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O diagndstico de laboratério da doenga de Chagas é feito por métodos parasitoldgicos, radiolégicos e por
testes soroldgicos.

Os métodos parasitologicos de diagnéstico podem ser utilizados tanto na fase aguda como na fase crbnica
da doenca.

Na fase aguda sao utilizados métodos diretos para pesquisa de tripanossomas na corrente sanguinea e,
indiretos como o xenodiagnéstico que apresenta elevada sensibilidade. A pesquisa de tripanossomas pode ser feita
por microcospia direta, onde o sangue é examinado entre lamina e laminula, durante as primeiras seis semanas
da doencga. Variaveis do método direto, como a coloragdo de Giemsa, gota espessa, concentragdo do sangue ou
microhematdcrito, aumentam a probabilidade da deteccéo de baixas parasitemias. Uma variavel promissora, o sistema
Quantitative Buffy Coat (QBCA- MeETHOD), que esta sendo utilizado na pesquisa de plasmadios, tem sido aplicado com
sucesso na pesquisa de tripanossomas, principalmente quando o nivel de parasitemia € muito baixo. Varios autores
referem a importancia do método na pesquisa de tripanossomas em recém-nascidos com infecgdo congénita, em
material de medula éssea, em pacientes cardiacos transplantados e em liquido cefalorraquidiano.

O método Polumerase Chain Reaction (PCR) é altamente sensivel para detecgdo de DNA do parasita. Para a
doenca de Chagas poderia representar importante procedimento para os casos com resultados sorolégicos duvidosos. Em
outras palavras, poderia ser utilizado como Gold Standart Test na definicao da etiologia chagasica. Varios pesquisadores tém
estudado a padronizagédo do método para ser aplicado na sele¢ao de doadores de sangue, em inquéritos epidemiolégicos
ou para diagndstico da infecgao congénita. O tempo necessario para execugéo do teste, o alto custo e os falsos resultados
positivos obtidos, decorrentes de contaminagéo ambiental, tém limitado a utilizagdo do método.

Em relagdo a sensibilidade do PCR, Sturm et al. detectaram 0,1% do genoma de um Unico parasita, na
presenca de bilhdes de DNA humano, quando utilizaram um fragmento de cinetoplasto de T. cruzi. Maior sensibilidade
foi obtida por Moser et al., detectando 0,05% de DNA do parasita, utilizando uma sequéncia repetitiva nuclear de DNA.
Experimentalmente em camundongos, o método tem permitido a detecgao de 8 a 10 parasitas em 100ml de sangue.

Chiari, em 1999, comparou PCR com hemocultura e lise mediada por complemento na detecg¢ao da infecgao
por T. cruziem individuos procedentes de diferentes regides do Brasil, endémicas ou néo, e que apresentavam testes
sorologicos positivos, negativos ou inconclusivos. A técnica foi capaz de detectar um parasita integro ou 0,01% de
fragmentos de DNA de T. cruzi circulando no sangue de individuos contaminados. O desempenho da PCR foi avaliado
em 126 amostras de sangue de individuos provenientes de areas endémicas (113) e ndo endémicas (13). O método
foi positivo em 83,5% dos individuos com sorologia positiva, 47,6% dos casos com sorologia negativa e 46,2% dos
casos com sorologia inconclusiva. Dos dez individuos com PCR positivo e sorologia positiva, oito apresentavam
lise mediada por complemento positiva. No grupo controle 100% das amostras foram PCR negativas. Os resultados
sugerem que a PCR poderia ser utilizada como critério de cura pds-terapéutica antitripanossomicida e na selegao
de doadores em bancos de sangue.

Os testes sorologicos sao amplamente utilizados na doenga de Chagas para selecionar doadores em bancos
de sangue, para acompanhamento da terapéutica antiparasitaria, para fins sociais na sele¢ao de trabalhadores, para
confirmar ou excluir uma suspeita clinica e para inquéritos soroepidemioldgicos. O resultado do teste soroldgico é de
probabilidade e sua positividade ou negatividade ¢é influenciada por fatores inerentes aos testes ou ao hospedeiro,
como a prevaléncia da doenca, a sensibilidade e a especificidade dos testes e o0 estado imunolégico do paciente.

Muitos testes tém sido padronizados e aplicados para os diferentes propdsitos acima referidos.

E importante lembrarmos que T.cruzi apresenta grande complexidade antigénica, o que influencia a resposta
imunoldégica do hospedeiro e tem levado diversos pesquisadores, através da biologia molecular e sintese de peptideos,
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a procurarem antigenos, altamente sensiveis e especificos, que sirvam para a pesquisa de anticorpos, quando
fixados a suportes inertes ou para a pesquisa de antigenos circulantes, quando utilizados na producgéo de anticorpos
monoclonais. Stolf, em 1992, definiu como antigeno ideal aquele que deveria estar presente em todas as cepas
isoladas de diferentes areas endémicas, nao estar presente em outros agentes etioldgicos de doencas infecciosas e
parasitarias, ser altamente imunogénico, estavel e facilmente obtido para utilizacdo em testes soroldgicos.

A seguir, vamos abordar os testes que estao sendo utilizados atualmente na sorologia da doenga de Chagas
em diferentes paises do mundo.

Hemaglutinagao

Teste amplamente utilizado para fins de diagndstico, triagem e inquéritos soroepidemiolégicos. Hemacias
de mamiferos ou de aves previamente tratadas por aldeidos, como o formol, sdo sensibilizadas com componentes
antigénicos de T.cruzi, parcialmente ou totalmente solubilizados. O produto liofilizado ou em suspensao apresenta
excelente estabilidade, por longo periodo de tempo mesmo em condi¢gdes adversas de armazenagem e temperatura.
O teste quantitativo ou qualitativo é feito em placas plasticas, normalmente utilizadas para microtitulagdo. Hemacias
frescas, nao tratadas com aldeidos, quando sensibilizadas, apresentam boa sensibilidade na detec¢ao de anticorpos
anti T.cruzi, porém, apresentam baixa estabilidade, mesmo quando conservadas em baixas temperaturas.

Diferentes extratos antigénicos de T.cruzitém sido utilizados para sensibilizar as hemacias. O extrato antigénico
alcalino, obtido por digestao dos parasitas com hidroxido de sédio, e o extrato obtido por sonicagdo de parasitas com
solugdo tamponada de fosfatos sdo os que apresentam melhor desempenho na sorologia da doenga de Chagas. O
tratamento prévio dos soros com 2 mercaptoetanol aumentou a especificidade do teste.

O teste de hemaglutinacao foi testado por Neal e Miles, utilizando a cepa Y cultivada em meio de LIT, em
eluatos de sangue coletado em papel de filtro, de populagbes de diferentes paises da América Latina. Nao foram
observadas diferencgas regionais na resposta de anticorpos, dando a entender que a somatdria de epitopos antigénicos
presentes no parasita compensa eventuais variagdes antigénicas regionais.

O teste de hemaglutinagdo é recomendado para triagem de doadores de sangue, em pequenos bancos de
sangue, por ser pratico, de facil manipulagéo e de baixo custo. O limiar de reatividade do teste deve ser determinado
para cada servigo, principalmente em laboratérios de bancos de sangue que necessitam de testes com maxima
sensibilidade. Atualmente, existem no mercado brasileiro “kits” bem padronizados de diferentes procedéncias, que
atendem as exigéncias estipuladas pelas normas técnicas do Ministério da Saude, conforme dados publicados apés
reunido patrocinada pelo Ministério.

Imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia indireto normalmente é feito com formas epimastigotas de T.cruzi, cepa Y,
obtidas a partir de cultura em meio de LIT. Tripanosomas formolizados s&o fixados em laminas de vidro e incubados
com o soro diluido, por 30 minutos, a 37°C. Apods lavagens, as laminas sdo incubadas com conjugado fluorescente
(soro de carneiro ou cabra anti IgG ou anti IgM humanas marcado com isotiocianato de fluoresceina). Apds incubacgao
e lavagens, o preparado é analisado por microscopia de fluorescéncia. O teste de imunofluorescéncia para pesquisa
de anticorpos IgG anti T.cruzi tem sido considerado como teste de referéncia na sorologia da doenca de Chagas. A
pesquisa de anticorpos IgM anti T.cruzi tem valor significativo no diagnéstico da doenga aguda.

Diferencas antigénicas sdo observadas nos diferentes estagios evolutivos de T.cruzi. Camargo encontrou
titulos de anticorpos mais elevados com formas tripomastigotas do que com formas epimastigotas. Primavera et al.
compararam formas epimastigotas com formas amastigotas e tripomastigotas de T.cruzi. Concluiram que as formas
amastigotas sdo mais reativas para detecgdo de anticorpos IgA anti T. cruzi, principalmente em pacientes com a
forma digestiva da doenca. Esse achado foi importante para corroborar as observagoes feitas por Luquetti et al. que
encontraram casos de pacientes chagasicos, confirmados pelo xenodiagnéstico, com falsos resultados negativos
na pesquisa de anticorpos IgG anti T.cruzi, utilizando formas epimastigotas fixadas em laminas de microscopia. Por
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serem muito reativas, as formas amastigotas podem apresentar falsos resultados positivos, e atencédo especial deve
ser dada ao limiar de reatividade do teste.

Diferentes fatores podem influenciar o resultado do teste de imunofluorescéncia. A qualidade da microscopia de
fluorescéncia e dos antigenos, a diluigdo correta do conjugado e o critério de leitura dos preparados obtidos sao os principais
fatores envolvidos no teste e devem ser rigorosamente padronizados para obtengéo de resultados confiaveis. Para se
considerar uma reagao positiva € necessario que toda a parede celular do parasita esteja fluorescente. Fluorescéncia
pontilhada ao longo da parede pode significar que os parasitas estejam em processo de deterioragdo por umidade residual.
Fluorescéncia de corpo indica uma reagao inespecifica principalmente relacionada a presenca de outras patologias.

Em relagdo ao limiar de reatividade do teste, na triagem sorolégica em bancos de sangue, tem sido
recomendado 1:20 e 1:40. Alguns servigos utilizam limiares mais baixos, o que contribui para o aparecimento de
falsos resultados positivos. Cuidados adicionais como o0 acompanhamento clinico dos doadores soro positivos, sem
antecedentes chagasicos, tém sido recomendados para definicao do verdadeiro quadro clinico do doador e evitar a
sua marginalizagao pela sociedade.

Em laboratérios clinicos normalmente o limiar de reatividade utilizado € 1:40, para a pesquisa de anticorpos
IgG anti T. cruzi.

Enzimaimunoensaio

Ferreira, em 1975, descreveu a padronizagao e a utilizagao do teste de imunoperoxidase no diagnostico da
doenca de Chagas, utilizando formas epimastigotas de T.cruzi, formolizadas e fixadas em [aminas de microscopia
como antigeno e conjugado enzimatico (soro de carneiro ou cabra conjugados a peroxidase). Apds incubagédo com soro
diluido e conjugado, o complexo é revelado com substrato e doador de hidrogénio. O teste padronizado apresentou
a mesma sensibilidade e especificidade observadas para a imunofluorescéncia. O aspecto pratico é que a coloragao
resultante pode ser visualizada por microscopia 6ptica comum, o que reduz consideravelmente o custo do teste.

Voller et al. descreveram o teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para o diagnéstico da doenga
de Chagas. O teste foi padronizado em placas de microtitulagdo, com componentes antigénicos soluveis de T.cruzi
previamente adsorvidos. Apds incubagdo com soro e conjugado enzimatico, a reagao é revelada com substrato e
doador de hidrogénio que libera cor no sobrenadante. A intensidade da coloragéo, proporcional a quantidade de
anticorpos presentes na amostra, é avaliada por espectrofotometria.

O teste imunoenzimatico padronizado abriu amplas perspectivas na sorologia da doenga de Chagas, por ser
sensivel, especifico, com leitura objetiva e passivel de automagéao. A possibilidade de utilizar fragées antigénicas
definidas, obtidas por processos fisicos e quimicos, sintese ou biologia molecular, € um objetivo que esta sendo
investigado por diferentes pesquisadores em diferentes partes do mundo. O exemplo do teste de hemaglutinagao
existe, no mercado, com reagentes bem padronizados para serem usados, principalmente na triagem de doadores
de sangue. Oelemann et al., em 1998, fizeram um estudo para avaliar o desempenho de diferentes reagentes
comerciais. Mostraram que dependendo da area onde as amostras de sangue foram coletadas, a especificidade
dos reagentes variou de 93,3% a 100%, a sensibilidade de 97,7 a 100% e a precisdo de 93,6 a 100%. Nenhum dos
reagentes comerciais apresentou indice de 100% para os parametros avaliados.

Uma das aplicagbes do teste imunoenzimatico € a possibilidade da utilizagdo de antigenos recombinantes
ou peptideos sintéticos fixados a superficie de placas de microtitulagdo. Essa possibilidade podera se tornar uma
ferramenta importante no aprimoramento do diagnéstico sorolégico da doencga de Chagas. Umezawa et al., em 1999,
testaram seis antigenos recombinantes no teste imunoenzimatico: H49, JL7, JL8, B13, A13 e 1F8, em 541 amostras
de soros (304 de pacientes chagasicos e 237 amostras de individuos nao chagasicos) provenientes de nove paises:
Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Colémbia, El Salvador, Venezuela, Guatemala e Honduras. A sensibilidade do ensaio
variou de 93,4 a 99%, e a especificidade foi de 96%. Nesse estudo usando formas epimastigotas do parasita obteve
sensibilidade de 100% e especificidade de 84%. Foi sugerido que a associagao de diferentes antigenos recombinantes
poderia fornecer indices maximos de sensibilidade e especificidade, fato que precisa ser muito bem estudado.
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Western Blotting

Diferentes laboratérios do mundo estdo pesquisando um método de laboratério que seja confirmatério
da infecgdo chagasica. Dos diferentes métodos que estao sendo apresentados, o descrito por Umezawa et al.,
em 1996, parece ser o mais realista no diagndéstico da doenga de Chagas. O método denominado TESABLOT
€ um Western Blotting feito a partir de antigenos de secrecdo e excregao de formas tripomastigotas de T.
cruzi. Trabalhando com amostras de sangue de pacientes chagasicos, formas congénita, aguda e crénica, e
de individuos nao chagasicos os pesquisadores encontraram 100% de sensibilidade e especificidade. Mostrou
que apos a corrida eletroforética e transferéncia para fitas de nitrocelulose, os soros de pacientes cronicos e
agudos reconhecem bandas diferentes. Na nossa experiéncia, o método foi capaz de resolver 80% dos casos
considerados inconclusivos pela sorologia convencional.

Conduta referente a resultados inconclusivos de provas sorolégicas para diagnéstico da doen¢a de Chagas

A sorologia usada como ferramenta de diagndstico fornece resultados que devem ser interpretados
em associagdo com dados clinicos e epidemiolégicos do paciente. Os resultados dependem da sensibilidade
e especificidade do teste empregado e do estado imunolégico do paciente. Muitas vezes, testes de elevada
sensibilidade fornecem resultados clinicos de pouco valor que, inclusive podem interferir negativamente na
conduta do clinico. Para evitar essas interferéncias e entendendo os resultados sorolégicos como de probabilidade,
costuma-se utilizar como conduta dois testes geralmente de principios diferentes para um melhor conhecimento
do estado imunolégico do paciente frente a um determinado processo patolégico. Se de um lado essa é a melhor
alternativa, de outro temos que resolver problemas decorrentes de resultados discrepantes que levam a indefinicao
do diagndstico soroldgico.

Na doenca de Chagas “resultados inconclusivos” sdo frequentes tanto no diagnéstico individual como
na triagem de doadores em bancos de sangue. Na triagem de doadores de sangue durante muitos anos foi lei
obrigatdria no Brasil, para a doenga de Chagas, a utilizagdo de dois testes de principios diferentes para a selegéo
de bolsas de sangue. Inicialmente os bancos de sangue utilizavam, na rotina, os testes de imunofluorescéncia
indireta e hemaglutinagcao na triagem sorolégica. Para o sorologista ficava claro que essa associagao traria
resultados discrepantes uma vez que a sensibilidade e a especificidade dos testes eram diferentes. Mais tarde,
o teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), passivel de ser automatizado, passou
a ser utilizado como principal teste associado a imunofluorescéncia indireta e/ou a hemaglutinagdo. Da mesma
forma, em qualquer uma das associagdes propostas, resultados inconclusivos eram obtidos. Para os bancos de
sangue, a recusa das bolsas de sangue era obrigatéria quando os resultados eram reagentes nos dois testes
ou reagente em apenas um teste. O elevado indice de rejei¢do de bolsas, principalmente quando um dos testes
escolhidos era o de imunofluorescéncia indireta, de leitura subjetiva e de dificil padronizagéo, levou diferentes
setores da hemoterapia a reclamarem por mudancas na lei do sangue. Em dezembro de 2003 foi aprovada pelo
Ministério da Saude em uma nova portaria que regulamentou a triagem sorolégica do sangue. Para a doenga
de Chagas foi aprovada a utilizagao de “um teste soroldgico de alta sensibilidade”. A definicdo do indice minimo
de sensibilidade ficou por conta dos editais publicados pelos bancos de sangue quando da concorréncia para
a compra do reagente.

Para os laboratdrios clinicos a situagao permaneceu inalterada, pois a maioria utiliza dois testes na sua
rotina, seguindo determinacao da Organizagdo Pan Americana da Saude (OPAS) / Organizagdo Mundial da
Saude (OMS).

Na tentativa de sanar os problemas decorrentes de resultados inconclusivos, pesquisadores de varias partes
do mundo procuraram padronizar um teste que fornecesse resultado que expressasse sorologicamente o verdadeiro
estado imunolégico do individuo frente a exposicéo ao T. cruzi.

Varios testes foram apresentados como candidatos a “teste confirmatério” da infecgdo chagasica, como foi
amplamente publicado na literatura. Entre os testes, chama atengao o teste padronizado no Instituto de Medicina
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Tropical de Sao Paulo por Umezawa et al.. O teste denominado TESAblot € um imunoblot com antigenos de secregéo
e excrecao de formas tripomastigotas de T. cruzi obtidos no sobrenadante do cultivo celular do parasita. O teste
apresentou sensibilidade de 100% em todas as avaliagbes feitas até o momento, utilizando painéis de soros de
diferentes paises da América Latina. A especificidade do teste é de 99%, mesmo quando avaliado frente a amostras
de soros de pacientes infectados por Leishmania sp.

Os indices de sensibilidade e especificidade do TESAcruzi garante ao teste valores preditivos positivo e
negativo que o comparam aos testes usados como confirmatérios para comprovagéo da infecgdo pelo HIV.
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