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RESUMO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario que causa a Doenca de Chagas (DC) e o
diagnostico de escolha é feito com base nas fases clinicas da infeccéo,
recomendando-se métodos parasitoldgicos (esfregaco e gota espessa) onde o
parasito € visualizado, na fase aguda (DCA), e métodos imunoldgicos, detectando-
se anticorpos IgG anti-T.cruzi em pelo menos dois testes reagentes na fase cronica
(DCC). Os Kits comerciais usam extratos de T. cruzi circulante em areas endémicas
levando muitas vezes a resultados inconclusivos, e discordantes nas diferentes
populacfes. Nesse sentido é importante o desenvolvimento de testes sorol6gicos
usando também as linhagens de areas ndo endémicas onde o ciclo do parasito é
primariamente silvestre. O objetivo deste trabalho foi investigar a sensibilidade e
especificidade de extratos de antigenos combinados obtidos de isolados de T. cruzi
Tcl e TclV circulantes no Amazonas em soros de pacientes com diagndstico para
doenca de Chagas. Foram testadas 7 combinacdes de extratos de isolados de
humanos com a DCA e vetor, procedentes de 4 municipios do Amazonas. A média
entre as densidades Gticas das combinacdes dos extratos de antigenos em todos
0s grupos de soros dos pacientes, apresentou diferenca significativa p<0.0001. Ao
comparar os valores obtidos dos extratos totais, observou-se 0.89 na &rea da curva
ROC e 95% e 84% de sensibilidade e especificidade respectivamente na
combinacéo do isolado de T.cruzi Tcl obtido de Rhodnius robustus. Observou-se
também 0.87 na area da curva ROC e 89% e 81% de sensibilidade e especificidade
respectivamente na combinagé&o do isolado de T.cruzi TclV obtido de humanos com
a DCA por transmissao oral. Foi observado ainda que quando inseridos os soros de
pacientes com historico de leishmaniose, a especificidade e sensibilidade do teste
baixou, diminuindo assim as areas das curvas ROC em todas as combinacdes

testadas.

Palavras chaves: Doenca de Chagas, ELISA in House, Linhagens Tcl e TclV, Amazonas



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a protozoan that causes Chagas Disease (CD) and the
diagnosis is based on two clinical stages of the infection, recommending
parasitological methods (smear and thick drop) in the acute phase (DCA), where the
parasite is visualized, and immunological methods, in the chronic phase (DCC) by
detecting 1gG anti-T.cruzi antibodies in at least two reagent tests. The commercial
kits use extracts of T. cruzi circulating in endemic areas, often leading to inconclusive
results, and discordant in different populations. In this sense, it is important to
develop serological tests also using lineages from non-endemic areas where the
parasite cycle is primarily wild. The objective of this work was to investigate the
sensitivity and specificity of extracts of combined antigens obtained from isolates of
T. cruzi Tcl and TclV circulating in Amazonas in sera of patients diagnosed with
Chagas disease. Seven combinations of extracts from human and vector isolates
were tested, from 4 municipalities in Amazonas. The mean between the optical
densities of the combinations of the extracts of antigens in all the groups of sera of
the patients, presented significant difference p <0.0001. When comparing the values
obtained from the total extracts, 0.89 was observed in the area of the ROC curve
and 95% and 84% sensitivity and specificity respectively in the combination of the
T.cruzi Tcl isolate obtained from Rhodnius robustus. It was also observed 0.87 in
the area of the ROC curve and 89% and 81% of sensitivity and specificity
respectively in the combination of the T. cruzi TclV isolate obtained from acute CD
humans. It was also observed that when the sera of patients with a history of
leishmaniasis were inserted, the specificity and sensitivity of the test decreased, thus
reducing the areas of the ROC curves in all tested combinations.

Key words: Chagas disease, ELISA in House, Tcl and TclV strains, Amazonas
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RESUMO LEIGO

A Doencga de Chagas (DC) acomete pessoas de todas idades em duas fases, uma
aguda (periodo inicial) e a crbnica (fase tardia). Na fase aguda a doenca é
identificada através do exame gota espessa 0 mesmo exame para malaria, na fase
cronica o método recomendado é o sorologico, que busca identificar anticorpos.
Esse parasito circula em diferentes espécies de animais além do homem e entre
diferentes espécies de insetos conhecidos como barbeiros, sofrendo modificacdes
durante a mudanca de hospedeiros. No diagndéstico sorolégico os testes mostram
resultados confusos. Neste trabalho foram testadas combinacfes de protozoarios
isolados de pacientes com a doenca aguda e de triatomineos para o diagndstico
soroldgico realizado em laboratorio. Foi observado que combinando extratos de
parasitos os testes tiveram melhor resultado. Foi observado também que as
amostras dos pacientes que tinham histérico de leishmaniose, foram positivas, o
gue indica a possibilidade de uma reatividade cruzada.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Chagas é uma parasitose originaria do continente americano,
causada pelo Trypanosoma cruzi. Descoberta ha mais de 100 anos é considerada
negligenciada, e problemas de saude publica de grande impacto socioeconémico
(1,4,5,6).

1.1. Epidemiologia

Considerada uma doenca da América Latina, nas Ultimas décadas tem se
dispersado, para os Estados Unidos, Canada e outros continentes, principalmente
0 europeu e asiatico através do movimento migratorio de pessoas infectadas (Figura
1). Estima-se que haja no mundo entre 6-7 milhdes de pessoas infectadas, sendo
aproximadamente 1,6 milhées no Brasil. Estima-se que no mundo tem 25 milhdes

de pessoas em risco de infec¢do, causando mais de 7000 mortes por ano (1).

Estimated nismber of Torux Infecind casaes

[ ] %o data availabie
@ so0-sosse ] Mot applcatie & 0//;

a . 80 D00 - B899 529

. 500 000
Figura 1. Casos da Doenca de chagas reportados pela OMS (Fonte: WHO).



1.2.  Agente etiologico

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado de ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e subgénero Schizotrypanum. E
caracterizado por possuir um unico flagelo e o cinetoplasto que possui volume
demasiado excedente dos limites da membrana parasitaria, sendo este uma
organela que contém DNA e localiza-se na mitocondria. Se apresenta em trés
formas evolutivas, identificadas morfologicamente pela posi¢éo do cinetoplasto em
relacdo ao nudcleo celular e pelo surgimento do flagelo, sendo elas: amastigotas
(intracelular e reprodutiva), epimastigotas e tripomastigotas. E um parasito
heteroxeno, que apresenta um ciclo complexo em diferentes hospedeiros
vertebrados e invertebrados (Fig. 2) (8,9,13,25).

Para se adaptar aos diferentes microambientes dentro de seus hospedeiros,
o T. cruzi sofre modificacbes biolégicas que causam diferenciacdo em suas
estruturas e metabolismo, viabilizando a infec¢cdo. Os animais hospedeiros do ciclo
do parasito incluem um mamifero e um hematéfago onde atua como um vetor
principal que pertence a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae (13,25).

Formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do 1
triatomineo penetram a pele ou mucosa do hospedeiro
vertebrado, atingem a corrente sanguinea e penetra
macréfagos

Dentro da célula, ha a diferenciacéo
para formas amastigotas que
No final do tubo digestivo se multiplicam-se por divis&o binaria
transformam em tripomastigotas
metaciclicas, forma infectante para
0s vertebrados

Amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas sanguineas, sendo
liberadas na corrente sanguinea, para
infectar novas células

No inseto, o T. cruzi passa por |
uma sequéncia de
transformacdes e divisdes ao
longo do intestino

Formas Formas

Epimastigotas Esferomastigotas
O triatomineo, no repasto
K sanguineo ingere sangue do
\ hospedeiro vertebrado, infectado

com formas tripomastigotas
sanguineas

Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi. Fonte:Sousa, DRTS, 2018, adaptado



1.3. Classificacdo do Trypanosoma cruzi

Por ser um parasito de ampla distribuicdo geografica, e ter um ciclo de vida
complexo, diferentes formas morfologicas e diferentes hospedeiros, o T. cruzi
possui diversidade genética. Ao longo do tempo, foram propostas diferentes

classificacdes (21).

Em 1974 foi proposta a primeira classificagdo tendo como parametros as
lesBes histopatologicas das fases aguda e crénica da DC, denominado de
“‘biodemas”. Posteriormente, as diferencas isoenzimaticas o classificaram em
zimodemas. A classificacdo atual tem como base caracteristicas genotipicas e foi
apresentada em 2009, dividindo-o em grupos chamados unidades de tipagem
discreta (DTU: Discrete Typing Units), de Tc | até Tc VI e TcBat levando em
consideracao aspectos eco-epidemiologicos e patogenicidade. Pode se observar a

distribuicdo das DTU em diferentes regi6es como mostra a Figura 3. (21-23, 65).

No Amazonas, tem se reportado as linhagens Tcl, Tclll e Tc IV, nos casos
agudos, TclV relacionado ao consumo alimentos contaminados, principalmente o

suco do acai, e Tcl em casos cronicos (16,26—29).

Figura 3. Distribuicdo geografica das diferentes DTU's de T. cruzi.

Fonte: Zingales (21)



1.4. Vetor — Hospedeiro invertebrado

Os triatomineos ou “barbeiros” sdo insetos da ordem Hemiptera, Familia
Reduviidae, subfamilia Triatomine agrupados em 18 géneros, com
aproximadamente 140 espécies, onde estdo aquelas consideradas vetores da
doenca de Chagas, Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus sdo 0s géneros de maior
importancia meédica (14,15). No Brasil foram encontradas 62 espécies, dentre as
quais pelo menos 10 sdo consideradas vetores sendo as espécies vetores
predominantes Rhodnius pictipes, Rhodnius robustus e Panstrongylus geniculatus
(16,17)

O ciclo de vida do barbeiro comegca com um estagio de ovo e passa por 5
fases ninfais até a fase adulta, todos estritamente hematéfagicos, necessitando do
sangue para evolucdo em seu desenvolvimento nos diferentes estagios e
oviposicdo da fémea. Durante a hematofagia podem se alimentar de sangue de
mamiferos que podem atuar como hospedeiros ou reservatoérios do T. cruzi (10—
12).

1.5. Reservatério — Hospedeiro vertebrado

A principal forma de transmisséo do T. cruzi ao homem é a vetorial, e nesse
contato inicial a forma tripomastigota metaciclico, é a forma circulante e infectante,

eliminada pelas fezes ou urina do triatomineo (13).

Tanto o homem como outros mamiferos sdo importantes para o ciclo do T.
cruzi. Os mamiferos servem de reservatorio mantendo assim a dispersdo do T. cruzi
e consequentemente da doenca. Tem sido encontrado aproximadamente 180
espécies de mamiferos infectados com T. cruzi, os quais pertencem as ordens:
Didelphimorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora,

Primata, Perisodactyla (18,19).

Ha descricbes que a espécie Didelphis marsupiais além de atuar como
reservatorio, também atua como vetor, devido as formas flageladas do parasita que
tem sido encontrada nas glandulas anais de alguns animais coletados, permitindo

assim a liberagéo de fluidos contaminados e facilitando a disperséo do parasito (18).



No Amazonas, tem sido descrito a presenca de marsupiais infectados com T. cruzi
(20)

1.6. Formas de transmissao

A forma classica de transmissédo da doenca de Chagas para o homem, nas
areas endémicas, € a vetorial, isso ocorre porque ha domiciliacdo de triatomineos.
No entanto, outras formas de transmissédo também podem acontecer: a congénita,
a transfuséo ou transplante, acidentes laboratoriais e a oral que é mais comum no
ciclo silvestre uma vez que animais vertebrados podem se alimentar de barbeiros

infectados com o T. cruzi (30).

A transmissao oral para o homem, pode ocorrer quando algum alimento ou
bebida contaminado é ingerido. No Brasil e em outros paises como Colémbia e
Venezuela tem sido reportado surtos pelo consumo de sucos de frutas regionais
contaminados (31,32). Entre os anos 2005 e 2013 o Ministério da Saude reportou
112 surtos no Brasil, predominantemente na regido norte com 91% dos casos totais,
por transmisséo oral (16,33).

1.7. Aspectos clinicos

Apos a infeccdo a doenca de Chagas pode ou ndo, se manifestar
sintomaticamente, em duas fases clinicas, a fase inicial em que se apresenta alta
parasitemia, chamada de fase aguda e a fase cronica indeterminada que se
apresenta com baixa parasitemia, sendo observada manifestacdes clinicas

tardiamente (34).

A transmisséo vetorial tem um periodo de incubacao de 4-15 dias, a oral de 3-
22 dias e na transfusdo de sangue tem um periodo de 30-40 dias. A doenca de
Chagas aguda (DCA) pode durar de 3-8 semanas, depois dessa fase, entra na

cronica (DCC), a qual pode durar entre 15-20 anos ou pela vida toda (35).

Na fase aguda sintoméatica, pode se observar, febre, cefaléia, mialgias,
astenia, edema, rash cutaneo, adenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia,

ascite, linfadenopatia, taquicardia e em casos muito graves pode se apresentar até



meningoencefalite; no caso da transmissdo vetorial pode apresentar sinal de

Romafa ou chagoma (35-38).

Na fase cronica a DC pode ser indeterminada se ndo apresentar sintomas nem
comprometimento cardiaco, observado pelas alteracdes no eletrocardiograma e nas
radiografias do coragéo, esofago ou colon. No entanto, é possivel serem detectados
anticorpos 1gG especificos para T. cruzi o que representa infeccdo pregressa. A
intalacdo de DCC é caracterizada pelas altera¢des cardiacas e/ou digestivas como
cardiomegalia, megaes6fago e megacélon, aproximadamente entre o 20-30% dos
cronicos desenvolve a forma cardiaca, apresentando arritmias, insuficiéncia
cardiaca e fenbmenos tromboembdlicos. A forma digestiva apresenta dilatactes
patologicas do es6fago e cdélon (14,15,34,35,5).

1.8. Diagnostico laboratorial

Para o diagnostico laboratorial da doenca de Chagas é importante saber em
qual fase da doenca o paciente se encontra, para recomendacdo do meétodo
diagnéstico (24).

Na DCA a parasitemia € alta, recomendando-se exames parasitologicos,
através da coleta e observacdo de formas tripomastigotas no sangue. A gota
espessa e o esfregaco, sao os métodos utilizados. O método soroldgico é usado
como exame complementar. Na fase aguda, detecta-se os anticorpos anti-T. cruzi
da classe IgM (35,52).

Na DCC, devido a baixa parasitemia o0 método recomendado € o sorolégico, e
para que um diagnostico laboratorial seja considerado positivo € preciso realizar e
haver reatividade em pelo menos dois testes soroldgicos de principios diferentes.
Nessa fase os anticorpos detectados sdo anti-T. cruzi classe IgG, e os métodos
recomendados sao Imunofluorescéncia Indireta (IFI), a Hemoaglutinacdo (HAI) e o
Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (ELISA). Quando se tem resultado
discordante, um teste reagente e outro ndo reagente, é preciso do uso de um
terceiro teste que seja mais especifico, como o por exemplo o Western Blot
(34,35,52-54).



Segundo a OMS, o teste sorolégico ideal deveria ser facil de executar, rapido,
barato, que ndo necessite de equipamentos ou refrigeracdo de reagentes e que
apresente uma sensibilidade e especificidade de 100%. No entanto, os testes para
doenca de Chagas ndo apresentam tais caracteristicas, sendo necessario pelo

menos dois testes reagentes para fazer o diagndstico laboratorial (52,66).

Os testes sorolégicos podem ser classificados como convencionais e néo
convencionais, sendo 0s convencionais aguele que usa antigenos do parasito total
ou parcial, e os ndo convencionais quando é usado proteinas recombinantes,
purificados ou peptideos sintéticos. Cada teste tem diferente principio e ja tem sido
descrito a possibilidade de serem discordantes uns com o0s outros. Essas
discrepancias se devem a diferentes fatores, uma das principais € a reatividade
cruzada que o T. cruzi apresenta com outros parasitos, principalmente o da
Leishmaniose, sendo esse fator um dos mais descritos pelos autores quando testam
metodologias que usam antigenos totais. Outros fatores que podem influenciar nos
resultados discordantes sdo a preparacdo do antigeno e o estadio do parasito

guando é feita a obtencao do antigeno (52,55-60).

A técnica de ELISA- in house € muito recomendado, jA que os testes
comerciais utilizam linhagens que na maioria das vezes, ndo € a mesma que se
encontra na regido onde sao aplicados os testes. Pelo motivo que a utilizacdo de
antigenos preparados com linhagens autdctones incrementa a sensibilidade do
diagndstico. Além disso, a diferenca das linhagens encontradas nas Américas pode
influir na variabilidade da resposta imunitaria dos individuos infectados
(55,58,60,3,61-63).

1.8.1 Enzyme Linked Immunoassorbent assay (ELISA)

Os imunoensaios sao testes que utilizam como reagente os anticorpos, onde
o desenvolvimento se deu no ano de 1960 com o método de radioimunoensaio.
Baseado nessa técnica, foram desenvolvidos outros métodos, como a técnica de
ELISA, a qual utiliza enzimas como: peroxidase, fosfatase alcalina, entre outras,
ligadas a um dos reagentes para assim realizar a quantificacdo no momento de
adicionar o substrato ou cromdgeno que vai reagir com a enzima. O ELISA possui

trés metodologias principais, o direto, indireto e o sanduiche (67,68).



O ELISA indireto, de forma geral, funciona quando se pde o antigeno em uma
fase solida, onde consegue se aderir a superficie pela incubacdo. Em cada passo
séo realizadas lavagens para excluir tudo o que néo esteja aderido nesse sistema
solido. Posteriormente séo incubados 0s anticorpos que estdo presentes nos soros
dos pacientes e em caso de ter anticorpos especificos para o antigeno, vao se ligar.
Quando contrario, no momento da lavagem, eles vado ser descartados e
posteriormente é adicionado ao anti-anticorpo que se unem aos anticorpos
presentes na rea¢do antigeno-anticorpo. Esse anti-anticorpo vai estar marcado com
uma enzima, a qual vai reagir com o substrato que sera adicionado posteriormente,
gerando uma reacao colorimétrica que pode ser medido pelo espectrofotébmetro. A
vantagem desse sistema € que o anti-anticorpo ndo é especifico para um sé
antigeno e sim para a espécie do anticorpo, sendo altamente usado no diagnostico
guando se trabalha com muitas amostras. Entretanto, o sistema apresenta
desvantagem de grau variavel de uniées nao especificas, isso tende a alargar a

variabilidade dos resultados no ensaio. (68)

Para a validacdo de um teste os primeiros parametros precisos sao a
sensibilidade e a especificidade diagnéstica. A sensibilidade diagnostica € a
proporcdo de pacientes de referéncia infectados, sdo os positivos no ensaio. Os
pacientes infectados que estdo com teste negativo séo considerados como falsos
negativos, tendo que a sensibilidade é a probabilidade de que um paciente
verdadeiramente infectado seja positivo no teste. De outro lado, a especificidade
diagnostica € a proporcdo de pacientes de referéncia ndo infectados, sdo os
negativos no ensaio. Os pacientes ndo infectados e com teste positivo s&o
considerados como falsos positivos, tendo que a especificidade é a probabilidade

de um paciente verdadeiramente sadio ter um resultado negativo no teste (68,69).

Quando se obtém os parametros de verdadeiros positivos e negativos, 0s
valores preditivos podem ser calculados. Onde valor preditivo positivo é a
porcentagem de pacientes que verdadeiramente tem a doenca e que foram
avaliados pelo teste como positivos e o valor preditivo negativo é a porcentagem de
pacientes verdadeiramente sadios, sem a doenca, e que no teste foram negativos
(68).



Os parametros de sensibilidade e especificidade podem ser avaliados com a
curva Receiver Operating Characteristics (ROC). A analise ROC funciona avaliando
o desempenho do sistema em termos de Se(sensibilidade) e 1 — Sp(especificidade)
para cada valor observado da variavel discriminadora, assumida como um limite de
deciséo. No caso da ELISA, que produz valores continuos, o valor de cut-off pode
ser deslocado ao longo de uma faixa de valores observados, e Se e 1-Sp sao
estabelecidos para cada um deles. Isso significa, que o curva ROC permite a andlise
de diferentes pontos (68,70).

O gréfico da curva ROC de ensaios diagndsticos que consegue distinguir entre
as amostras positivas e negativas de referéncia passa a coordenada (0;1), o que é
equivalente a Se=Sp=100%, isso daria como resultado uma area de 1.0 da curva
ROC, e o estudo da area abaixo da curva (AUC), a qual avalia as probabilidade de
(1-Sp) e Se, € a caracteristica estatistica mais importantes que gera a curva ROC
(68).

1.9. Doenca de Chagas na Amazo6nia

A Amazonia brasileira foi considerada por muito tempo como uma regido sem
registro da doenca de Chagas. Os primeiros quatro casos de doenca de Chagas
aguda foram registrados em 1966 em Belém, Par4, com suspeita de transmisséo
oral, devido a auséncia de triatomineos na residéncia (39).

Doenca de Chagas no Amazonas

No Amazonas, 0s primeiros casos detectados da doenca de Chagas foram
na fase crénica em 1977 no municipio de Barcelos utilizando o método sorolégico,
jd no ano 1979 foi encontrado o primeiro caso da doenca de Chagas aguda no
municipio de S&o Paulo de Olivenca (40,41).

No ano de 2004, registrou-se o primeiro surto da DC aguda, pela transmissao
oral, no municipio de Tefé com nove casos. A partir de entdo mais sete surtos, foram
notificados (Fig. 4) (16,27,42,43).
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Figura 4. Mapa dos municipios com reporte de surtos.
Fonte: Ortiz, 2019.

Casos agudos isolados, também tem sido detectado, pelos microscopistas
da vigilancia em malaria, bem como casos crbénicos a partir de triagem para doacao
de sangue, ambulatérios de doenca cardiaca e inquéritos sorologicos realizados na
regiao (16,28,44-51).

Estima-se uma frequéncia de 1,9% na populacéo estudada; os triatomineos
vetores apresentaram uma taxa de infeccdo natural de 30-50% e o0s reservatorios
silvestres de 50-70% (16,20,46).

Nos inquéritos sorologicos realizados no Amazonas tem se encontrado
divergéncias nos resultados dos kits comerciais usados, dificultando o diagndstico
da doenca de Chagas crbnica. Os testes comerciais disponiveis nho mercado séo
produzidos usando linhagens Tcll, TcV ou TcVI, os quais séo linhagens ainda n&o
descritos no Amazonas e isso pode afetar na sensibilidade e especificidade destes
testes. (16,48,55,64)

Devido aos resultados discordantes dos testes sorolégicos comerciais
disponiveis e a falta de kits produzidos usando linhagens Tc | e Tc IV, € importante
o desenvolvimento de testes soroldgicos usando linhagens do Amazonas. A técnica
de ELISA- in house usando combinacdo de extratos de antigenos obtidos de
isolados de T. cruzi autéctones do Amazonas, pode ser uma boa ferramenta no

diagndstico.

10
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar a sensibilidade e especificidade de extratos de antigenos
combinados obtidos de isolados de T. cruzi Tcl e TclV circulantes no

Amazonas em soros de pacientes com diagnostico para doenca de Chagas.

2.2. Especifico

Estimar a sensibilidade e especificidade da combinacdo de diferentes
extratos de antigenos, T. cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas, em soros

positivos e negativos de pacientes com diagnéstico para DCC.

Estimar a sensibilidade e especificidade da combinacdo de diferentes
extratos de antigenos, T. cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas, em soros de

pacientes com historico de Leishmaniose.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO-MANUSCRITO

Avaliagdo da Atividade Antigénica de Extratos Combinados de
Trypanosoma cruzi Tcl e TclV Circulantes na Regido Amazonica

Sabrina Silva de Brito! Susan Smith Dorial, Adriano Gomes-Silva3, Matheus
Martins Monteiro?, Arineia Soares da Silval, Jessica Vanina Ortizt, Débora Raysa
Teixeira de Sousa, Emily de Sousa Moura®*, Rubens Celso Andrade da Silva
Junior?, Jorge Augusto de Oliveira Guerral?, Maria das Gracas Vale Barbosa

Guerral?

1.Universidade do Estado do Amazonas (UEA); 2. Fundacdo de Medicina
Tropical do Amazonas. Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) 3. Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI-FIOCRUZ); 4. Universidade Federal do
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Resumo

A tripanossomiase americana é uma doenca negligenciada que se manifesta em
uma fase aguda onde recomenda-se 0 exame parasitolégico pela alta
parasitemia, e em uma fase cronica na qual é recomendado o exame sorolégico
devido a baixa parasitemia. Para ser considerado como um diagnéstico positivo
€ preciso que pelo menos dois testes sorolégicos se apresentem reativos, entre
esses testes esta 0 ensaio imunoenzimatico — ELISA. Nos estudos de sorologia
para doenca de Chagas, na regido Amazénica, tem sido encontrados resultados
discordantes nos testes soroldgicos comerciais disponiveis e ha a falta de kits
produzidos usando linhagens do Amazonas sendo importante o
desenvolvimento de testes sorologicos usando essas linhagens. O objetivo deste
estudo foi investigar a sensibilidade e especificidade de extratos de antigenos
combinados obtidos de isolados de T. cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas.

Foram testadas pelo método de ELISA-in house sete combinagdes de extratos
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de T. cruzi Tcl e TclV isolados de humanos e triatomineos, procedentes de
quatro municipios do estado do Amazonas. A média entre as densidades oticas
das combinacdes dos extratos de antigenos em todos os grupos de soros dos
pacientes, apresentou diferenca significativa p<0.0001. Ao comparar os valores
obtidos dos extratos totais, observou-se 0.89 na area da curva ROC e 95% e
84% de sensibilidade e especificidade respectivamente na combinacdo do
isolado de T.cruzi Tcl obtido de Rhodnius robustus. Observou-se também 0.87
na area da curva ROC e 89% e 81% de sensibilidade e especificidade
respectivamente na combinagao do isolado de T.cruzi TclV obtido de humanos
com histérico de transmisséo oral. Foi observado ainda que quando inseridos os
soros de pacientes com histérico de leishmaniose, a especificidade e
sensibilidade do teste baixou, podendo ser associada com reatividade cruzada,
diminuindo também as é&reas das curvas ROC em todas as combinactes

testadas.

Palavras chaves. Doenca de Chagas, ELISA-in house, Linhagens Tcl e TclV,

Sorologia.

Introducao

A doenca de Chagas-DC, originaria da América Latina, é atualmente um
problema de saude mundial, incluida no grupo das doencas negligenciadas, uma
vez estima-se que haja entre 6-7 milhdes de pessoas infectadas e dessas, 1,6

milh&o estédo no Brasil (1).

Na Amazobnia, nos ultimos anos, tem aumentado a frequéncia de registros de
casos agudos, sobre tudo, em surtos por transmissao oral, pelo consumo de acai
(2), e, muitas situacdes diferem das regifes endémicas como por exemplo: a)
seu agente etioldégico o Trypanosoma cruzi (protozodrio heteréxeno), é mantido
em ciclo silvestre complexo, facilitado pela alta diversidade de espécies,
possibilitando a troca de hospedeiros, mamiferos e insetos hematofagos, os
triatomineos (3), resultando em modificacdes bioldgicas, diferenciacdo em suas

estruturas e metabolismo; b) tem se reportado trés das sete linhagens do T. cruzi
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Tcl, Tclll e TelV (2,4-7) (o T. cruzi esta classificado em sete Unidades Discretas
de Tipagem-DTU, (Discrete Typing Units) Tcl-TcVI (8), e TcBat (9); ¢) o homem,
se insere no ciclo do T. cruzi, eventualmente, na maioria das vezes
acidentalmente, se infectando, manifestando ou ndo sintomatologia; - os casos
registrados na fase aguda, sdo detectados através de exame parasitolégico a
gota espessa (10); d) os casos da doenca cronica, principalmente indeterminada,
sdo detectados através de testes imunoldgicos em bancos de sangue e

inquéritos sorolégicos (11).

No diagnostico da DC na fase aguda, devido a alta parasitemia,
recomenda-se 0 uso de exames parasitoldgicos, e complementa-se com exames
sorolégicos detectando-se imunoglobulinas IgM; na fase cronica por haver baixa
ou nenhuma parasitemia, € recomendado o exame sorologico, detectando-se
imunoglobulinas IgG, nesse caso € necessario pelo menos dois testes reativos,
0 ensaio imunoenzimatico - ELISA, a hemaglutinacdo indireta — HAI, a

imunofluorescéncia indireta — IFI ou Western blot (12,13).

Em inquéritos soroldgicos realizados no Amazonas tem se encontrado
divergéncias nos resultados dos kits comerciais usados, dificultando o
diagndstico da doenca de Chagas cronica, uma vez que séo testes produzidos
com linhagens nao descritas como circulantes nessa regidao (4,11,14,15),
supdem-se que isso possa afetar a sensibilidade e a especificidade dos testes.
Além disso, tem-se encontrado casos de infeccéo tanto em humanos (16), como
em triatomineos vetor (17), com mais de uma linhagem, tornando de grande
relevancia os estudo sobre as linhagens circulantes em diferentes regides
geograficas, testando-se a sensibilidade e especificidade de extratos de
antigenos obtidos de isolados de T. cruzi autéctones. Assim, o objetivo desse
estudo foi testar através da técnica de ELISA-in house extratos de antigenos
combinados, obtidos de T.cruzi autoctones do estado do Amazonas.

Material e métodos

O estudo foi realizado no laboratorio de Entomologia da Fundacgéo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD, instituicdo de referéncia para
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doencas infecciosas e tropicais da regido amazonica e faz parte de um projeto
maior financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas-
FAPEAM, Edital Universal 2018.

Massa parasitaria. Para a producdo da massa parasitaria foram utilizados
diferentes isolados de Trypanosoma cruzi proveniente de pacientes com doenca
de Chagas aguda e de vetor, de diferentes municipios do estado do Amazonas
como mostrado na Tabela 1. Esses isolados estavam preservados em nitrogénio
liquido no laboratério de Entomologia da FMT-HVD, e foram descongelados e
cultivados no meio NNN, para posterior cultivo em meio Schneider suplementado
com 20% de soro fetal bovino (SFB) para multiplicacdo das formas epimastigotas
de forma axénica. Ao término do cultivo, a massa parasitaria foi obtida pela
centrifugacéo, 20 min a 3500 x g por 20 minutos, a 4°C, das formas parasitarias
suspensas no meio de cultura. O sobrenadante de cultura foi descartado e o

precipitado foi congelado até a etapa de obtencéo dos preparados antigénicos.

Tabela 1. Isolados utilizados para as combina¢@es de antigenos.

Isolado/DTU Procedéncia Hospedeiro
AM 61/Tcl Apui Rhodnius robustus
AM 49/Tcl Coari Humano
AM 69/TclV Santa Isabel do Rio Negro Humano

AM 140/TclV Carauari Humano

Obtencao dos antigenos. Para a obtencao dos antigenos, a massa parasitaria
de cada isolado foi processada por separado pelo método de ultrassom,
realizado no Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas, Instituto
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Foi utilizada a fragmentacéo fisica dos parasitos em 3 preparagfes diferentes
denominados T2, T4 a T5. Onde em T2 a massa parasitaria foi ressuspensa em
200 pl de tampdo HEPES-DTT em microtubos de 1,5ml, em T4 a massa
parasitaria foi ressuspensa em 500ul de tampéao TRIS em microtubo de 1,5ml e
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T5 a massa parasitaria foi ressuspensa em 500ul de tampéo PBS em microtubos
de 1,5ml. Apés incubacao de 30 min em gelo, estes foram em banho de ultrasom
por 30 min (UltraCleaner 750A). Em seguida, os tubos foram centrifugados a
12000 x g por 20 min, a 4°C. O sobrenadante contendo antigeno soluvel foi
aliquotado e congelado para posterior dosagem de proteinas. A concentracéo de
proteina foi determinada pelo Kit de Ensaio de proteina BCA Pierce (Thermo
Scientific) seguindo as instru¢des do fabricante e os extratos foram armazenados
em -20°C.

ELISA-in house. Para o ELISA-in house foram sensibilizadas placas de
poliestireno (Thermo Fisher Scientific) - 96 pogos usando 50uL de solucéo
contendo de 2.5ug/ml de cada extrato em tampao de carbonato/bicarbonato
(NaHCO3/Na2C0s3) com pH de 9.6 aproximadamente e incubado overnight a 4°C.
Posteriormente a incubacéo, as placas foram lavadas 3 vezes em solucdo de
PBS/0.05% Tween 20 e bloqueadas por 2 horas com 200uL de solucdo SFB
10% em PBS. As placas foram lavadas novamente e incubadas overnight com
50uL/poco dos soros na diluicdo de 1:100 em duplicata. No dia seguinte, as
placas sdo lavadas 6 vezes e incubadas por 1 hora com 50uL de anti-lgG
humano conjugado com peroxidasa (INVITROGEN®) na diluicdo de 1:500,
posteriormente foram lavadas e foi adicionado o substrato O-Fenilenodiamina,
incubando as placas por 10 minutos, para posteriormente adicionar a solugéo de
parada (HCI 2N). Para determinar os valores de absorbéancia foi utilizada uma

leitora de microplaca (ThermoPlate) a 492nm.

Amostras de soros. Foram utilizadas um total de 84 amostras de soro, sendo
42 amostras de pacientes com diagnostico clinico da doenca de Chagas cronica,
com sorologia reativa em pelo menos dois testes sorolégicos comerciais (IgG
anti-T.cruzi) diferentes, cinco destes pacientes diagnosticados apresentaram
comprometimento cardiaco e dois com PCR positiva. Dos 37 pacientes cronicos
indeterminados, nove tiveram PCR positiva. Aléem disso, foram utilizadas 26
amostras de soro de voluntarios sem sinais e sintomas de doenc¢a de Chagas e
gue ndo apresentaram reatividade nos testes soroldgicos ((IgG anti-T.cruzi).

Para avaliar a reatividade cruzada foram utilizados 16 soros de pacientes com
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histérico de leishmaniose tegumentar. Todos os soros foram obtidos de
voluntarios que participaram em inquéritos sorolégicos no Estado Amazonas e

gue estao preservados na soroteca do laboratério de Entomologia da FMT-HVD.

Andlise de dados. Para andlise das combinacdes entre os extratos foram
realizadas duas curvas ROC, uma com os soros T. cruzi positivos e negativos e
a outra incluindo os soros T. cruzi negativos com soros de pacientes com
histérico de leishmaniose. Foram usadas as curvas ROC para obter a &rea, a
sensibilidade, especificidade e cut off. Foi realizado o teste ANOVA para
comparacao das densidades 6ticas dos soros positivos e negativos para doenca

de Chagas, e com soros de pacientes com histérico de leishmaniose.

Aspectos éticos. Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica -
CEP da FMTHVD, no. CAAE: 97505318.7.0000.0005.

Resultado/Discusséo

ELISA-in house. Foram utilizados sete extratos de antigenos de T. cruzi (Tabela
2), e baseado na sua sensibilidade e especificidade mostrada na analise
individual de cada antigeno pelo método de ELISA-in house observado na

Tabela 2, foram desenhadas sete combinagdes diferentes (Tabela 3).

Tabela 2 — Extratos de antigenos obtidos da regido amazoénica.

Extratos de DTU Area Sens/Esp Cut-Off Area Sens/Esp  Cut-
antigenos *Tc+ X Tc- (%) Tc+ X Tc- % Off
+ PL+
AM 61 T2 (HEPES) Tcl 0.84 83/81 639,3 0.75 75/71 685,3
AM 61 T5 (PBS) Tcl 0.82 79/76 788,5 0.80 76/72 806,8
AM 49 T2 (HEPES) Tcl 0.85 77175 380,8 0.77 69/68 408
AM 69 T2 (HEPES) TclV 0.81 81/75 617,8 0.75 65/75 722
AM 69 T4 (TRIS) TclV 0.92 86/88 1.089 0.84 86/79 1.134
AM 69 T5 (PBS) TclV 0.79 70/72 765,8 0.69 62/67 851
AM 140 T4 (TRIS) TclV 0.92 87/84 1.112 0.85 74/84 1.321

*Tc+ (Trypanosoma cruzi positivo); Tc- (Trypanosoma cruzi negativo); PL (Pacientes com

historico de Leishmaniose)
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Tabela 3 - Combinacgfes de extratos de antigenos

DTU
Tcl
TclV
TclV
TclV

Combinacédo Extrato de Antigeno
AM61T2 (HEPES)+ AM61T5 (PBS)
AM69T4 (TRIS) + AM69T5 (PBS)

AM69T2 (HEPES) + AM69T4 (TRIS)
AM69T4 (TRIS) + AM140T4 (TRIS)

Tcl+TelV AMA49T2(HEPES) + AM140T4 (TRIS)
Tcl+TclV  AM61T5 (PBS) + AM69T4 (TRIS)
Tcl+TclV  AM61T2 (HEPES) + AM69T4 (TRIS)
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As médias entre as densidades 6ticas do grupo de soros positivos e

negativo para T. cruzi e do grupo de negativo junto com os soros de leishmaniose

(Tabela 4) apresentaram uma diferenca significativa (p<0,0001). Esses mesmos

testes podem ser observados nos estudos com antigenos, que comparam as

densidades Oticas para saber se apresentam diferenca, no entanto, esses

estudos utilizam antigenos fixados, antigenos de excrecao/secrecao(TESA), e

mencionam linhagens Tc Il e Tc VI, mas nenhum tem testado antigenos da
linhagem TclV. (18-20).

Tabela 4 - Médias das densidades 6ticas dos soros na testagem com a

Combinacbes

AM61 T2 + T5
AMG69 T4 + T5
AM69T4 + AM140T4
AM69 T2 + T4
AM140 T4 + AM49 T2
AMG61 T5 + AM69 T4
AM61 T2+ AM69 T4

combinacéo de antigenos

*Tc - *Tc + Tc- X *PL+ ANOVA
727.1 1196 778.5 p<0,0001
677.1 1087 766.4 p<0,0001
146.7 375.9 168 p<0,0001
664.9 1156 690.5 p<0,0001
682.6 1023 761.1 p<0,0001
602.5 1098 636 p<0,0001
518.4 976.2 599.5 p<0,0001

*Tc+ (Trypanosoma cruzi positivo); Tc- (Trypanosoma cruzi negativo); PL (Pacientes com

historico de Leishmaniose)

Observou-se que a médias das densidades o6ticas dos soros na testagem com a

combinacdo de antigenos na combinacao do isolado T.cruzi Tcl (AM61T5) + 0
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isolado de T.cruzi TclV (AM69T4) entre 0s positivos e 0s negativos foi de 495.5.
E no isolado T.cruzi Tclv (AM69 T2 +T4) foi de 491.1

Curva ROC. Através das analises das combinacdes pela Curva ROC observou-
se maior sensibilidade e especificidade nas curvas onde nao foram analisados
0os soros de leishmaniose, comparado com as que incluiram esses soros,
sugerindo reatividade cruzada. Os valores de cut off foram diferentes em todas
as combinacdes, e foram obtidos segundo as melhores sensibilidade e
especificidade encontradas na curva ROC (Tabela 5).

A combinacéo de extrato Tcl AM61 T2 + T5 foi a que se melhor apresentou com
uma area de 0.89 e uma sensibilidade e especificidade de 95% e 84%
respectivamente (Figura 1). Sugerindo que os extratos desta combinacdo podem
ser uma boa possibilidade na utilizacao de testes sorolégicos, uma vez que nos

soros testados de pacientes se tem a linhagem Tcl circulante.

Quando foram inseridos os soros de pacientes com leishmaniose, a
especificidade e sensibilidade do teste baixou, diminuindo assim também as
areas das curvas ROC, podendo-se associar isso a reatividade cruzada, a qual

foi observada em todas as combinagdes.

A reatividade cruzada é uma problematica muito mencionada nos estudos de
testes sorolégicos que usam antigenos totais de T. cruzi, ainda mais com
leishmaniose, jA que os dois parasitos tém muitas similitudes (15,19,21-24).
Nesta pesquisa foram usados esses tipos de antigenos, mesmo que reatividade
cruzada ja seja um resultado esperado, porém, sendo a primeira vez que sao
isolados extratos totais de linhagens autéctones do estado do Amazonas. No
entanto esse problema pode ser solucionado com a separacao e selecao de

antigenos mais especificos que estejam presentes no extrato total.
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Tabela 5. Valores das analises obtidos das combinacdes de antigenos pela curva ROC.

Combinacées DTU Area Sens/Esp  Cut-Off Area Sens/Esp  Cut-Off
T. cruzi (+) /T. cruzi (%) T. cruzi (+) X T. cruzi (-) + Leish(+) (%)
)
AM61 T2 + AM61 T5 Tcl 0.89 95/84 765 0.82 78/73 831,8
AM69 T4 + AM69 T5 TclV 0.78 72/69 754,5 0.69 61/60 782,3
AM69T4 + AM140T4 TclV 0.88 84/76 164,5 0.79 79/70 176
AMG69 T2 + AM69 T4 TclV 0.87 89/81 690,3 0.83 79/70 721
AM140 T4 + AM49 T2 Tcl + TclV 0.79 69/69 749,5 0.69 66/62 802,8
AM61 T5 + AM69 T4 Tcl + TclV 0.85 82/81 616,5 0.80 78/71 685,3

AM61 T2+ AM69 T4 Tcl + TelV 0.84 76/76 580,5 0.75 71/63 618,3
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Figura 1. Curva ROC da combinacédo de extrato Tcl AM61 T2 + T5. Al. Soros
positivos x negativos. Area 0.89. Sensibilidade 95% e especificidade 84%, com cut-
off de 765. A2. Soros positivos x negativos e leishmaniose. Area 0.82. Sensibilidade
78% e especificidade 73%, com cut-off de 831.

O estado do Amazonas € uma area endémica para leishmaniose (25), dificultando
assim o diagnostico e aumentando a problemética da reatividade cruzada na
populacédo tanto com histérico de leishmaniose, como com populag¢do que ndo tem

o historico de ter desenvolvido a doenca.

Combinacbes de extratos x extratos. A combinacdo de antigenos recombinantes
jd tem sido usado para testes sorolégicos(26). Neste trabalho, combinou-se
diferentes extratos totais e foi observado que a combinagdo que teve melhor
resultado no critério da area comparado com as areas dos extratos avaliados
individualmente (Tabela 2) foi do isolado de T.cruzi Tcl obtido de Rhodnius robustus
provenientes do municipio de Apui (AM61 T2 + T5) onde observou-se 0.89 na area
da curva ROC e 95% e 84% de sensibilidade e especificidade respectivamente
(Tabela 5). Observou-se também 0.87 na area curva ROC e 89% e da 81% de
sensibilidade e especificidade respectivamente (Tabela 5) na combinacdo do
isolado de T.cruzi TclV obtido de humanos provenientes do municipio de Santa
Izabel do Rio Negro (AM69 T2 + T4).

Consideracoes finais
Neste estudo foi observado que as combina¢cdes de extratos de antigenos
combinados obtidos de isolados de T. cruzi Tcl e TclV circulantes no Amazonas

apresentaram variadas sensibilidades e especificidades, diferente da testagem

21



individual. Os melhores resultados foram da combinacéo do isolado de T.cruzi Tcl
do municipio de Apui, obtido do vetor Rhodnius robustus (AM61 T2 + T5) e na
combinacéo do isolado T.cruzi TclV obtido de humanos provenientes do municipio
de Santa Izabel do Rio Negro (AM69 T2 + T4). Quando inseridos os soros de
pacientes com historico de leishmaniose, a especificidade e sensibilidade do teste
baixou, diminuindo assim as areas das curvas ROC em todas as combinacdes
testadas, indicando a reatividade cruzada, probleméatica comum no uso de
antigenos totais. Este € um dos primeiros estudos que avaliou a performance de
antigenos extraidos de linhagens Tcl e TclV isoladas circulantes no estado do
Amazonas com o intuito de melhorar o diagndéstico da doenca de Chagas na regiao,
desta forma, por se tratar de ensaios iniciais, serdo precisos estudos posteriores

gue visem solucionar a reatividade cruzada.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Os extratos utilizados no trabalho s&o totais e ainda nao estédo
caracterizados, pretende-se realizar estudos mais especificos para a identificacédo
das proteinas especificas nos extratos que estdo mostrando a atividade antigénica,

e assim também diminuir a reatividade cruzada que foi anteriormente descrita.

Para este trabalho foram utilizados soros de amostras de pacientes do estado
Amazonas, no futuro pretende-se acrescentar amostras de soro negativo de areas

ndo endémicas para DC e também para leishmaniose.

26



5. CONCLUSAO

Através da técnica de ELISA - in house foram estimadas as sensibilidades e

especificidades de 7 combinacdes de dois extratos de antigenos cada uma.

Foi observado que todas apresentaram diferenca nas médias, evidenciando
a atividade antigénica, onde as melhores sensibilidades e especificidades foram
obtidas na combinacéo do isolado de T.cruzi Tcl do municipio de Apui, obtido do
vetor Rhodnius robustus (AM61 T2 + T5) e na combinacédo do isolado T.cruzi TclV
obtido de humanos provenientes do municipio de Santa Izabel do Rio Negro (AM69
T2 + T4).

Na testagem dos soros dos pacientes com historico de leishmaniose, a area
da curva ROC foi afetada em todas as combinacdes, onde os valores de
sensibilidade e especificidade diminuiram, indicando reatividade cruzada nos

testes.
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7. ANEXOS

7.1. POP: Procedimento para preparacao de 1L de PBS 20x.

? & A PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
fesnny)

\\ GERENCIA DE ENTOMOLOGIA

Cédigo POP POP_ENT_LB_003 | Pagina 1/2
Titulo Procedimento para preparagéo de 1L de PBS 20x.

Idioma da versao original | Portugués

Susan Smith Doria Maria das Gracas Vale Barbosa

Elaborado por: Revisado e Aprovado por: Data de aplicagao:

Data da proxima
revisao:

Data & assinatura Data & assinatura

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para a preparacao de PBS para uso em técnicas sorolégicas e moleculares.

2. DEFINIGOES

PBS: Tampao fosfato-salino. PBS & a abreviatura do inglés de Phosphate buffered saline.

3. APLICAVEL A

O PBS se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS

N&o aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:
6.1.1 Proveta 1000m|
6.1.2 Garrafa de vidro limpa e seca para estocar reagents de 1000ml
6.1.3 Bécker
6.1.4 Magneto
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Cédigo POP POP_ENT_LB_003

Pagina 2/2

6.2 Equipamentos:
6.2.1 Medidor de pH
6.2.3 Agitador magnético
6.2.4 Balanza

6.3 Reagentes, meios e solugdes:

6.3.1 Agua tipo I ou Il
6.3.2 NapHPO4 249
6.3.3 NaH2PO4 H20 4.423g

6.3.4 NaCl 170g

7. PROCEDIMENTOS (3)
7.1 Preparagao de PBS 20x

7.1.1 Utilizar a proveta para medir o volume de 500ml e transferir para o bécker.
7.1.2 Colocar no bécker uma barra magnética e colocar o bécker numa agitadora sem aquecimento

7.1.3 Acrescentar os sais pesados anteriormente, deixar em agitacao até estar completamente

dissolvidos
7.1.4 Colocar no Becker o volume restante de 500ml

7.1.5 Deixar agitar mais minutos

7.1.6 Transferir o PBS 20x para a garrafa. Etiquetar e guardar na geladeira.

NOTA: Para uma solucao de PBS 1x é preciso 50ml de PBS 20x e 950ml de agua.
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7.2. POP: Procedimento da preparacdo do Tampao de blogueio para o uso

em ELISA.
& \ PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
l”T R '\l
\?c‘wvmﬂ;.,' N
Kl'jjj_‘-;.;.,./ GERENCIA DE ENTOMOLOGIA
Cédigo POP POP_ENT_LB_004 | Pagina 1/2
Titulo Procedimento da preparagao do Tampao de bloqueio para o uso em
ELISA.
Idioma da versao original | Portugués
Elaboradq por: Revisado e Aprovado por: Data de aplicagao:
Susan Smith Doria Maria das Gracas Vale Barbosa

Data da préxima
revisao:
Data & assinatura

Data & assinatura

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para a preparagdao do Tampao de bloqueio preciso para uma placa de para
uma ELISA.

2. DEFINIGOES
ELISA: ensaio imunoabsorgédo enzimatica, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste

de laboratério comumente utilizada para a detecgao de anticorpos no sangue.

3. APLICAVEL A
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS

POP_ENT_LB_003 Procedimento para preparagéo de 1L de PBS 20x.

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:
6.1.1 Pipetas de 10ml
6.1.2 Tubo Falcom
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Cédigo POP POP_ENT_LB_004 Pagina 2/2

6.2 Equipamentos:

Nao aplica

6.3 Reagentes, meios e solugoes:

6.3.1 POP_ENT_LB_003 Procedimento para preparagao de 1L de PBS 20x.
6.3.2 Soro Fetal Bovino (SFB)

7. PROCEDIMENTOS (3)

7.1 Tampao de bloqueio para 96 pogos (uma placa de ELISA)
Para toda uma placa de ELISA ¢é preciso 19.2ml de tamp&o de bloqueio, no caso de fazer mais
de uma placa é preciso fazer o calculo para preparar o total necessario. E recomendavel fazer

20ml, o uso do excedente € pelo erro da pipeta

7.1.1 Colocar num tubo Falcom 18ml de PBS 1x e adicionar 2ml de SFB (PBS1X+10%SFB)
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7.3. POP: Procedimento da preparacdo de Tampéo de carbonato para o uso

em ELISA.
& \ PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
l”i __,5,-% \
\'«{'wm«ﬂ?.v,' n
\ ¥ 4 GERENCIA DE ENTOMOLOGIA
Cédigo POP POP_ENT_LB_005 | Pagina 1/2
Titulo Procedimento da preparagao de Tampao de carbonato para o uso em
ELISA.
Idioma da versao original | Portugués
Elaborado_ por: Revisado e Aprovado por: Data de aplicagao:
Susan Smith Doria Maria das Gracas Vale Barbosa

Data da préoxima
revisao:

Data & assinatura Data & assinatura

1. OBJETIVOS
Descrever o procedimento para a preparagéo do Tampao de carbonato para o uso na técnica de ELISA

2. DEFINIGOES

ELISA: ensaio imunoabsorg¢édo enzimatica, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste
de laboratério comumente utilizada para a detecgédo de anticorpos no sangue.

3. APLICAVEL A

O procedimento se aplica a pesquisa e diagnostico laboratorial de rotina.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS

N&o aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:

6.1.1 Bécker

6.1.2 3 Garrafas de vidro limpa e seca para estocar reagents
6.1.3 Magneto

6.1.4 Proveta
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6.2 Equipamentos:
6.2.1 Balanza
6.2.3 Medidor de pH

6.2.4 Agitadora magnética

6.3 Reagentes, meios e solugdes:
6.3.1 Agua destilada

6.3.2 NaHCO35.04g (para 1000ml)
6.3.3 NaxC0O36.369g (para 1000ml)

7. PROCEDIMENTOS (3)
7.1 Solugao A Bicarbonato de sodio

7.1.1 Utilizar a proveta para medir o volumen de 500ml de agua e transferir para o bécker

7.1.2 Colocar no bécker uma barra magnética e colocar o bécker numa agitadora sem

aquecimento

7.1.3 Acrescentar com 5.04 g de NaHCOz3 e deixar em agitacao até estar dissolvido
7.1.4 Colocar no bécker o volume restante de 500ml

7.1.5 Deixar agitar mais minutos

7.1.6 Transferir a solugdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira
7.2 Solugao B Carbonato de sédio
7.2.1 Utilizar a proveta para medir o volumen de 500ml e transferir para o bécker

7.2.2 Colocar no bécker uma barra magnética e colocar o bécker numa agitadora sem

aguecimento

7.2.3 Acrescentar com 6.36 g de Na2COs e deixar em agitagao até estar dissolvido
7.2.4 Colocar no bécker o volume restante de 500ml|

7.2.5 Deixar agitar mais minutos

7.2.6 Transferir a solugao para uma garrafa e etiquetar na geladeira

7.3 Preparagao do tampao

7.3.1 O tampao deve estar numa proporgao de 4:1 (Sol A:Sol B)

7.3.2 O pH deve estar em aproximadamente 9.6
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7.4. POP: Procedimento da preparacdo do Tampao de lavado para o uso em

ELISA

7N PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

GERENCIA DE ENTOMOLOGIA

Cédigo POP POP_ENT_LB_006 | Pagina 1/2

Titulo Procedimento da preparagao do Tampao de lavado para o uso em ELISA,
Idioma da versao original | Portugués

Elaborado por: Revisado e Aprovado por: Data de aplicagao:

Susan Smith Doria

Data & assinatura

Maria das Gragas Vale Barbosa

Data da préoxima
revisao:

Data & assinatura

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para a preparagéo de 1L de Tampé&o de lavado.

2. DEFINIGOES

ELISA: ensaio imunoabsor¢édo enzimatica, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste
de laboratério comumente utilizada para a detecgao de anticorpos no sangue.

3. APLICAVEL A

O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS

POP_ENT_LB_003 Procedimento para preparagao de 1L de PBS 20x.

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Materiais:
6.1.1 Proveta de 1L
6.1.2 Pipeta de 1ml
6.1.3 Parafilm
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6.2 Equipamentos:
Nao aplica

6.3 Reagentes, meios e solugdes:

6.3.1 POP_ENT_LB_003 Procedimento para preparagao de 1L de PBS 20x.
6.3.2 Tween 20

7. PROCEDIMENTOS (3)

7.1 Tampao de lavado PBS1x+0.05%Tween 20

7.1.1 Colocar na proveta 1000ml de PBS 1x e adicionar 0.5ml de Tween 20
7.1.2 Usar Parafilm na proveta e mexer o tampao

7.1.3 Colocar o tampao na garrafa de solugao de lavado na lavadora de microplacas
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7.5. POP: Procedimento da preparacdo do Tampé&o do OPD para 0 uso em

ELISA.
(Qg: A PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
=) X
\ GERENCIA DE ENTOMOLOGIA
cédigo POP POP_ENT LB_007 | Pagina 1/2
Titulo Procedimento da preparagao do Tampao do OPD para o uso em ELISA.

Idioma da versao original | Portugués

Elaborado_ por: Revisado e Aprovado por: Data de aplicagéo:
Susan Smith Doria Maria das Gragas Vale Barbosa

Data da proxima
revisao:
Data & assinatura

Data & assinatura

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para a preparacdo do Tamp&o de bloqueio preciso para uma placa de para
uma ELISA.

2. DEFINIGOES

ELISA: ensaio imunoabsorcédo enzimatica, do inglés Enzyme-linked immunoassay. O ELISA é um teste de
laboratério comumente utilizada para a detecgéo de anticorpos no sangue.

OPD: O-Fenilenodiamina.

3. APLICAVEL A
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnoéstico laboratorial de rotina.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS

N&o aplica

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1 Materiais:
6.1.1 Bécker
6.1.2 Garrafas de vidro limpa e seca para estocar reagents
6.1.3 Garrafa ambar
6.1.4 Magneto
6.1.5 Proveta
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6.2 Equipamentos:
6.2.1 Balanza

6.2.3 Medidor de pH
6.2.4 Agitadora magnética

6.3 Reagentes, meios e solugoes:
6.3.1 Agua destilada

6.3.2 Na2HPO41.19g (para 1000ml)
6.3.3 CeHg07 1.19¢g (para 1000ml)

7. PROCEDIMENTOS (3)

7.1 Solugao A Fosfato de sédio

7.1.1 Utilizar a proveta para medir o volumen de 500ml e transferir para o bécker

7.1.2 Colocar no bécker uma barra magnética e colocar o bécker numa agitadora sem aquecimento
7.1.3 Acrescentar com 1.19 g de Na;HP O, e deixar em agitacdo até estar dissolvido

7.1.4 Colocar no bécker o volume restante de 500ml

7.1.5 Deixar agitar mais minutos

7.1.6 Transferir a solucdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira
7.2 Solugao B Acido citrico

7.2.1 Utilizar a proveta para medir o volumen de 500ml e transferir para o bécker

7.2.2 Colocar no bécker uma barra magnética e colocar o bécker numa agitadora sem aquecimento
7.2.3 Acrescentar com 1.19 g de CeHg07 e deixar em agitacdo até estar dissolvido

1.2.4 Colocar no bécker o volume restante de 500ml

7.2.5 Deixar agitar mais minutos

7.2.6 Transferir a solucdo para uma garrafa e etiquetar na geladeira
7.3 Preparagao do tampao

7.3.1 O tampéao deve estar numa proporcao de 1:1 (Sol A:Sol B)
7.3.2 Armazenar a 4°C em vidro ambar

7.3.3 O pH deve estar entre 4.9 e 5.2

NOTA: Para diluir a pastilha de OPD (Thermo Scientific™ ) é usado 12mL do tamp3&o.
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