranti, M.A., Abel, L.C., Juliano, M.A., Kalil, J., Juliano, L.,
Cunha-Neto, E. (2001). Retro-inverso peptide analogues of Trypanosoma
cruzi B13 protein epitopes fail to be recognized by human sera and peripheral
blood mononuclea cdls. Peptides, 22(6): 853-860.

Kipnis, T.L., Mindprio, P.M., Luquetti, A.O., Rasg, A., Silva, A., Dias, W.D.
(1983. Estudo imunobioldgico de estoques de Trypanosoma cruz isolados de
padentes na fase guda da doenga de Chagas. Rev Soc Bras Med Trop, 16:
175183

Krautz, G.M., Galvéao, L.M., Cancado, J.R., Guevara-Espinoza, A., Ouaissg,
A., Krettli, A.U. (1999. Use of a 24-kilodalton Trypanosoma cruzi
recombinant protein to monitor cure of human Chagas diseasse. J Clin
Microbiol, 33(8): 20862090

Krautz, G.M., Peterson, J.D., Godsel, L.M., Krettli, A.U., Engmann, D.M.
(1998. Human antibody responses to Trupanosoma cruzi 70-kD heda-shock
proteins. Am J Trop Med Hyg, 58(2): 137-143

Krieger, M.A., Almeida, E., Oelemann, W., Lafaille, J.J., Pereira, J.B.,
Krieger, H., Carvalho, M.R., Goldenberg, S. (1992. Use of recombinant
antigens for the acarate immunodiagnosis of Chagas disease. Am J Trop Med
Hyg, 46. 427-434.

Laffaille, J.J., Linss J., Krieger, M.A., Souto-Padron, T., Souza, W.,
Goldenberg, S. (1989. Structure and expresson of two Trypanosoma cruzi
genes encoding antigenic proteins beaing repetitive eitopes. Mol Biochem
Parasitol, 35: 127-136.

Laranja, F.S. (1953. Aspedos clinicos da moléstia de Chagas. Rev Bras Med, 10:
482-491



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 53

Laranja, F.S., Dias, E., Nébrega, M.D., Miranda, A. (1956. Chagas disease. A
clinicd, epidemiologic, and pathologicd study. Circulation, 14: 10351060

Levin, M .J. (199)). Moleaular Mimicry and Chagas heat disease: high anti R-13
autoantibody levels are markers of severe Chagas heat complaint. Res
Imnund, 142 157-159,

Levin, M .J., Mesri, E., Benarous, R., Levitus, G., Schijman, A., Levy-Yeyati,
P., Chiale, P.A., Ruiz, A.M., Kahn, A. (1989. Identificaion of major
Trypancsoma cruzi antigenic determinants in chronic Chagas' heat disease.
AmJ Trop Med Hyg, 41: 530-538

Levin, M .J., Levitus, G., Kerner, N., Lafon, S., Schijman, A., Levy-Yeyati, P.,
Finkielstein, C., Chiale, P., Scheitman, D., Hontebeyrie-Joskowicz, M.
(1990. Autoantibodes in Chagas heat disease: possble markers of severe
Chagas heat complaint. Mem Inst Oswaldo Cruz, 85: 539-543

Levin, M .J., Franco da Silveira, J., Frasch, A.C., Camargo, M .E., Lafon, S,,
Degrave, W.M., Rangel-Aldao, E. (1991). Recombinant Trypanasoma cruzi
antigens and Chagas disease diagnosis. analysis of a workshop. FEMS
Microbiol Immund 4(1): 11-9.

Lissaldo, A.M., Hoshino Shimizu, S., Umezawa, E.S., Stolf, A.M.S. (1999.
Alkaline soluble Trypansoma cruzi epimastigote antigen (ASEA) applied to
Dot-ELISA. Revinst Med Trop S&oPaulo, 36: 163-166.

Lorca, M., Gonzalez, A., Veloso, C., Reyes, V., Vergara, U. (1992.
Immunodetedion of antibodes in sera from symptomatic and asymptomatic
Chileen Chagas disease patients with Trypancoma cruzi recmbinant
antigens. Am J Trop Med Hyg, 46(1): 44-49.

Luquetti, A.O. (1990. Use of Trypanmsoma cruzi defined proteins for diagnosis
multicentre trial serologicd and tedchnicd aspeds. Mem Inst Oswaldo Cruz,
85: 497-505,

Luquetti, A.O., Rasd, A. (2000. Diagnostico laboratorial da infecc® pelo
Trypanesoma cruzi. In: Trypansoma cruzi e doenca de Chagss. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan ed., pp. 360-361



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 54

Macedo, V. (1980. Forma indeterminada da doenca de diagas. J Bras Med, 38:
34-40.

Marin-Neto, J.A., Simbes, M.V., Sarabanda, A.V.L. (2000. Forma aonica
cadiaca In: Trypanmsoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan ed., p. 268

Matsumoto, T.K., Cotrim, P.C., da Slveira, J.F., Stolf, A.M., Umezawa, E.S.
(2002. Trypanmoma cruz: isolation of an immunodaminant peptide of TESA
(Trypomastigote Excreted-Seaeted Antigens) by gene doning. Diagn
Microbiol Infed Dis, 42(3); 187-192

Miles, M.A., Clarke, J.L. (1989. Immunoseledion techniques for cloning DNA-
encoding parasite-spedfic antigens. Parasitol Today, 5: 25-27.

Ministério da Saude. (1997a). Tratamento etiol6gico da d@nca de Chages. 22 ed.
Brasilia: Ed. Funda¢c® Nadonal de Salde, Manual, 32 pp

Ministério da Saude. (1997h. Fundac® Nad onal de Salde, Geréncia Témicade
doencas de Chagas. Normas de seguranca para infec@es addentais com o

Trypansoma cruzi, agente caisador da doenca de Chagas. Rev Patol Trop,
26: 129130

Minter-Goeldbloed, E. (1978. The primary isolation by haemoculture of
Trypanesoma (Schizotrypanum) cruzi from animals and man. Trans R Sac
Trop Med Hyg, 72: 22-30.

Moya, P., Moretti E.R.A. (1997. Doenca de Chagas congénita. In: Dias JC.P.,
Coura JR. (eds). Clinica e terapéutica da denca de Chagss. Uma
abardagem pratica para oclinico geral. Rio de Janeiro: Fiocruz Editora, pp.
383410

Moncayo, A. (1999. Progreso en la interrupcion de la transmision de la
enfermedad de Chagas en los paises del Cono Sur. Medicina (B Aires) 59
(Suppl 2): 120-124



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 55

Moncayo, A., Luquetti, A.O. (1990. Multicentre double blind study for
evaluation of Trypanosoma cruz defined antigens as diagnostic reagents. Mem
Inst Oswaldo Cruz, 85: 489495

Montedn, V.M., Guzman, B.C., Florian, V.J., Ramos E.A., Velasco, C.O.,
Reyes, P.A. (1995). Diagnostico serolégico de la enfermedad de Chagas:
autosuficiencia y concordancia interlaboratorios. Salud Publica Mex, 37: 232
235,

Moser, D.R., Kirchhoff, L., Donnelson, J.E. (1989. Detedion of Trypanosoma
cruzi By DNA amplification uwsing the polymerase dain readion. J Clin
Microbiol, 27. 14771482

Nakazawa, M., Rosa, D.A.S., Pereira, V.R.A., Moura, M.O., Furtado, V.C.,
Souza, W.V., Barros, M.N.D.S., Abath, F.G.C., Gomes, Y.M. (2001).
Escretory-Seaetory antigens of Trypanosoma cruzi are potentially useful for
serodiagnosis of Chronic Chagas' Disease. Am Soc Microbiol, pp. 10241027.

Oelemann, W.M., Vanderborght, B.O., Verissmo da Costa, G.C., Teixeira,
M.G., Borges-Pereira, J., De Castro, J.A., Coura, J.R., Stoops, E.,
Hulstaert, F., Zrein, M., Peralta, J.M. (1999. A recombinant peptide
antigen line immunoassay optimized for the confirmation of Chagas disease.
Transfusion, 3Y(7): 711-717.

Oliveira, E.C., Stefani, M.M.A., Luquetti, A.O., Véncio, E.F., Moreira,
M.A.R., Souza, C., Rezende, J.M. (1993. Trypanosoma cruzi and
experimental Chagas' disesse: charaderization of a stock isolated from a
patient with asociated dgestive and cardiac from. Rev Soc Bras Med Trop,
26. 25-33.

(OPAS) Organizacion Panamericana de la Salud. (1995. Estadisticas de salud
de las Américas. OPAS Pub Sci, 556 p. 352

Paranhos, G.S., Cotrim, P.C., Mortara, R.A., Rasg, A., Corral, R., Freilij,
H.L., Grinstein, S., Wanderley, J., Camargo, M.E., Silveira, J.F. (1990.
Trypanosoma cruzi: cloning and expresson of an antigen recognized by aaute
and chronic human chagasic sera. Exp Parasitol, 71: 284293



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 56

Paranhos-Bacalla, G.S., Santos, M.R., Cotrim, P.C., Rass, A., Jolivet, M.,
Camargo, M .E., Da Silveira, J.F. (1999. Detedion of antibodes in sera
from Chagas disease patients using a Trypanosoma cruzi immunodaminant
recombinant antigen. Parasite Immunol, 16(3): 165169

Passos, V.M., Volpini, A.C., Braga, E.M., Lacerda, P.A., Ouaissi, A., Lima-
Martins, M.V., Krettli, A.U. (1997. Differential serodiagnosis of human
infedions caused by Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. Using ELISA
with a recombinant antigen (rTc24). Mem Inst Oswaldo Cruz, 92(6): 791-793

Pastini, A.C., Iglesias, SR., Carricarte, V.C., Guerin, M.E., Sanchez, D.O.,
Frasch, A.C. (1994. Immunoassay with recombinant Trypanosoma cruzi
antigens potentially useful for screening donated blood and dagnosing Chagas
disease. Clin Chem, 40(10): 18931897

Peralta, J.M., Teixeira, M.G., Shreffler, W.G., Pereira, J.B., Burns Jr., J.M.,
Sleath, P.R., Reed, S.G. (1994. Serodiagnosis of Chagas disease by enzyme-
linked immunosorbent assay using two synthetic peptides as antigens. J Clin
Microbiol, 32 971-974

Portaria 721/89, ANVISA-ME. Normas témicas em hemoterapia. 25 pp

Rassi, A., Luquetti, A.O., Rassi, Jr A., Rassi, S.G. (1992. Chagas disease-
clinicd feaures. In: Wendel S., Brener Z., Camargo M.E., Rass A. (eds.).
Chagas disease (American Trypanosomiasis), its impact on Transfusion and
Clinical Medicine. S&0 Paulo: Sociedade Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, pp. 81-101

Rassi, A., Luquetti, A.O. (1992. Therapy of Chagas disease. In: Wendel S,,
Brener Z., Camargo M.E., Rass A. (eds). Chagas Disease (American
Trypanosomiasis), its impact on Transfusion and Clinical Medicine. S50
Paulo: Sociedade Brasileira de Hematologia eHemoterapia, pp. 237-247.

Rassi, A., Luquetti, A.O., Rass, Jr. A., Rassi, G.G., Silva, |1.G., Naves, H A.M .,
Carvalho, E.S.D. (1996.Tentativa de tratamento da infecc® chagasica
crénicahumana com alopurinol. Rev Soc Bras Med Trop, 20(supl I1): 77.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 57

Rasg, A., Rass Jr. A., Rasd, G.G. (2000. Fase gguda. In: Trypancsoma cruz e
doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan ed., p. 231

Reunido de Pesquisa Aplicada em Doencas de Chagas, (1985. Validade do
concato de forma indeterminada de doenca de Chagas. Rev Sac Bras Med
Trop, 18: 46.

Rezende, J.M. (1956. de Megaesdfago pa doenca de Chagas. Rev Goiana Med,
2: 297-314.

Rezende, J.M., Moreira, H. (2000. Forma digestiva da doenca de Chagas. In:
Trypancsoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan
ed., p. 298

Reyes, M .B., Lorca M., Mufoz, P., Frasch, A.C.C. (1990. Fetal 1gG spedficities
against Tripanaoma cruzi antigens in infeded newborns. Proc Natl Acad i
USA, 87: 28462850

Rohwedder, W.R. (1969. Infecdon Chagasica en donadores de sangre y las
probabili dades de transmitirla por medio de la transfusion. Bol Chil Parasitol,
24: 88-93.

Russomando, G., Figueredo, A., Almiron, M., Sakamoto, M., Morita, K.
(1992. Polymerase dain readion-based detedion of Trypancsoma cruzi
DNA in serum. J Clin Microbiol, 30: 2861-2868

Russomando, G., Rojas-de-Arias, A., Almiron, M., Figueredo, A., Ferreira,
M.E., Morita, K. (1999. Trypanmsoma cruz: poymerase dian readion-
based detedion in dried feces of Triatoma infestans. Exp Parasitol, 83: 62-66.

Russomando, G., Tomassne, M .M., Guillen, I., Acosta, N., Vera, N., Almiron,
M., Candia, N., Calcena, M.F., Figueredo A. (1998. Treament of
congenital Chagas disease diagnosed and followed up by the poymerase
Chain readion. AmJ Trop Med Hyg, 59 487-491

Schmunis, G.A. (1985. Chagas disease and bood transfusion. In: Dodd R.V.,
Barker, L.F. (eds.) Infea Imnun Blood Trans. New York: AR Liss pp. 127-
145



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 58

Schmunis, G.A. (1997). Trypanwsoma cruz, the diologic agent of Chagas disease:
status in the blood supply in endemic and no endemic countries. Transfusion,
31 547-557.

Silva, R.A., Carvalho, M.E., Rodrigues, V.L.C.C. (200]). Doenca de Chagas —
Profissonas da Saue, pp. 1-5. DOT/SUCEN, S&o Paulo.

Silveira, J.F. (1992. Serologicd diagnosis — Trypancsoma cruzi reambinant
antigens for serodiagnosis. In: Wendel S, Brener Z, Camargo m, Rass A (ed).
Chagas Disease (American Trypansomiasis), its impact on Tranfusion and
Clinical Medicine. S&0 Paulo: Sociedade Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, pp. 207-218

Silveira, A.C., Feitosa, V.R., Borges, R. (1984. Distribuicédo de triatomineos
domiciliados no periodo 197%1983 no Brasil. Rev Bras Malariol Doencas
Trop, 36: 15-312

Silveira, A.C., Vinhaes, M.C. (1998. Doenca de Chagas. aspedos
epidemiol6gicos e de mntrole. RevSa Bras Med Trop, 31:15-60.

Silveira, A.C., Vinhaes, M.C. (1999. Elimination of vedor-borne transmisson of
Chagas disease. Mem Inst Oswaldo Cruz, 94 (Suppl. I): 405411

Smith, B., Morson, B.C. (1972. The neuropahoogy of the alimentary tract.
London: Edward Arnold.

Stolf, A.M.S. (1992. Serologicd diagnosis — Trypancsoma cruzi antigens in
serodiagnosis. In: Wendel S., Brener Z., Camargo ME., Rasd A. (ed). Chagas
Disease (American Trypancomiasis), its impact on Transfusion andClinical
Medicine. S&0 Paulo: Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, pp.
195205

Storino, R. (1994. Barragan, H. Epidemiologia. In: Storino R., Milei J.
Enfermedad de Chagas. Buenos Aires: Mosby Ed., pp. 51-74.

Sturm, N.R., Degrave, W., Morel, C., Smpson, L. (1989. Sensitive detedion
and schizodeme dassficéion of Trypanaoma cruzi cdls by amplification of



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 59

kinetoplast minicircle DNA sequences: use in diagnosis of Chagas disease.
Mol Biochem Parasitol, 33 205214

TDR, (200). TDR XV Programme Report, Progress 1999-2000. Home page
athttp://www.who.int/tdr/reseach/progres9900 partnership/chagas.htm

Umezawa, E.S., Shikanai-Yasuda, M.A., Gruber, A., Pereira-Chioccola, V.L.,
Zingaes, B. (1996. Trypanosoma cruzi defined antigens in the serologicd
evaluation of an outbresk of aaute Chagas disease in Brazl (Catole do Rocha,
Paraiba). Mem Inst Oswaldo Cruz, 91(1): 87-93.

Umezawa, E.S., Bastos, S.F., Camargo, M.E., Yamauchi, L.M., Santos, M .R.,
Gonzalez, A., Zingales, B., Levin, M .J., Sousa, O., Rangel-Aldao, R., da
Silveira, J.F. (1999. Evaluation of recombinant antigens for serodiagnosis of
Chagas’™ disease in South and Central America J Clin Microbiol, 37(5): 1554
1560

Umezawa E.S., Silveira, J.F. (1999. Serologicd diagnosis of Chagas disease with
purified and defined Trypanosoma cruzi antigens. Mem Inst Oswaldo Cruz, 1:
285288

United Nations, (1992. World urbanization prospects. New York: UN, 79-10.

Valente, SA.S, Valente, V.C., César M.J.B., Santos, M.P. (1997). Registro de
15 casos autoctones de doenga de Chagas no Estado doAmapa com evidéncia
de transmissio aral. XXXIII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical (Belo Horizonte). Resumo de Temas Livres, p. 53,

Veas, F., Breniére, SIF., Cuny, G., Brengues, C., Solari, A., Tibayrene, M.
(199). Genera procedure to construct highly spedfic kDNA probes for
clones of Trypanosoma cruzi for sensitive detedion by poymerase diain
readion. Cell Mol Biol, 37: 73-84.

Vergara, U., Veloso, C., Gonzalez, A., Lorca, M. (1992. Evauation of an
enzyme-linked immunosorbent assay for the diagnosis of Chagas disease
using synthetic peptides. Am J Trop Med Hyg, 46(1): 39-43.



Barr os daRocha. W.M.. Avaliacdo deum teste... 60

Vickerman, K., Preston, T.M. (1976. Comparative cdl biology of the
kinetoplastid flagellates. In: Lumsden W.H.R., Evans D.A. (eds). Biology of
Kinetoplastida, vol I. London: Academic Press pp. 66-102

Vinhaes, M.C., Dias, J.C.P. (2000. Doenca de Chagas no Brasil. Cad Saude
Publica, 16(2): 1-10.

Wendel, S., Pinto Dias J.C. (1992. Transfusion transmitted Chagas disease. In:
Wendel, S., Brener Z, Camargo M.E., Rass A. (eds) Chagas disease
(American Trypanosomiasis): its impact on transfusion and clinical medicine,
pp. 103133

WHO, (199]). Technicd Report Series. Control of Chagas Disease. Report of a
WHO Expert Committee Genova: World Hedth Organization.

WHO (2002. Control of Chagas Disesse. Seaond Report of the WHO Expert
Committee Tech Rep Ser 905 109 pp

Wincker, P., Brito, C., Pereira, J.B., Cardoso, M .A., Oelemann, W., Morel,
C.M. (1999. Use of a simplified pdymerase chain readion procedure to
deted Trypanosoma cruz in blood samples from chronic chagasic patients in
rural endemic aress. AmJ Trop Med Hyg, 51: 771-777.

Zeleddn, R. (1974). Epidemiology, modes of transmisson and reservoir hosts of
Chagas disease. Genebra, Suica Ciba Foundation Symposium, 28: 51-77.

Zingaes, B. Gruber, A., Ramalho, C.B., Umezawa, E.S., Calli, W. (1990. Use
of two recombinant proteins of Trypanosoma cruz in the serologicd diagnosis
of Chagas disease. Mem Inst Oswaldo Cruz, 85(4): 519522

Zuna, H., La Fuente, C., Valdez, E. (1985. Estudio prospedivo de la transmision
del Trypanosoma cruzi por via sangunea & Bolivia. Ann Soc Belg Med Trop,
65 (1): 107113



Barros daRocha, W. M. Avaliacdo deum teste... 61

4. Manuscrito

Avaliacdo ceum Teste ELI SA Reambinante para
Diagnostico da Doenca de Chagas em um Banco de
Sangue

A ser submetido arevista

Mem Inst Oswaldo Cruz
Rio dejanero, RJ, Brasil.



Barros daRocha, W. M. Avaliacdo deum teste... 62

Avaliacdo de um Teste ELI SA Reambinante para Diagnostico da
Doenca de Chagas em um Banco de Sangue

Wandege M. Barrosda Rocha®” e Paulo P. Andrade?

1. Fundac® de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Hemope. Rua. Joagquim
Nabuco, 171, Gragas, 52011000 Redfe — PE, Brazl. 2. Departamento de Genética
CCB, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Moraes Rego s/n, 50670901, RECIFE,
PE, Brasil.

* autor correspondente

Palavras-chave: doencade Chagas, antigeno recombinante, banco de sangue, sorologia.



Barros daRocha, W. M. Avaliacdo deum teste... 63

Resumo

O uso de atigenos recombinantes pode wntribuir para aimentar a sensibilidade e a
espedficidade do ensaio, além de reduzir custos. Comparamos os resultados obtidos com as
trés metodologias usadas na Fundac@® Hemope: a HAI e 0 ELISA, empregados na triagem,
e a lFl, empregada omo teste @nfirmatério com o ELISA recombinante in-house
preparado com o antigeno DH-1D. A comparacé® foi redizada mm 298 soros (positivos,
indeterminados ou negativos) obtidos dos doadores apés a redizac®d do teste
confirmatério. O rec ELISA quando comparado com o conjunto diagnostico da Organon,
apresentou uma sensibili dade ligeiramente maior de 97% enquanto no outro a sensibili dade
foi de 95%. Quando foi comparado com o conjunto diagnostico da Gull, apresentou uma
sensibilidade bem menor de 88% enquanto no outro a sensibilidade foi de 95%. Como
nese estudo, o ELISA rec ndo apresentou resultados muito superiores aos conjuntos
diagnésticos comerciais, que possiem resultados muito discordantes entre s,
continuaremos aprimorando 0 nos® antigeno recombinante isoladamente ou utilizando
juntamente com outros que ja posauimos. Os dados da HAI ndo foram utili zados porque
apresentaram resultados muito discordantes. E com relac@® a lFl, podemos dizer que goesar
da sensibilidade e epedficidade devadas, na pratica, ess teste ndo € adequado para ser
usado como confirmatério e cnseqlentemente ndo pode ser considerado o teste gold

standard.
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| ntroducéo

A doenca de Chagas, causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruz, €
endémica na América Latina e afeta 16 a 18 milhes de pesas, com aproximadamente
100 milhGes de peswas vivendo em é&rea de risco e @wm ceca de 50.000 mdentes
chagésicos morrendo a cala ano. No Brasl, a endemia é econtrada en 17 estados das
regibes Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-oeste, mas os bem sucedidos programas de
controle do inseto vetor, com a Iniciativa do Cone Sul, aboliram quase mmpletamente a
transmissio vetorial (Moncayo 1999 Silveira & Vinhaes 1999 WHO 2002. Desta forma,
a transfusdo sangliineapasou a ser o principal modo de infec¢a, com 20.000 novos casos
estimados por ano para & cinco ou seis milhdes de transfusdes anuais redizadas no inicio
da décala de 90 (Dias 1992. E possvel que adoenca de Chagas % torne um problema
mundial de salde publica ja que eiste também a migracé® de portadores da América
Latina para os paises desenvolvidos (Schmunis 1991 Kirchhoff 1993 Crovato & Rebora
1997. No Brasil a soroprevaléncia da doenca eitre doadores de sangue é ceca de 0,7%,
podendo atingir 5% no estado de Goiés (Wenddl & Gonzaga 1993 Dias & Schofield 1999.
Portanto, é muito importante que atriagem sorolégica sgja 0 mais €ficiente posdvel, para
poder identificar e descartar todo o sangue @ntaminado sem prejudicar 0 suprimento de

sangue do pais (Oelemann et al. 1998.

Os métodos tradicionais de detecc®d do parasita, como a hemocultura e o
xenodiagnostico, sdo demorados e de baixa sensibilidade; a reac® em cadeia da DNA
polimerase (PCR) é mais ®nsivel, mas ndo pode ser empregada na rotina de bancos de
sangue devido aos rios problemas observados de @mntaminacé® de material e amostras
por amplicons de rea@es positivas anteriores. Sendo assm, a témica usuamente

empregada no diagnostico da infecc® crénica ou indeterminada é adetecc® soroldgica
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dos anticorpos dirigidos contra o parasita (Wincker et al. 1994 Britto et a. 1995. Os testes
diagnosticos comercialmente disponivels s50 basealos no uso de extratos totais ou fragdes
semipurificadas  das formas epimastigotas, com considerdvels variagdes na
reprodutibilidade e na onfiabilidade dos resultados obtidos com diferentes métodos
(Camargo et al. 1986. Foram observadas rea@es cruzadas principamente em padentes
com leishmaniose ou com infeccd por Trypanosoma rangeli (Guhl et a. 1987.
Adicionamente, alguns padentes chagasicos podem apresentar resultados negativos na

sorologia dassca(Luquetti 1987).

Antigenos recombinantes vém sendo isolados e avaliados na Ultima décala quanto
a0 seu potencial para melhorar os resultados da sorologia para adoenca de Chagas (Cetron
et a. 1992 Gruber & Zingaes 1993 Guevara @ a. 1999 Umezava & Silveira 1999
Houghton et al. 2000 Iwai et a. 2001, Nakazava & a. 2001). O estudo que primeiro
avadiou e permitiu a dasdficac® diagndstica desses antigenos foi empreendido pela
Organizac@® Mundia de Salide, sendo testados 17 ARs com um nimero limitado de soros e
com o0s imunoensaios desenvolvidos por cada laboratério participante (Moncayo &
Luquetti 1990. Vérios outros estudos £ seguiram, avaliando conjuntos de aitigenos de
diferentes laboratérios, antigenos de uma mesma procedéncia ou ainda peptideos sntéticos
(Levin et al. 1991, Godsdl et a. 1995 Krautz & a. 1998 Umezawva d al. 1999 Ferreira @
al. 2001, Gomes et a. 2001, Breniere d@ al. 2002 Matsumoto et a. 2002. Varios ARs e
peptideos mostraram-se promisores para 0 desenvolvimento de novos testes comerciais,
mas apenas 0 conjunto CRA/FRA esta pronto para ser introduzido na rotina laboratorial

(Krieger et a., 1992 Gomes et al., 200)

Nos Bancos de Sangue do Brasil, é obrigatéria aredizacd de pelo menos dois

testes rologicos, para a doenca de Chagas, baseados em metodologias diferentes.
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Atuamente sdo usados com mais freqiéncia a imunofluorescéncia indireta (IFl), a
hemaglutinaga indireta (HAI) e o ELISA (Leiby et a. 2000. Dentre esses, na triagem
sorolégica dos doadores, o principal teste normamente € o ELISA, ja que aHAI leva
freqlentemente a resultados falso-positivos ou falso-negativos devido a interpretacé
subjetiva. A escolha do ELISA se d& devido a sua cgaddade de ser automatizedo,
permitindo a quantificac® de um grande nimero de anostras ab mesmo tempo e num curto
periodo; Adicionamente os resultados obtidos sio mais aaurados porque tanto a leitura
objetiva quanto os critérios de validacé e ainterpretaca® dos resultados s80 mais rigorosos
(Ferreira @ al. 1991, Oelemann et al. 1998. Os doadores que déo resultados positivos ou
indeterminados (reagente an apenas um teste) nessa triagem, séo chamados para uma nova
coleta, onde dém de se faze a repeticéo dos testes iniciais € redizado um terceiro teste,

que tem papel confirmatorio, que no caso da Fundacd® Hemope é alFl.

Em nos trabalho, utilizamos um teste ELISA in-house, que enprega a proteina
recombinante DH-1D, isolada e atudada previamente por Santos (1996), e cmparamos 0S
resultados com aqueles obtidos pelas metodologias utilizadas na Fundacd® Hemope -

Hemocentro Pernambuco.
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M aterial e M étodos

Populagdo estudada: amostras de soros de 298 dadores (positivos, indeterminados ou
negativos) de sangue da Fundac@® Hemope (Pernambuco, Brasil), residentes tanto no
Redfe eregido Metropolitana (96) quanto no interior do Estado (184), além de 18 cujos
domicilios ndo foram locdizados. Esses doadores voltaram ao servico para faze uma nova
coleta para onfirmagdo ou ndo dos resultados obtidos na Triagem Soroldgica usando os
mesmos testes iniciais (HAI e ELISA) e, foi redizada entdo uma |Fl com a anostra olhida

nesta ocasidn, como teste anfirmatorio.

HAI: foram usados dois conjuntos diagnosticos comercialmente disponiveis. O Hemaauzi
(antigenos totais lUveis do T. cruz) da Biolab Diagnéstica S.A. (Biolab-Mérieux) ou o
Imuno HAI (antigenos atamente purificados do T. cruz) da WAMA diagnéstica (Brasil),
ambos usando o 2-ME. As amostras foram consideradas reagentes quando possuiam um
titulo > 1/40 no Hemacruzi e > 1/32 na WAMA. Os ensaios foram lidos e interpretados

visuamente.

ELISA: foram usados trés conjuntos diagnosticos comercialmente disponiveis. O Hemobio
Chagas da Embrabio — Empresa Brasileira de Biotemologia S.A., o Chagatek da Organon
Teknika Argentina (Biolab-Mérieux) e o Chagas’ 1gG ELISA test da Gull Laboratories,
Inc. (USA), todos produzidos com antigenos purificados. O ponto de corte da Embrabio € a
média dos controles negativos mais D.O. 0,300, o do Chagatek € amédia dos controles
negativos mais D.O. 0,100 e o da Gull é a média dos ros referéncias, todos esses
confrontos de diagnéstico possiem uma regido boderline de mais ou menos 20%. Esses
ensaios foram lidos em leitoras autométicas, com filtros de 450630nm, 450nm e 4057m,

respedivamente.
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IFI: foi usado um conjunto diagnéstico comercialmente disponivel da Biolab Diagnostica
S.A. (Brasl) que utiliza formas epimastigotas e IgG anti-humana njugada @m
fluoresceina. As amostras foram consideradas reagentes quando possuiam um titulo > 1/20.

Os ensaios foram lidos e interpretados visuamente.

Antigeno Remmbinante: foi empregado neste ensaio, o clone DH-1D, previamente
identificado por Santos (1996. Ele mdifica afracé carboxi-terminal de uma proteinade T.
cruzi, com P.M. 30 kDa. O clone, estocado em laboratério na forma de fago (AZAPII,
Stratagene, USA), foi convertido para aforma plasmidial por excisdo in vivo na badéria E.
coli XL1-Blue, de aordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida o plasmideo foi
extraido e anpregado para transformar a linhagem DH5a de E. coli. Os fnicados das
culturas primarias desta nova linhagem, feitas na presenca de IPTG e ampiciling, foram
centrifugados a 6.000g r 30 minutos e os Lbrenadantes avaliados, apos sparacd por
eletroforese em poliaailamida, imunoblot e revelacd® com soro de padente com doenca de
Chagas, quanto a @ncentrac@® de DH-1D. Sonicados ricos em proteina recombinantes

foram agrupados num unico tubo e estocados a-20°C até o uso.

ELISA in-house: Um rec ELISA que foi redizado essenciamente como descrito pela
padronizacd de Santos, 1996 Existem outros estudos que demonstram o uso de proteinas
recombinantes em testes roldgicos, principamente no ELISA (Zingales et a. 199Q
Almeida & a. 1990 Umezava & a. 1996 Pasos et al. 1997 Umezava & Silveira 1999
Gomes et a. 2001, Breniére @ a. 2002. As placa foram previamente mbertas com poli-I-
lisna e en seguida sensibilizadas com 50ul da proteina recombinante, em cada poco, com
uma oncentracd® de 8ug/poco, por 12h, a 4°C. Em seguida & placa foram lavadas,
neutralizadas com uma solucéo de leite desnatado a 2% em salina tamponada, lavadas outra

vez e stocadas a—-20°C até o momento do uso. Os ros foram inicialmente diluidos 1/50,
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em salina tamponada + 0,05% Tweean20 (solucéo de lavagem), adicionada de 2% de leite
desnatado e sonicado de E. coli DH5a ndo transformada, em uma concentracé final de
100Qug/ml, e deixados imunoadsorver contra os antigenos de E. coli por 12h a 4°C. Em
seguida foi feita uma diluicéo seriada, de 1/50 até 1/400, dispensando-se en cada poco uma
quantidade final de 50ul, e incubando-se por 1 hora a 37°C; apds 4 lavagens, foram
aaescentados 50ul do conjugado em cada poco (uma solugéo de anticorpos de cdora anti-
IgG humana ligados a peroxidase — SIGMA) diluido a 1/3000 em solugép sdina
tamponada, incubando-se novamente aplacapor 1 hora a37°C; apds 4 novas lavagens,
50ul da solugéo substrato foram aaescentados a cala poco (tampéo citrato + peroxido de
hidrogénio + ortofenilenodiamina) e a placa novamente incubada por 30 minutos a
temperatura anbiente, no escuro; a reac#® foi entdo bloqueada cm addo sulfdrico 1IN e a
leitura feita em fotocolorimetro multicanal com filtros de 492/620nm. O ponto de crte
escolhido para o ELISA in-house foi a média dos trés controles negativos da diluicéo 1/100

de cala placamais 1 SD com umaregido boderline +- 20%.

Andlise dos dados: os resultados das amostras, na diluicd 1/100, registrados em D.O. ,
foram empregados na onstrucédo de um grafico de dispersdo, cdculando-se d (distancia
relativa) = (D.O. leitura/D.O. ponto de arte) - 1. Todos os resultados foram agrupados em

tabelas, que podem ser acessadas pelo endereqo http://www.tcruzi.hpg.com.br.
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Resultados

Devido a fata de um “Gold Standard” no diagndstico da doenca de Chagas cronica
e indeterminada, procuramos neste trabalho comparar os resultados dos dois testes
comerciais (ELISA Organon e Gull) com o ELISA rec empregando o painel de 298 soros
obtidos dos doadores apds os testes confirmatorios, que tiveram um resultado soroldgico
considerado positivo (reagente an todos os testes), indeterminado (reagente am apenas um
ou dois testes) ou negativo (ndo reagente nos trés testes). Esses resultados estéo

sumarizados na Tabela 1.

Dentre @& 99 amostras triadas pelo conjunto diagnostico da Organon e de a®rdo
com o0s <u critérios de validac®, 5 amostras foram consideradas ndo reagentes, 14
indeterminadas e 80 reagentes. O ELISA rec gresentou, para 0 mesmo paingl de soros, 3
amostras ndo reagentes, 11 indeterminadas e 85 reagentes. Todos 0s 5 soros ndo reagentes
no conjunto Organon apresentaram resultados reagentes no ELISA rec dois eram ndo
reagentes na HAI, um era ndo reggente para HAI e IFl, um erareagente para HAI e IFl e
um soro reggente goenas na HAI. Os 14 soros classficados como indeterminados pelo
conjunto Organon tiveram 11 resultados reagentes e 2 indeterminados pelo ELISA rec com
excecd de um, que deu resultado ndo reaente e que tinha também resultados nédo
reggentes na HAI e na IFl. Em relac@® aos 80 soros reagentes no conjunto Organon: 69
foram consideradas reagentes, 9 foram indeterminados e 2 ndo reagentes pelo ELISA rec
(eles tinham também resultados ndo reagentes pela HAI, porém eram reagentes pela IFl),
Estes resultados apontam para uma sensibili dade ligeiramente maior do ELISA rec (97%),
gquando comparado ao conjunto Organon (95%), se levarmos em conta que amaior parte

dos ros do painel era, de fato, positiva.
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Apenas uma anostra foi testada com o conjunto diagnostico da Embrabio (D.O. =
3.000 e Cut-off = 0.308, incluida aqui entre os resultados do conjunto Organon) e deu

resultados reagentes tanto para aEmbrabio quanto parao ELISA rec

Dentre & 199 amostras triadas pelo conjunto diagndstico da Gull e de a®rdo com
0S <us critérios de vaidac®, 10 amostras foram consideradas ndo reagentes, 59
indeterminadas e 130 reagentes. O ELISA rec de aordo com 0S nosws critérios,
apresentou 24 amostras ndo reggentes, 30 indeterminadas e 145 reagentes. Nove resultados
ndo reagentes no conjunto da Gull apresentaram resultados reagentes no ELISA rec (5
foram ndo reggentes na HAI, um foi HAI e IFl reagente, dois foram HAI reagentes e um
IFl reagente), com excecd de um, que também foi ndo reagente para aHAI. Os 59 soros
classficados como indeterminados pelo conjunto da Gull tiveram 42 resultados reagentes e
7 indeterminados pelo ELISA reg com excec¢® de 10, que deram resultados ndo reagentes
no ELISA rec (um tinha também resultados ndo reagentes na HAI e na IFl, 7 tinham apenas
a IFl regentes, 2 tinham HAI e IFl reagentes). Em relacé aos 130 reagentes da Gull, 94
foram consideradas reagentes, 23 foram indeterminados e 13 ndo reagentes pelo ELISA rec
(um tinha resultado reagente goenas pela IFl, e 12 tinham resultados reagentes pela HAI e
IFl). Estes resultados apontam, neste cao, para uma menor sensibilidade do ELISA rec
(88%), quando comparado ao conjunto Gull (95%), com um nivel menor de concordancia

entre os dois testes do que quando o ELISA recfoi comparado ao conjunto da Organon.

Os resultados da avaliac@ individual de cala amostra pelos conjuntos diagnésticos
para ametodologia ELISA (Embrabio, Organon Teknika e Gull), HAI (Biolab e Wama) e
IFl (Biolab) estdo sumarizados nas tabelas contidas na planilha denominada Chagas

disease sera databank, na pagina http://www.tcruzi.hpg.br.
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A divergéncia entre trés dos testes empregados neste trabalho (ELISA Organon,
ELISA Gull e 0 ELISA reg) foi andlisada d@ravés de um grafico de dispersdo da intensidade
dereac® d = (D.O. leitura/D.O. ponto de wrte) — 1, de cala soro, para cala par de testes
analisados. Este estudo teve por fim avaliar de forma detalhada a ©ncordancia entre os
testes. Para dois ensaios quantitativos espera-se uma reta acendente cmo resultado da

regressio linea dos pares de pontos (dy,d,).

A Figura 1 mostra adispersdo dos resultados para os testes ELISA rec e ELISA
Organon, obtida tomando-se um desvio padrédo para a definicdo do ponto de wrte do
ELISA rec As disténcias s80 maiores a0 eixo das abscissas do que a das ordenadas,
indicando que o ELISA Organon produz uma reac¢® positiva mais intensa do que o ELISA
recombinante. Por outro lado, os testes negativos no ELISA recombinante mostraram em
Seu conjunto pequena distancia a eixo das abscissas, enquanto os resultados negativos no
teste ELISA Organon em geral tiveram um distanciamento maior do eixo das ordenadas, o
gue mostra que o teste ELISA Organon tem uma reac® de fundo menos intensa do que o
sistema ELISA remmbinante. Ndo foi observada meréncia entre valores absolutos de
reac® entre os testes, ndo sendo posdvel gjustar uma reta ascendente na matriz de disténcia

obtida.

A Figura 2 mostra adispersdo dos resultados para os testes ELISA rec eELISA
Gull. As distancias $50 maiores ao eixo das ordenadas do que a das abscisss (4 vezes
maior, em média), indicando que o ELISA recombinante produz uma rea¢é positiva muito
mais intensa do que o conjunto Gull. Por outro lado, os testes negativos no ELISA
recombinante mostraram em seu conjunto pequena distancia @ eixo das abscisss,
enquanto os resultados negativos no teste ELISA Gull em geral tiveram mnuito maior

distanciamento do eixo das ordenadas, 0 que mostra que o teste ELISA Gull tem uma



Barros daRocha, W. M. Avaliacdo deum teste... 73

reac® de fundo quase nula, quando comparada a sistema ELISA recombinante. Mais uma
vez, ndo foi observada weréncia entre valores absolutos de reac® entre os testes, ndo

sendo posdvel gustar uma reta ascendente na matriz de distancia obtida.

Em seguida, foi andlisada também a divergéncia etre os trés testes empregados
neste trabalho (ELISA Organon, ELISA Gull e 0 ELISA req em relacd a IFl através de
um grafico de dispersdo da intensidade. Embora dispersos, os pares de disténcia mostram
coeréncia aitre os ensaios ELISA Organon e IFI, ELISA Gull e IFl e o ELISA rec elFl
(Figuras 3, 4 e 5), com uma dara tendéncia a amento de distancia proporcional ao
aumento dos titulos em IFI. Os testes ELISA Gull e o ELISA rec contudo, apresentaram
um grande nimero de falso-negativos (Figuras 4 e 5), quando comparados ao teste ELISA

Organon (Figura 3).
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Discussao

Os resultados da comparaca entre os testes ELISA rec eELISA Organon mostram
que 0 ensaio recmbinante é ligeiramente mais ensivel do que o ensaio empregando
antigenos purificados de Trypanosoma cruz. Este resultado, que ndo coincide mm o
observado na comparacd entre o ELISA rec eo ELISA Gull, ndo era esperado, pois £
admite que a pequena quantidade de diferentes epitopos disponiveis nos antigenos
recombinantes predisporia ensaios basealos nestes antigenos a uma perda de sensibili dade
em relac® a esaios baseados em antigenos complexos (Luquetti & Rasg, 2000).
Entretanto, outros antigenos recombinantes mostraram-se Uteis no desenvolvimento de
ensalos muito sensiveis (Levin et a 1991, Peralta @ al. 1994 Godsdl et a 1995 Oelemann
et a 1998 Gomes et a 2001), com seqiéncias de aminoaddos repetidas ou ndo. A
introducdo de multipetideos (Ferreira @ al. 2001) ou de peptideos sntéticos com mltiplos
epitopos (Houghton et al., 2000 tem sido uma forma de aumentar a disponibilidade de
epitopos, sem perder a eypedficidade gerada pelo uso de antigenos definidos, mas os
resultados obtidos 0, até ayora, equivalentes aqueles obtidos com o uso de um Unico ou
de dois antigenos recombinantes. A elevada sensibilidade dcancada no presente ensaio,
compativel com aquela descrita para outros antigenos definidos, indica que ha com
freqUéncia uma devada quantidade de anticorpos contra um Unico epitopo, na doenca de
Chagas cronica Este fendmeno foi descrito para os anticorpos produzidos contra HSP70

em diferentes doengas infecdosas (Andrade & Andrade, 1996).

Noss resultados indicam que os testes ELISA Organon e ELISA Gull diferem
entre s de forma notavel, sendo o ELISA Gull bem mais ensivel do que o ELISA rec e
com menor correlac® entre seus resultados e os obtidos por IFl. Vérias podem ser as

causas desta diferenca entre dois ensaios que empregam antigenos purificados. a influéncia
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do estégio de desenvolvimento do parasita (Camargo 1992 Oelemann et al. 1999 Ferreira
& Moraes de Avila 2001), a forma de alltivo e o0 meio de adltura (Oelemann et a. 1998),
os procedimentos de extrac® e asuperficie de fixacé (no caso de ensaios heterogéneos),
gue podem esconder ou expor epitopos que possiem afinidades diferentes para os
anticorpos espedficos ou inespedficos presentes no soro (Schediter & Nogueira 1983).
Estas variaveis levam a grandes dificuldades na producdo industrial dos diferentes lotes
com desempenho comparavel (Ferreira @ a. 2001). Adicionalmente, o desempenho fram
dos dois testes comerciais em noso estudo pode ser devido as respostas imunes espedficas
dos individuos infedados, que variam de regido a regido do pais. De fato, a sensibilidade e
espedficidade dos ensaios variam de a©rdo com a procedéncia dos oros (Carvaho et a.
1993, e a menores foram alcangadas para estes testes quando soros provenientes daregido

Nordeste foram testados (Oelemann et al 1998.

O teste de imunofluorescéncia indireta € geralmente mnsiderado como o teste
comprobatdrio, na auséncia de um “Gold Standard” para o diagnéstico laboratorial da
doenca de Chagas (Ferreira & Moraes de Avila 1995. Nos®s resultados, contudo,
mostram que, embora os titulos na IFl tendam a aimentar com a redividade nos ELISA
com antigeno complexo ou recombinante, ha uma extensa gama de resultados conflitantes,
com soros ndo redivos em |Fl e reagentes nos demais testes, e viceversa. Assm, o teste de
IFl ndo pareceser suficientemente aarado para ser empregado como teste @nfirmatorio,

pelo menos com o protocolo e os reaggentes empregados neste estudo.

A dternativa encontrada pelos bancos de sangue para aimentar a sensibili dade da
sorologia para doenca de Chagas tem sido o emprego de dois ou mais testes
sorodiagnésticos, acangando-se, desta forma, uma sensibilidade proxima a 100%. Este

procedimento, contudo, reduz a epedficidade global, o que leva a uma porcentagem
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significativa de doadores com sorologia indeterminada, implicando no descarte do sangue e
na rejeicd do doador. Este desperdicio seria bastante reduzido, assm como preservado o
conjunto de doadores, se houvesse adisponibilidade de um Unico teste sorodiagndstico com
elevada senshilidade, nas varias &eas endémicas do pais (Gomes et al. 2001).
Adicionalmente, os resultados falso-positivos criam problemas Sciais para os doadores que
forem erroneamente dassficados como positivos (Krieger et a. 1992. O caminho para o
desenvolvimento de um ensaio com estas caaderisticas parece ser 0 uso de aitigenos
recombinantes. Esta é atendéncia em bancos de sangue para & demais patologias, que,
com excecd da sifilis, empregam antigenos recombinantes ou peptideos sntéticos, ou uma

mistura dos dois antigenos, ou ainda aiticorpos monoclonais.

Nos trabalho demonstra a utilidade de um novo antigeno de epimastigotas de
Trypanosoma cruzi para adoenca de Chagas e expde ainconsisténcia entre os resultados

obtidos com diferentes $stemas comerciais de sorodiagnostico para adoencade Chagas.
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Figura 1. Comparac@ entre o conjunto diagnostico da Organon e o ELISA rec através das

distancias relativas.
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Tabela 1. Comparac@® dos resultados reagentes, indeterminados e ndo reagentes dos conjuntos
diagnosticos comerciais com o ELISA rec

N° de amostr as de sor 0s

ELISA Rec Resultados dokit EL1SA da Organon Teknika Resultados do kit ELISA do Gull Laboratories

Resultados Reagente Indeterminado N&o Reagente Reagente Indeterminado N&o Reagente
do kit

Reagente 69 11 5 94 42 9
Indeterminado 9 2 0 23 7 0

NZo Reagente 2 1 0 13 10 1
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