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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o desempenho de diferentes técnicas e antigenos no diagndstico
sorolégico da doenga de Chagas em diferentes Areas endémicas, foram produzidos trés
conjuntos diagnosticos (kifs) para testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) e trés para
imunoensaio do tipe ELISA, empregando antigenos de 7. cruzi dos biodemas 1, II e IIL
{cepas Y, 12-SF e Colombiana, respectivamente). Foram testados 541 soros com
resultados para anticorpos anti-Tcruzi anteriormente conhecidos através dos testes
comerciais de IFI e ELISA: 336 positivos e 205 negativos. O painel de soros, constituido
por sorteio (tabela de niimeros aleatdrios), foi composto por 179 amostras de pacientes
de Virgem da Lapa-MG, 176 de Jodo Costa-PI e 186 do Sertio da Paraiba-PB. Todos os
soros foram submetidos ao teste de IFI quantitativo nas dilui¢Ses 1:40 até 1:2560, na
razdo 2, ¢ ao teste de ELISA, na dilui¢do de 1:100. A andlise dos resultados dos testes de
IFI mostrou eficiéncia de 100%, 99,8% e 97,6% para os biodemas I, II e III,
respectivamente, enquanto nos testes de ELISA a eficiéncia para esses biodemas foi de
93,1%, 94,4% e 93,3%, respectivamente, sem diferenca significativa em relagio 2 4rea
de origem dos soros.
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INTRODUCAO

A pesquisa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em soros de
pacientes com doenga de Chagas teve seu inicio em 1913, com a introdugio da
técnica de fixagio do complemento por Guerreiro & Machado (13), quatro anos
depois de Carlos Chagas (8) anunciar a descoberta da nova tripanosomiase
humana. No decorrer das nove décadas de conhecimentos acumulados sobre a
endemia chagésica, foram incorporadas diversas técnicas de diagnéstico, como
a precipitagdo em gel (18), aglutinagdo direta (15), imunofluorescéncia indireta
(11), hemaglutinagdo indireta (7, 19), ensaio imunoenzimatico (24), floculagdo
rapida em ldmina (14), Western blot (22) e line immunoassay (17). Contudo, nem
todas apresentam desempenho satisfatério, como é o caso das técnicas de
diagnostico parasitologico. O grau de exceléncia do diagnostico da doenga de
Chagas tem sido alcancado pelos testes sorolégicos, em especial, a
immofluorescéncia indireta (IF]), a hemaglutinagdo indireta € o ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), os preferidos na pratica atual. Essas técnicas,
pelo elevado grau de confianga, tém sido aplicadas na avaliagdo do
comportamento da infecgdo, na avaliagdo do impacto das medidas de controle
vetorial em 4reas endémicas (20), no controle da transmissao transfusional, por
excluir chagasicos candidatos 4 doagdo, e na avaliagdo da eficicia do tratamento
especifico da infecgdo chagasica (2, 10). Elas estdo indicadas principalmente na
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de diagnéstico parasitoldgico.

Protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida, Honigberg (1963),
familia Trypanosomatidae, Doflein (1901), e subgénero Schizotrypanum, Chagas
(1909), o Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, nde tem
uma populagio homogénea. Varios estudos mostram diferengas significativas
nas suas caracteristicas bioldgicas, assinalando seu carater heterogéneo. Em
um estudo experimental com camundongos, Andrade (4) demonstrou variagdes
significativas na viruléncia de cepas de T. cruzi, classificando-as em tipo I, de
alta viruléncia, 11, de média viruléncia, e II1, de baixa viruléncia. Posteriormente
essas cepas foram denominadas biodema I, representado pela cepa Y ou Peruana,
biodema I, pela cepa 12-SF, e biodema III, pela cepa Colombiana. Estudos
enziméticos definiram a cepa Y com padrio de zimodema Z2b, a cepa 12 SF com
padrdo Z2 ¢ a cepa Colombiana com padrio Z1 (3). Admite-se que essa
variabilidade biologica dos biodemas pode representar diferentes desempenhos
quando eles sdo empregados no diagnéstico sorolégico da doencga de Chagas.

Com o objetivo de contribuir para a melhoria do diagnéstico sorolégico
da doenga de Chagas crinica, testou-se uma amostra de cada cepa de T. cruzi:
Y, 12-SF e Colombiana, representantes dos biodemas I, II ¢ II1. Para tal, foi
realizado um estudo com soros de pacientes chagésicos de diferentes areas do
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Brasil. Os soros foram testados nas técnicas imunofluorescéncia indireta €
ELISA, utilizando-se as cepas como antigenos. Através dos resultados,
pretendeu-se orientar os fabricantes de kits na utiliza¢do do antigeno, visando
amelhoria do desempenho na identificagdo dos chagasicos, €, também, contribuir
para o melhor controle da infecgfo pelo T.cruzi em servigos de hematologia.

'MATERIAL EMETODOS
Areas de estudo

Para a coleta das amostras sorolégicas foram selecionadas as seguintes
areas: Virgem da Lapa (MG), Sertdo da Paraiba (PB) e Jodo Costa (PI). Os critérios
adotados foram a indicagdo de interrupg¢do da transmissdo vetorial e a presenga
de diferencas na morbidade, revelada em estudos anteriormente realizados no
Departamento de Medicina Tropical, FIOCRUZ.

Painel de soros

Para atender ao objetivo do presente estudo, foram sorteados 541
soros na soroteca do Departamento de Medicina Tropical, Instituto Oswaldo
Cruz, empregando a tabela de nimeros aleatérios. Todas essas amostras de
SOros in natura estio armazenadas em congelador a -20°C, sendo 336 de
pacientes chagasicos e 205 de ndio chagasicos. Os resultados dos soros ja
haviam sido definidos em estudos soroldgicos anteriores, através dos testes
de IFI € ELISA com fragdo antigénica da cepa Y de T cruzi, produzidos e
comercializados por Bio-Manguinhos. Dos 541 soros, 179 eram de pacientes de
Virgem da Lapa (68 soronegativos ¢ 111 soropositivos), 176 de Jodo Costa (60
soronegativos € 116 soropositivos) e 186 do Sertdo da Paraiba (77 soronegativos
¢ 109 soropositivos). Dos 336 soros positivos, 148 eram de pacientes com
cardiopatia cronica e 188, de pacientes sem cardiopatia.

Cepas de T. cruzi

Foram utilizadas trés cepas, representantes dos trés biodemas
previamente caracterizados por Andrade (4), sendo o primeiro biodema
representado pela cepa Y, isolada em Sdo Paulo. Marcada por alta viruléncia,
essa cepa mostrou predomindncia de formas delgadas e acentuado
reticulotropismo no inicio da infecgfo, e predominéincia de formas largas e
miotropismo na infecgdo avangada. O segundo biodema, representado pela
cepa 12-SF, isolada no municipio de Sdo Felipe, apresentou pequeno numero
de formas delgadas e discreto reticulotropismo no inicio da infec¢io, com
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predominéncia de formas largas ¢ de lesGes micocardicas em todo o curso da
infecgdo. No terceiro biodema, representado pela cepa Colombiana, isolada de
um paciente humano da Colémbia, prevaleceram formas largas € miotropismo
em todo o curso da infecgdo.

Testes sorolégicos

Foram produzidos e utilizados os testes de IF1 ¢ ELISA. A producdo
dos kits de cada cepa ocorreu no Laboratério de Reativos Diagnosticos de Bio-
Manguinhos, mantendo todos os procedimentos técnicos utilizados na
produgdo dos kits comercializados.

Imunoflucrescéncia indireta

Consistiu na pesquisa de anticorpos (Ig G) anti-7. cruzi em soros com
antigeno na forma epimastigota, fixadoem lamina. A presenga de anticorpos foi
revelada pela antiimunoglobulina humana conjugada com isotiocianato de
fluoresceina, ¢ a leitura foi feita em microscépio para fluorescéncia por
epiiluminagdo. Seguindo as recomendag¢des do laboratorio responsével pela
producdo do kit acerca da conservagio, titulacio do conjugado, preparo das
amostras, leitura e interpretagdo dos resultados, os testes foram realizados no
Laboratorio de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Tropical,
FIOCRUZ. Cada amostra de soro foi testada a partir da diluigdo de 1:20 e demais
dilui¢des na razdo 2, até a negativagdo. Imediatamente ap6s a montagem final
da lamina, a leitura foi feita por dois observadores, sendo utilizado um
microscopio da marca Zeiss, modelo HBO 50/AC.

Ensaio imunoenzimatico

Consistiu na pesquisa de anticorpos (Ig G) anti-7 cruzi em soros com
antigenos soluveis e purificados de 7. cruzi em microplaca. A revelagdo foi feita
pela adi¢do, em etapas seqiienciais, de conjugado antiglobulina humana marcada
com enzima peroxidase, perdxido de hidrogénio, cromoégeno (tetrametilbenzidina)
¢ 4cido sulftrico para interromper a reagdo. Seguindo as recomenda¢fes do
laboratério fabricante acerca da conservagéo, preparo dos componentes ¢ das
amostras, leitura ¢ interpretacdo dos resultados, os testes foram realizados no
Laboratério de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Tropical,
FIOCRUZ. As amostras foram testadas na diluigZo de 1:100 (padrdo do kit),e a
leitura foi feita em um equipamento automatico da marca Lab System, modelo
EL-3118S, com filtro de 450-630 nm. Foi considerado como indice de reatividade
(IR) da amostra o resultado da razdo entre a densidade optica (DO) obtida e o
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predominéncia de formas largas e de lesGes micocéardicas em todo o curso da
infeccdo. No terceiro biodema, representado pela cepa Colombiana, isolada de
um paciente humano da Coldmbia, prevaleceram formas largas € miotropismo
em todo o curso da infecgdo.

Testes sorologicos

Foram produzidos ¢ utilizados os testes de IF1 ¢ ELISA. A produgdo
dos kits de cada cepa ocorreu no Laboratério de Reativos Diagnésticos de Bio-
Manguinhos, mantendo todos os procedimentos técnicos utilizados na
produgdo dos kits comercializados.

Imunofluorescéncia indireta

Consistiu na pesquisa de anticorpos (Ig G) anti-T. cruzi em soros com
antigeno na forma epimastigota, fixado em 1dmina. A presenga de anticorpos foi
revelada pela antiimunoglobulina humana conjugada com isotiocianato de
fluoresceina, ¢ a leitura foi feita em microscépio para fluorescéncia por
epiiluminagdo. Seguindo as recomendag¢des do laboratorio responsavel pela
produgdo do kit acerca da conservacdo, titulacio do conjugado, preparo das
amostras, leitura e interpretacdo dos resultados, os testes foram realizados no
Laboratorio de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Tropical,
FIOCRUZ. Cada amostra de soro foi testada a partir da dilui¢do de 1:20 e demais
dilui¢des na razdo 2, até a negativac¢do. Imediatamente apds a montagem final
da lamina, a leitura foi feita por dois observadores, sendo -utilizado um
microscopio da marca Zeiss, modelo HBO 50/AC.

Ensaio imunoenzimatico

Consistiu na pesquisa de anticorpos (Ig G) anti-7. cruzi em soros com
antigenos soluveis e purificados de T cruzi em microplaca. A revelagéo foi feita
pela adi¢@o, em etapas seqiienciais, de conjugado antiglobulina humana marcada
com enzima peroxidase, peréxido de hidrogénio, cromogeno (tetrametilbenzidina)
¢ 4cido sulfurico para interromper a reacdo. Seguindo as recomendages do
laboratério fabricante acerca da conservagio, preparo dos componentes ¢ das
amostras, leitura e interpretagio dos resultados, os testes foram realizados no
Laboratério de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Tropical,
FIOCRUZ. As amostras foram testadas na dilui¢do de 1:100 (padréo do kit), e a
leitura foi feita em um equipamento automatico da marca Lab System, modelo
EL-3118S, com filtro de 450-630 nm. Foi considerado como indice de reatividade
(IR) da amostra o resultado da razdo entre a densidade 6ptica (DO) obtida e o
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Quadro 1. Caracteristicas pessoais ¢ clinicas dos pacientes chagasicos com
resultados falso-negativos - titulos maximos de soropositividade
por biodema avaliado no teste de IFI

Origem | Paciente | Idade Sexo |Cardiopata| IFLY |IFLI2-SF| IFLCol
MG 199 59 M Nio 40 40 N
PI 586 78 F Nio 40 40 N
PB 219 41 F Nio 40 40 N
PB 1 75 F Nio 40 40 N
PB 678 45 M Sim 40 | 40 N
PB 304 53 F Sim 40 40 N
PB 425 53 M Nio 40 40 N
PB 61 40 F Nio 80 40 N
PB 459 64 F Nio 80 40 N
PB 27 40 F Nio 80 40 N
PB 408 44 M Sim 80 40 N
PB 1.202 42 F Sim 160 40 N
PB 60 51 M | Sm 40 80 N
PB 294 28 F Sm | 80 80 N
PB 591 53 F Nio 80 80 N
PB 603 66 M Sim 80 80 N
PB 697 43 F Nio 40 N N
PB 1.231 67 F Sim 40 N N

Andlise quantitativa. A média dos inversos dos titulos foi maior nos
testes com o antigeno da cepa Y (biodema I) e decresceu nos testes com os
antigenos das cepas 12 SF (biodema II) ¢ Colombiana (biodema III).
Independentemente da 4rea de origem, sexo, faixa etéria e cardiopatia dos
pacientes, o resultado indicou maior sensibilidade do antigeno da cepa Y para o
diagnéstico da infecg3o chagésica crdnica pela técnica de IFI (Tabela 1). E
independentemente do antigeno empregado, os testes mostraram maior
sensibilidade nos soros procedentes de pacientes de Jodo Costa e nos pacientes
com cardiopatia, em que a média dos titulos de anticorpos foi maior, apresentando-
se crescente com a faixa etdria ¢ ndo associada ao sexo (Tabela 1).
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Tabela 1. IFI: médias dos inversos dos titulos (MIT) das reagdes nos testes
com diferentes antigenos, em fun¢o da drea de origem, faixa etaria,
sexo e cardiopatia dos 336 pacientes positivos

Varidveis Biodema I Biodema 11 Biodema 11T AE
- M £ DP M = DP M & DP *p < 0,05

Area de origem '
Virgem da Lapa (n'= 111) | 252+ 245 207 + 187 153 + 138 Sim
Jodio Costa (n = 116) 346 + 283 278 +274 152 + 132 Sim
Sertdio da Paraba (n = 109) 149 + 122 107 =79 66 + 42 Sim
Todas as reas (n = 336) 251 = 241 198 + 210 125+ 121 Sim
*p < 0,05 Sim Sim Sim
Faixa etdria (anos) _
16-29 (n = 12) 203 % 164 176 + 168 98 + 82 Nio
30-39 (n= 41) 200 =+ 163 183 = 164 114 £ 106 Sim
40-49 (n = 99) 227 = 205 162 + 132 133 £ 134 Sim
50-59 (n=91) 229 & 165 188 = 152 112 + 95 Sim
60-69 (n = 56) 300 + 254 233 £ 215 162 £ 150 Sim
> 70 (n=37) 362 + 438 298 = 414 121 112 Sim
*p < 0,05 Sim Sim . ~ Nio
Sexo ‘
Feminino (n = 206) 246 + 260 192 + 227 115 + 108 Sim
Masculino (n = 130) 257211 | 210 £ 182 145 = 139 Sim
*p<0,05 | Nio Nio Sim
Cardiopatia . . & ._ '
Presente (n = 148). : 286 £303 | 235+276 146 = 141 Sim
Ausente (n = [88) 222 % 175 171 + 132 112 + 102 Sim
*p <0,05 - Sim Sim Sim

*Analise de varidncia; A E = andlise estatistica; M = média; DP = desvio padrio.
Ensaio imunoenziméitico

Andlise qualitativa. No total dos testes realizados com os 205 soros
negativos, foram registrados 36 (17,6%) soros com resultados falso-positivos
em testes com o antigeno do biodema I (com indices de reatividade ~ DO/cutoff
— variando de 1,3 a 1,8); 27 (13,2%) soros com o antigeno do biodema II (com
indices de reatividade variando de 1,4 2 2,4) ¢ 33 (16,1%) soros com 0 antigeno
do biodema III (com indices de reatividade variando de 1,3 a 2,1). Nos testes
realizados com os 336 soros positivos, 3 (0,9%) soros apresentaram-se com
resultados falso-negativos (densidades opticas inferiores ao cutoff) para cada
um dos biodemas utilizados.
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Andlise quantitativa. Nas 333 amostras que mantiveram a
soropositividade inicial, as densidades opticas variaram de 0,156 2 1,914 para
cutoff das placas em torno de 0,084 (Figura 1). A média das densidades Opticas
nos testes com o biodema II foi maior que a apresentada nos testes com os
biodemas I e III. A diferenca nas médias no foi significativa em fungfo das
faixas etarias nos testes em que se empregaram antigenos diferentes.
Empregando os antigenos dos biodemas II ¢ I1I, a média nos homens foi maior
do que nas mulheres, assim como no grupo dos pacientes com cardiopatia, em
que ela superou os pacientes sem a doenca (Tabela 2). A eficiéncia dos testes
com os biodemas I, IT ou III ndo apresentou diferenga significativa (Tabela 2).

tretandn comBATan eficiéncias dos testes de IFI (Tabela 3) ¢ ELISA
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(Tabela 4) em funcdo do biodema empregado como anngeno, observa-se que
foram maiores os percentuais atribuidos aos testes de IFI para todos os

antigenos (Figura 2).
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P
0.084

cut off

0.761

Densidade dptica
1

oo 0.724

média 0.624
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0
Antigenos

cepa 1.& SF cepa Colombiana

Figura 1. ELISA: distribuigdo das densidades Opticas das reagles realizadas
em 336 soros de pacientes chagésicos crénicos, empregando
antigenos das cepas de T. cruzi: biodemas I, I, ¢ III
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Tabela 2. BELISA: médias das densidades 6pticas das reacdes nos testes com
diferentes antigenos, em fungdo da 4rea de origem, faixa etéria, sexo

e cardiopatia dos 336 pacientes positivos

Varidveis Biodema I - Bioderma I Bioderma III AE

= M % DP .M # DP ‘MzDP *p < 0,05
Area de origem '
Virgem da Lapa (n = 111} | 0,683 £0,324 | 0,911 £0,362 | 0,780 + 0,361 Sim
Jodio Costa (n = 116) 10,743 £ 0,299 | 0,903 £0,290 | 0,873 0,280 Sim
Sertfio da Paraba (n = 109) | 0,435 0,258 | 0,449 +0,239 | 0,502 0,281 Nio
Todas as dreas (n=336) | 0,624 +0,323 | 0,761 +0,369 | 0,724 +0,346 Sim
*p < 0,05 - Sim Sim ~ Sim
Faixa etdria (anos) _ - :
16-29 (n = 12) 0,576 £0,362 | 0,730 = 0,451 | 0,722.% 0,380 Nio
30-39 (n = 41) 0,638 0,348 |- 0,735+ 0,425 | 0,720 0,364 Nio
40-49 (n = 99) 0,584 £ 0,331 | 0,736 0,349 | 0,700 + 0,345 Sim
50-59 (n'=91) 10,664 0,307 | 0,774 £0,383 | 0,722 + 0,368 Nio
60-69 (n = 56) 0,587 £ 0,315 | 0,758 £0,342 | 0,740 % 0,359 Sim
>70 (n=137) 0,686 = 0,291 | 0,842 0,434 | 0,775 0,386 Nio
*p < 0,05 ‘Nio Nio Nio
Sexo _ _ '

{Feminino (n = 206) 0,619+0314 | 0,705+0,345 | 0,679+0,334 | Sim
Masculino (n = 130) 0,631 = 0,337 | 0,851+0,390 | 0,796 + 0,354 Sim
*»<0,05 Nio Sim Sim

: Cardbpatia
Preserte (n= 148) 0,642+£0,328 | 0,830+0,378 | 0,772 + 0,349 Sim
Ausente (n= 188) 0,609+ 0,319 | 0,707 £0,354 | 0,687 = 0,341 Sim
*p < 0,05 Nio - Sim Sim
*Anélise _de varidncia; A E = anélise estatistica; M = média; DP = desvio padrio.
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Tabela 3. IFI: Sensibilidade, especificidade ¢ eficiéncia dos testes de acordo -
com os antigenos empregados em 179 soros de Virgem da Lapa, 176
de Jodo Costa ¢ 186 do Sertdo da Paraiba - Brasil

; Antigenos das cepas

Area Parimetros Bioderm I Biodema II Biodema M1

Y 12 SF Colombiana
Sensibilidade 100 100 991
Virgem da Lapa  |Especificidade : 100 100 100
Eficiéncia 100 100 99,4
Sensiilidade 100 100 99,2
Jofio Costa Especificidade 100 100 100
Eficiéncia 100 : 100 99,4
Sensbilidade 100 99,1 89,9
Sertio da Paratba |Especificidade 100 100 - 100
| Eficiéneia _ 100 94 94,1
Sensibilidade 100 ! 99,7 96,1
Todas as dreas | Especificidade 100 - 100 - 100
Eficiéneia 100 99,8 97,6

Tabela 4. ELISA: Sensibilidade, especificidade ¢ eficiéncia dos testes de
acordo com os antigenos empregados em 179 soros de Virgem da
Lapa, 176 de Jodo Costa ¢ 186 do Sertdo da Paraiba - Brasil

Antigenos das cepas

Area Parfimetros Biodenm | BiodemaHl | Biodema III

Y 12 SF Colombiana
Sensbilidade 98,2 100 100
Virgem da Lapa  |Especificidade 719 ' 82,3 : 823
' Eficiéncia 91,6 93,3 933
. Sensibilidade 100 100 100
Jodo Costa Especificidade 81,7 91,7 833
Eficiéncia 93,7 97,2 94,3
Sensbilidade 99,1 972 - 97,2
Sertio da Paraba |Especificidade 87,0 87.0 85,7
Efciéncia - 94,0 93,0 924
Sensibilidade 99,1 99,1 : 99,1
Todas as areas  .|Especificidade - 82,4 86,2 83,9
Eficéncia - 93,1 94,4 93,3
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Figura 2. Comparagdo da efici€ncia dos testes de IFI e ELISA no diagnostico
sorologico da infecgdo chagasica cronica empregando os diferentes
biodemas de 7' cruzi como antigeno

DISCUSSAO

A casuistica estudada pode ser considerada representativa de cada
area endémica, visto que sua formacdo ocorreu de modo aleatério, com
amostragem simples. Entretanto a auséncia de menores de dez anos, indicativa
da interrupg¢do da transmissdo vetorial ou mesmo da auséncia de transmissdo
congénita, ndo permite uma anélise do comportamento da imunidade em todas
as décadas possiveis.

A variagdo no tempo de armazenamento dos soros pode interferir nas
concentracdes e estruturas das imunoglobulinas, determinando variagdes na
reacdo antigeno—-anticorpo ¢ consegiientemente no desempenho do teste. No
presente estudo, os soros in natura tinham de 2 a 8 anos de armazenamento,
mas nenhuma amostra anteriormente positiva nos testes comerciais apresentou-
se negativa concomitantemente nos testes de IFI ¢ ELISA realizados com os
antigenos dos biodemas. Sobre esse aspecto, Zauza (26), ao estudar o
comportamento de IFI e ELISA em um painel de 835 soros previamente positivos
para doenga de Chagas, armazenados a - 20°C, por um tempo de 3 a 15 anos,
observou negatividade somente pela ELISA, em 15 soros (3,7%), 12 deles
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armazenados por mais de 10 anos. Isso indica que ELISA é mais sensivel do
que a IFI na identificacdo de variagOes qualitativas e/ou quantitativas das
imunoglobulinas anti-T. cruzi.

Todos os soros falso-negativos nos testes de IFI, quase que
exclusivamente para o antigeno da cepa Colombiana, eram amostras com baixos
titulos para os demais antigenos (Quadro 1). Esse baixo nivel de anticorpos
pode ser o produto da redugdo gradativa passivel de ocorrer em virtude do
longo periodo de armazenamento, conforme registra Willcox et al. (25), ou mesmo
das caracteristicas especificas desses pacientes, identificadas pela baixa
reatividade apresentada pelas técnicas de ELISA com todos os tipos de
biodemas empregados como antigenos. Essa redugdo de anticorpos, vale dizer,
pode advir também da associagdo dos dois fatores.

A maior média dos titulos de anticorpos nos soros procedentes do
Piaui ¢ a menor nos soros procedentes da Paraiba podem estar associadas,
principalmente, com as diferencas regionais dos estimulos antigénicos dos
parasitos. Independentemente da area de origem dos soros e do tipo de biodema
(antigeno) empregado, a média foi significativamente maior entre os pacientes
com cardiopatia, indicando uma associagfo positiva entre a resposta imune e a
intensidade da doenca, com a possivel participagdo do sistema imune na geracdo
da cardiopatia chagésica cronica.

Os pacientes mais idosos apresentaram médias de anticorpos superiores
as apresentadas pelos mais jovens nos testes de IFI com os antigenos Y e 12-
SF. Isso indica que, quanto maior o tempo de infecgfo, maior serd o nimero de
anticorpos contra a superficie dos parasitas representantes desses biodemas.
Nos testes com o antigeno da cepa Colombiana n3o houve associa¢do com a
faixa etaria, apesar da tendéncia de crescimento semelhante aquela verificada
nos testes com os biodemas I ¢ IL.

No total, a média das densidades Opticas da cepa 12-SF foi
significativamente maior do que as médias das demais cepas empregadas
como antigeno. Isso mostra que os antigenos subcelulares dessa cepa
provavelmente apresentam maior potencial imunogénico do que os das cepas
Y ¢ Colombiana.

Os pacientes com cardiopatia apresentaram maiores médias de
densidades ¢pticas do que os pacientes sem cardiopatia, de modo significativo
nos testes com as cepas 12-SF ¢ Colombiana, 4 semelhanga do observado com
as medias dos titulos nos testes de IFI para todos os biodemas empregados
como antigenos. Essa observagio fortalece a idéia de que h4 uma associagio
direta entre a resposta imune humoral ¢ o desenvolvimento de cardiopatia
chagésica cronica, independentemente do tipo de antigeno que esteja
produzindo o estimulo. Tais dados s@o semelhantes aos observados por Borges-
Pereira et al. (5), Oelemann et al. (16) e Zauza (26). Essa ultima autora verificou
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0 aumento dos niveis de anticorpos séricos anti-7. cruzi no grupo de pacientes
com evolugdo progressiva da cardiopatia chagdsica cronica.

Dentro dos limites do estudo realizado, ao comparar-se 0 desempenho
das técnicas de IFI ¢ ELISA no diagndstico sorologico da doenga de Chagas,
com antigenos de diferentes biodemas, observou-se que a técnica de IFI é mais
eficiente do que a técnica de ELISA (Figura 2), o que confere prioridade a
primeira técnica. Ao aplicarem-se os testes de IFI, devem ser priorizados aqueles
que empregam o antigeno do biodema I (cepa Y); j4 na utilizagio dos testes de
ELISA, dar-se-4 preferéncia para aqueles que usam antigenos do biodema II
(cepa 12-SF) e do biodema II (cepa Colombiana).

As diferengas nos desempenhos de IFI ¢ ELISA, estatisticamente nfo
significativas, decorreram da menor especificidade na técnica de ELISA, que
pode ter sido produto de reagfio cruzada influenciada por anticorpos naturais e
heteroanticorpos, contra diferentes epitopos. Essas discrepincias no
desempenho dos testes sorologicos na doenca de Chagas cronica, referidas
em v4rios estudos (1, 6, 9, 12, 21, 23), tém sido atribuidas, principalmente, s
caracteristicas dos antigenos empregados em cada teste ou as caracteristicas
das casuisticas € até a influéncia do fator técnico-laboratorial na padronizagio
e execugdo da técnica. A anilise de todos esses resultados permite considerar
boa a reprodutibilidade dos testes empregados, o que amplia a confianga em
tais resultados.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi: biodemes performance evaluation of serodiagnosis in
chronic Chagas disease

In order to evaluate the performance of different antigens and techniques in
serodiagnosis of Chagas disease in endemic areas of Brazil, three kits for indirect
immunofluorescence test (IFI) and three kits for enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) were produced, using 7. cruzi antigens of three different biodemes
(1, IT and I1I), representing respectively three strains (Y, 12 SF and Colombiana).
Serum samples (541) were tested with known previous results: 336 seropositive
and 205 seronegative for anti-T. cruzi antibodies tested with IFI and ELISA
commercial tests. This serum panel was created by casting, containing 179
serums samples from patients of Virgem da Lapa, Minas Gerais, 176 from patients
of Jodo Costa, Piaui and 186 from patients of Paraiba backlands. All serums
samples were tested with quantitative indirect immunofluorescence diluted from
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1:40 until 1:2560. The serums samples tested with ELISA were dituted 1:100.
The IFT analysis of the results showed an efficiency of 100%, 99.8% and 97.6%
for biodemes I, I and ITI respectively, while ELISA test showed an efficiency of
93.1%, 94.4% and 93.3% for biodemes I, I and HI respectively. Therefore, these
results indicate a better performance with IFI test, mainly using biodem I and
with ELISA test using biodeme II as antigen. Those values show that results
do not depend on sera origin.

KEYWORDS: Chagas disease. Serodiagnosis. Biodemes. Indirect immuno-
fluorescence. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

REFERENCIAS

1. Almeida E, Krieger MA, Carvalho MR, Oelemann W & Goldenberg S. Use of
recombinant antigens for the diagnosis of Chagas’ disease and blood bank screening.
Mem Inst Oswaldo Cruz 85: 513-517, 1990, '

2. Andrade ALSS, Zicker F, Oliveira RM, Silva AS, Luquetti A, Travassos LR, Almeida
IC, Andrade SS, Andrade JG, Martelli CMT. Randomised trial of efficacy of benznidazole
in treatment of early Irypanosoma cruzi infection. Lancer 348: 1407-1413, 1996.

3. Andrade SG, Magalhides JB. Biodemes and Zymodemes of Trypanosoma cruzi:
correlations with clinical data and experimental pathology. Rev Soc Bras Med Trop
30: 27-35, 1997. '

4, Andrade SG. Caracterizagfio de cepas do Trypanosoma cruzi isoladas no Recdncavo
baiano (contribuigdo ao estudo da patologia geral da doenga de Chagas em nosso melo)
Rev Patol Trop 3: 65-121, 1974,

5. Borges-Pereira J, Willcox HPF, Coura JR. Niveis de anticorpos (IgG) contra T, cruzi e
freqliéncias de cardiopatia crénica chagasica em pacientes de duas dreas end@micas do
Brasil. Anais da II Reuniao de Pesquisa Aplicada em Doenca de Chagas p 17. 1985.

6. Carvalho MR, Krieger MA, Almeida EC, Oelemann W, Shikanai-Yasuda MA, Ferreira
AW, Borges-Pereira J, Saéz-Alquézar A, Dorlhiac-Llacer PE, Chamone DF, Goldenberg
S. Chagas’ disease diagnosis: evaluation of several tests in blood bank screening. -
Transfusion 33: 830-834, 1993,

7. Cerisola JA, Chaben MF, Lazzari JO. Test de hemaglutinacion para el diagndstico de la
enfermedad de Chagas. Prensa Medica Argentina 44: 1761-1762, 1962.

8. Chagas C. Nova tripanosomiase humana.’ Estudos sobre a morfologia e o ciclo evolutivo
de Schizotrypanum cruzi n.gen., n. sp. agente etiologico da nova entidade mérbida do
homem. Mem Insf Oswaldo Cruz 1: 159-218, 1909.

9. Davila EV, Streiger ML, Bovera NM, Fabro D. Comparacidn de 3 reacciones seroldgicas
para infeccién chagisica. Acta de Bioquimica Clinica Latinoamericana XVI: 99-102,
1982.

10. Estani SS, Segura EL, Ruiz AM, Velazquez E, Porcel, BM, Yampotis C. Efficacy of
chemotherapy with benznidazol in children in the indeterminate phase of Chagas’
disease. Am J Trop Med Hyg 59: 526-529, 1998.

1 1. Fife ER, Muschel LH. Fluorescent antibody technique for serodiagnosis of Trypanosoma
cruzi infection. Proceed Soc Exp Biology 10!: 540-543, 1959.

12. Fucs, AP, Fioratti VL, Mello VA, Boianain E, Diagnéstice soroldgico na doenga de
Chagas. Estudo comparativo de diferentes técnicas. Rev Inst Med Trop Sdo Paulo 22:
242-245, 1980.

240 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



13,

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Guerreiro C, Machado A. Da reago de Bordet ¢ Gengou na moléstia de Chagas como
elemento diagndstico. Brasil Médico 27: 225-226, 1913. .

Hoshino-Shimizu S, Camargo ME, Umezawa ES. A rapid slide ﬂoccu}atmn test for the
diagnosis using Trypanosoma cruzi fragments preserved by lyophilization, Am J Tmp
Med Hyg 24: 586-589, 1975.

Muniz J, Freitas G. Contribui¢io para o diagnéstico da doenga de Chagas pelas reagdes
de imunidade entre as rea¢des de aglutinagio ¢ de fixagio do complemento. Mem Inst
Oswaldo Cruz 41: 303-333, 1944.

Oelemann WMR, Teixeira MGM, Costa GCV, Peralta JM, Borges-Pereira J, Castro
JAF & Coura JR. Chagas’ disease serology. Reactivity classification of serum panels
obtained in four different areas in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 91(Supl): 262,
1996.

Oelemann WMR. Vanderborght BOM, Verissimo da Costa GC, Teixeira MGM, Borges-
Pereira J, Castro JAF, Stoops E, Hulstaert F, Zrein M, Peralta JM. A recombinant
peptide antigen line immunoassay optmized for the confirmation of Chagas’ disease.
Transfusion 39: 711-717, 1999.

Packchanian A. Agglutination and precipitation tests for the diagnosis of Trypanosoma
cruzi infection (Chagas’ disease). J immunol 29: 84-85, 1935.

Romaifia C. Aplicacién del método de hemaglutinacion al diagndstico de la enfermedad
de Chagas. Rev Soc Argent Biol 37: 73-76, 1961.

Silveira AC, Vinhaes MC. Elimination of vector-borne transmission of Chagas disease.
Mem Inst Oswaldo Cruz 94(Supl.l}: 405-411, 1999,

Teixeira ARL, Pereira LM. Discrepéncias entre resultados de trés rea¢des soroldgicas
empregadas para diagnéstico da doenca de Chagas. Rev Bras Biol 41: 789-795, 1981.
Teixeira MGM, Borges-Pereira J, Neitizert E, Souza MLNX, Peralta JM. Development
and evaluation of an enzyme linked immunotransfer blot technique for serodiagnosis
of Chagas’ disease. Trop Med Parasitol 4: 308-312, 1994.

Teixeira MGM, Borges-Pereira J, Peralta JM. Avaliagdo de testes sorolégicos aplicados
para a detecgdo de infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. Rev Bras Patol Clin 30: 133-
139, 1994,

Voller A, Draper C, Bidwell DE, Bartiett A. A micro-plate enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for Chagas’ disease. Lancet 1:426-429, 1975.
Willcox HPF, Borges-Pereira J, Coura JR. A sorologia no trabalho de campo - Transporte
e conservacio. Rev Soc Bras Med Trop 22(Sup! II): 103, 1989,

Zauza PL. Avaliacdo dos niveis de anticorpos (Ig G} anti-T. cruzi em soros de pacientes
chagdsicos crénicos de Virgem da Lapa, Minas Gerais, Brasil. Dissertagdo de Mestrado,
Biologia Parasitaria, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2000. 137 p.

Vol. 33 (2): 227-241. jub.-set. 2004 241



