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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O ELISA geralmente é o teste de escolha para o diagnóstico da doença de 

Chagas (DC), no entanto, o seu desempenho depende da preparação antigênica utilizada na fase 

sólida, podendo levar a resultados falso-positivos e reações cruzadas. A utilização de antígenos 

recombinantes quiméricos pode superar esta limitação. Quatro antígenos quiméricos do 

Trypanosoma cruzi (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) foram desenvolvidos e 

avaliados em estudos de fase I e II. Contudo, a utilização de anticorpo secundário anti-IgG 

humano marcado com peroxidase, como ocorre na metodologia indireta, limita o uso da técnica 

para a detecção de anticorpos espécie-específicos e classe-específicos. Para proporcionar a 

identificação de anticorpos anti-T. cruzi em diferentes espécies através do mesmo ensaio é 

possível utilizar o próprio antígeno quimérico marcado com peroxidase, utilizando o ELISA 

sanduíche duplo antígeno (DAS-ELISA). OBJETIVO: Avaliar e validar o desempenho 

diagnóstico dos antígenos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 como matrizes 

antigênicas e agentes de detecção após conjugação à peroxidase, para o diagnóstico da infecção 

pelo T. cruzi em humanos. MÉTODOS: O DAS-ELISA foi otimizado por checkerboard 

titration. Para o estudo da fase I (prova de conceito), foram avaliadas 207 amostras positivas e 

205 negativas. A reatividade cruzada para outras infecções também foi avaliada utilizando 68 

amostras. RESULTADOS: As condições selecionadas para realização dos ensaios foram 25 ng 

de antígeno, conjugado diluído de 1:2.000 para todas as moléculas e ausência de diluição sérica. 

No presente estudo, as áreas abaixo da curva dos antígenos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e 

IBMP-8.4 foram de 98,7%, 99,5%, 98,6% e 98,8%, respectivamente. Dentre as amostras 

positivas, o antígeno IBMP-8.1 classificou 53 (25,6%) como falso negativas, o IBMP-8.2, 27 

(13%), o IBMP-8.3, 24 (11,6%) e o IBMP-8.4, 43 (20,8%), conferindo valores de sensibilidade 

de 74,4%, 87%, 88,4% e 79,2%, respectivamente. O único antígeno que não atingiu uma 

especificidade de 100% foi o IBMP-8.3, com 96,6%. Esta foi também a única molécula a 

apresentar reatividade cruzada com uma amostra de HTLV. CONCLUSÃO: O DAS-ELISA é 

uma ferramenta promissora para o diagnóstico da infecção pelo T. cruzi e, apesar dos altos 

valores de AUC encontrados, o desempenho deste ensaio foi diferente dos valores obtidos pelo 

nosso grupo ao empregar esses antígenos no ELISA indireto, por este motivo, melhorias serão 

consideradas para aumentar a sensibilidade do DAS-ELISA no estudo de fase 2. 

 

 

Palavras-chave: doença de Chagas, Trypanosoma cruzi, Imunoensaio, Imunodiagnóstico, 

ELISA. 
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ABSTRACT 

 

BACKGROUND: Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are generally the chosen test 

for Chagas disease (CD) diagnosis; however, its performance depends on the antigen preparation 

adsorbed to the solid phase, which may lead to false-positive results and cross reactions. The use 

of chimeric recombinant antigens can overcome this limitation. Four chimeric antigens from T. 

cruzi (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and IBMP-8.4) were developed and evaluated in phase I 

and II studies. However, peroxidase-labeled secondary anti-human IgG antibody, which is 

employed in indirect ELISAs, limits its use for the detection of species-specific and class-specific 

antibodies. To overcome this limitation, peroxidase-labeled antigens can be utilized, diagnosing 

both acute or chronic infection, in a species and immunoglobulin class-independent manner, 

through the use of a double-antigen sandwich ELISA (DAS-ELISA). OBJECTIVE: Evaluate 

and validate the diagnostic performance of the chimeric antigens IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-

8.3 and IBMP-8.4 in the DAS-ELISA platform. METHODS: DAS-ELISA was optimized by 

checkerboard titration. In phase I study, 207 positive and 205 negative samples were evaluated. 

Cross-reactivity to other infections was also assessed using 68 samples. RESULTS: The selected 

conditions for the tests utilized 25ng of antigen per well and the conjugate diluted at 1:2,000 for 

all molecules. In the phase I study, the areas under the curve of IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 

and IBMP-8.4 were 98.7%, 99.5%, 98.6% and 98.8%, respectively. Among the positive samples, 

IBMP-8.1 antigen classified 53 (25.6%) as false negative, IBMP-8.2, 27 (13%), IBMP-8.3, 24 

(11.6%) and IBMP-8.4, 43 (20.8%), giving sensitivities of 74.4%, 87%, 88.4% and 79.2%, 

respectively. The only antigen that did not reach 100% specificity was IBMP-8.3, with 96.6%. 

IBMP-8.3 was also the only molecule to show cross-reactivity with HTLV. CONCLUSION: 

DAS-ELISA is a promising tool for immunodiagnosis, and despite the high AUC values, the 

performance of this assay was different from the values obtained by our group when using these 

antigens in the indirect ELISA, for this reason, improvements are being considered to increase 

the sensitivity of the DAS-ELISA. 

 

 

 

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Immunoassay, Immunodiagnosis, ELISA. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A doença de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomíase americana, tem 

como agente etiológico o protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Estima-se que 6-7 

milhões de indivíduos estejam infectados no mundo, localizando-se principalmente em 21 países 

da América Latina (WHO, 2019). Nestes países, os vetores dos gêneros Panstrongylus, Rhodnius 

e Triatoma são os de maior importância epidemiológica (WHO, 2002). No entanto, a DC também 

se estende para os estados do Sul dos Estados Unidos, onde já foi reportada a presença de vetores 

dos gêneros Triatoma e Paratriatoma (BERN et al., 2011). 

A via clássica de transmissão do T. cruzi em regiões endêmicas é a vetorial, que ocorre 

através da liberação de formas tripomastigotas metacíclicas do parasito nas fezes e urina de 

triatomíneos popularmente conhecidos como barbeiros, durante o repasto sanguíneo. No entanto, 

outras vias de infecção são descritas, como a transfusional (transfusão de hemoderivados), 

congênita, oral (consumo de alimentos e bebidas contaminados), transplante de órgãos 

contaminados e, menos frequentemente, acidentes laboratoriais (CDC, 2019). 

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo T. cruzi é dependente da fase da doença. 

Quando esta se encontra na fase aguda, as metodologias utilizadas são aquelas que se baseiam 

em técnicas de cultivo do parasito ou na sua visualização por métodos parasitológicos diretos ou 

indiretos (AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012), pois esta fase geralmente é marcada pela 

abundância de parasitos circulantes. Já a fase crônica é caracterizada por parasitemia subpatente 

e aumento dos níveis de anticorpos IgG anti-T. cruzi, sendo assim, o diagnóstico é baseado em 

testes sorológicos indiretos como a imunofluorescência indireta (IFI), a hemaglutinação indireta 

(HAI), ensaios imunoenzimáticos (ELISA), testes quimiluminescentes (CLIA) e testes 

imunocromatográficos rápidos. Destes, os testes de ELISA são os mais frequentemente utilizados 

dada a possibilidade de automação, realização do diagnóstico de muitos indivíduos 

concomitantemente e baixo custo (GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). Contudo, a 

depender dos antígenos utilizados para a sensibilização da fase sólida, resultados indesejados 

(falso-positivos e falso-negativos) podem ocorrer. De fato, os testes que utilizam preparações 

antigênicas produzidas a partir do lisado do parasito tendem a produzir maior quantitativo de 

resultados falso-positivos, muitos deles oriundos da reatividade cruzada com espécies do gênero 

Leishmania spp. (DALTRO et al., 2019; SANTOS et al., 2016a). Por outro lado, a utilização de 

antígenos recombinantes nos testes de ELISA resultou no aumento da especificidade decorrente 

e redução da reatividade cruzada com espécies do gênero Leishmania spp. Todavia, apesar do 

avanço alcançado, foi observada redução na sensibilidade dos testes. Este fato deveu-se ao 
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elevado grau de variabilidade genética do T. cruzi. Desta forma, nem todos os antígenos 

recombinantes são reconhecidos pela integralidade de cepas circulantes em diferentes regiões 

geográficas (MARTIN et al., 2014; VERANI et al., 2009) ou em áreas com diferentes 

prevalências da infecção (LEEFLANG; BOSSUYT; IRWING, 2009; LEEFLANG et al., 2013).  

Por este motivo, a busca por novos antígenos é de fundamental importância para o 

diagnóstico sorológico da DC (MÉDICOS SEM FRONTEIRAS, 2008). Uma alternativa para a 

resolução deste problema baseia-se na utilização de proteínas recombinantes quiméricas do T. 

cruzi. Estas proteínas podem ser sintetizadas utilizando epítopos repetitivos e conservados de 

diferentes proteínas do parasito unidas em uma única molécula, elevando, desta maneira, a 

sensibilidade do teste sem, contudo, reduzir a especificidade, uma vez que as sequências 

responsáveis por gerar reatividade cruzada podem ser excluídas da composição da molécula 

(CAMUSSONE et al., 2009; HERNÁNDEZ et al., 2010; HOUGHTON et al., 1999). Nos 

últimos anos, por meio de técnicas de engenharia genética, quatro proteínas recombinantes 

quiméricas denominadas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 foram expressas, 

purificadas e seu potencial diagnóstico avaliado. Inicialmente, os antígenos foram submetidos 

aos estudos de fase I (SANTOS et al., 2016b) e II, através do ELISA (SANTOS et al., 2017a), 

microarranjo líquido (SANTOS et al., 2017b) e imunocromatografia (SILVA, 2016; SILVA et 

al., 2020), demonstrando altos valores de acurácia e baixos índices de reatividade cruzada 

(DALTRO et al., 2019). Adicionalmente, foi realizada uma análise de classe latente (LCA), 

ferramenta estatística que já foi utilizada para o diagnóstico da infecção pelo T. cruzi e que possui 

finalidade de avaliar métodos diagnósticos na ausência de um padrão-ouro (CASTRO-

SESQUEN et al., 2021; SANTOS et al., 2018). Em 2019, dois estudos foram conduzidos 

avaliando o desempenho dos antígenos IBMP em detectar anticorpos anti-T. cruzi em amostras 

de indivíduos infectados residentes em diversas localidades da Argentina, Bolívia e Paraguai 

(DEL-REI et al., 2019), bem como em imigrantes latino-americanos residentes em 

Barcelona/Espanha (DOPICO et al., 2019). Similarmente, o potencial diagnóstico dos antígenos 

IBMP também foi avaliado para a DC canina (CORDEIRO et al., 2020; LEONY et al., 2019), 

tendo em vista que os cães apresentam relevância epidemiológica pois são considerados como 

grupo sentinela no ambiente peridomiciliar, evidenciando a ocorrência do ciclo de transmissão, 

com correlação direta com a positividade em humanos (GÜRTLER et al., 2007, 2014). 

Apesar de apresentar resultados promissores, o teste de ELISA indireto utiliza anticorpos 

secundários IgG anti-humano marcados com peroxidase, limitando a técnica para análise 

específica apenas do soro humano. Todavia, pensando na ampliação do espectro de utilização 

dos antígenos IBMP utilizando a metodologia do ELISA, propomos a avaliar e validar o potencial 
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diagnóstico da técnica de ELISA sanduíche duplo-antígeno (DAS), que utiliza o próprio antígeno 

marcado com a peroxidase como agente de detecção dos anticorpos anti-T. cruzi. Desta forma, 

um único teste diagnóstico poderá ser empregado para identificar a infecção pelo parasito 

independente da origem do soro, seja para seres humanos ou para reservatórios domésticos e 

silvestres, sendo que para estes últimos não há testes comerciais disponíveis. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 HISTÓRICO DA DOENÇA DE CHAGAS 

Entre os anos de 1907 e 1909, o médico e cientista brasileiro Dr. Carlos Ribeiro Justiniano 

das Chagas (Figura 1A) descreveu a doença de Chagas pela primeira vez na cidade de Lassance, 

Minas Gerais, onde recebeu a tarefa de auxiliar no combate à epidemia de malária que assolava 

trabalhadores da construção da Estrada de Ferro Central do Brasil. Naquela ocasião, Chagas foi 

alertado por moradores locais sobre a presença de insetos hematófagos que habitavam residências 

humanas, os quais se alimentavam à noite e se escondiam nas frestas das casas durante o dia. 

Estes insetos eram conhecidos popularmente como barbeiros por picarem os rostos dos 

indivíduos durante seu sono. O referido inseto era da família Reduviidae e, ao analisar o seu 

conteúdo intestinal, Chagas observou a presença de organismos flagelados com morfologia 

epimastigota (CHAGAS, 1909). Após esta descoberta, alguns insetos foram enviados para o Dr. 

Oswaldo Cruz (Figura 1B), no Rio de Janeiro. Em seu laboratório, Oswaldo Cruz fez com que 

os insetos se alimentassem do sangue de saguis da espécie Callithrix penicillata. Cerca de 30 

dias após o início dos experimentos foi observada a presença de tripanossomatídeos no sangue 

dos animais, com morfologia diferente de outras espécies já conhecidas do gênero Trypanosoma 

(KROPF; SÁ, 2009), porém similar àquela descrita por Chagas em Minas Gerais. Esta nova 

espécie foi batizada de Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu mentor, Oswaldo Cruz. Mais 

tarde, por acreditar que este parasito se multiplicava por esquizogonia e não por divisão binária 

como as demais espécies do gênero Trypanosoma, ele passou a se chamar Schizotrypanum cruzi 

(KROPF, 2006).  
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Figura 1 - Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (A) e Oswaldo Gonçalves Cruz (B). 

Fonte: Adaptada de Steverding (2014). 

 

A partir dessa descoberta, Chagas buscou pelo protozoário no sangue de indivíduos que 

residiam em casas infestadas por barbeiros, até que, no dia 14 de abril de 1909, descobriu o 

parasito no sangue periférico de uma criança de dois anos de idade, chamada Berenice, que tinha 

febre, hepatoesplenomegalia e aumento de linfonodos (CHAGAS, 1909). Desde então, Berenice 

é considerada o primeiro caso humano diagnosticado da DC. Alguns anos mais tarde, a 

nomenclatura de Schizotrypanum cruzi foi abandonada, trazendo novamente a designação de 

Trypanosoma cruzi (KROPF, 2006). Nos anos que se seguiram, Carlos Chagas continuou a 

identificar hospedeiros da doença que futuramente levaria o seu nome.  

 

2.2 O Trypanosoma cruzi 

O T. cruzi é um protozoário hemoflagelado pertencente ao reino Protozoa, filo 

Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae 

(CAVALIER-SMITH, 1993; CAVALIER-SMITH, 2010; HONIGBERG, 1963; VITOR, 2012). 

O parasito pode ser transmitido por mais de 100 espécies de triatomíneos (Hemiptera: 

Reduviidae: Triatominae) e possui mais de 70 hospedeiros mamíferos que fazem parte do ciclo 

de transmissão (ZINGALES, 2018). 

O T. cruzi apresenta três formas evolutivas: amastigota, tripomastigota e epimastigota 

(Figura 2). A forma tripomastigota (Figura 2A e 2B) é fusiforme, possui um flagelo que emerge 

de uma bolsa flagelar e se prolonga ao longo da extensão do parasito, formando uma membrana 

ondulante. O cinetoplasto é arredondado e possui um kDNA (DNA do cinetoplasto) condensado. 
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Nesta forma evolutiva, o parasito é considerado altamente infectante, sendo encontrado nos 

mamíferos (corrente sanguínea) e nos insetos vetores (região posterior do tubo digestivo). As 

formas amastigotas (Figura 2A e 2B) são intracelulares, ovaladas e possuem um núcleo 

relativamente grande e arredondado, e um cinetoplasto alongado, localizado entre o núcleo e o 

flagelo intracelular, o qual limita sua movimentação. Por fim, as epimastigotas (Figura 2C), 

também fusiformes, são encontradas no intestino médio dos triatomíneos. Possuem um 

cinetoplasto alongado, próximo à bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo, aderido ao longo do 

corpo celular, tornando-se livre na região anterior (OPAS, 2003; SOUZA, 1997). 

 

 

Figura 2 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.  
Legenda: (A) Tripomastigotas e amastigotas isolados de um paciente brasileiro na fase aguda da 

doença de Chagas; (B) Representação esquemática das formas evolutivas do T. cruzi com principais 

estruturas presentes no protozoário. 

Fonte: Acervo SerdYtech. 

 

Seu ciclo de vida é complexo e dependente de hospedeiros invertebrados (vetores 

pertencentes à família Reduviidae) e vertebrados. Após o repasto sanguíneo, o vetor infectado 

libera em suas fezes e urina formas tripomastigotas metacíclicas do T. cruzi, que são as formas 

infectantes. O parasito penetra na pele através de microlesões ocasionadas por prurido no local 

da picada. As formas tripomastigotas são capazes de invadir as células através da formação de 

vacúolos, que irão se romper, e, uma vez liberados no citoplasma, vão se diferenciar em 

amastigotas, as quais se reproduzem por fissão binária. As formas amastigotas se diferenciam 

novamente em tripomastigotas sanguíneos e rompem a célula hospedeira, podendo ser ingeridos 

novamente pelo inseto vetor durante repasto sanguíneo e completar o ciclo de transmissão do T. 
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cruzi, ou podem invadir novas células, continuando o ciclo intracelular (BURLEIGH; 

ANDREWS, 1995).  

A transmissão do T. cruzi no ciclo silvestre inclui marsupiais, roedores, morcegos, tatus 

e primatas (AGUILAR et al., 2007), enquanto o ciclo doméstico se dá através do contato entre 

humanos e vetores que colonizam os ambientes doméstico e peridoméstico (DIOTAIUTI et al., 

1994; ZINGALES, 2018). Dentre as espécies de reservatórios, destacam-se os cães, gatos, 

roedores e gambás, que são considerados os mais importantes dada a sua proximidade com o 

homem (OPAS, 2003).  

Devido a sua intensa variação genética e fenotípica, o T. cruzi é agrupado em sete 

linhagens distintas denominadas unidades de tipagem discretas (DTU – Discrete Typing Units), 

a saber: TcI a TcVI e Tcbat (ZINGALES et al., 2009), as quais, por sua vez, são subdivididas 

em cepas caracterizadas por marcadores moleculares específicos. Assim, as cepas pertencentes a 

cada DTU devem ser consideradas como famílias de clones estritamente relacionadas, mas não 

como um único clone. Por este motivo foi criado o termo clonet para se referir ao conjunto de 

características presentes dentro de cada subgrupo de cepas (TIBAYRENC; AYALA, 1991).  

 

2.3 TRANSMISSÃO 

As principais vias de transmissão do parasito são a vetorial, oral, transfusional, congênita, 

por transplante de órgãos, por acidentes laboratoriais e, mais recentemente, foi introduzida a 

possibilidade da existência de transmissão sexual (ALMEIDA et al., 2019; ARAUJO et al., 2017; 

GOMES et al., 2019). A transmissão vetorial é a via mais comum em países endêmicos e ocorre 

desde o sul dos Estados Unidos ao sul do Chile e Argentina (MONCAYO et al., 2003). Por este 

motivo, os países do chamado Cone Sul (Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) 

se uniram e criaram um acordo denominado Iniciativa Cone Sul, visando erradicar o Triatoma 

infestans (Figura 3A), principal espécie vetora em ambientes domésticos, e diminuir a 

transmissão vetorial do T. cruzi (SCHOFIELD; DIAS, 1999). Apesar dos intensos esforços na 

condução da Iniciativa Cone Sul, a transmissão vetorial ainda é a mais comum em zonas 

endêmicas do Paraguai, Argentina e Bolívia. O T. cruzi pode ser transmitido por mais de 100 

espécies de triatomíneos (Figura 3A), popularmente conhecidos como barbeiros, chupões, 

fincões, chupanças, bicudos ou procotós (DIAS; COURA, 1997). Os triatomíneos são insetos 

hematófagos, fotofóbicos e consequentemente de hábitos noturnos. Habitam locais como troncos 

de árvores, ninhos de pássaros, fendas de casas de pau-a-pique (Figura 3B), galinheiros (Figura 

3C), chiqueiros e pocilgas (Figuras 3D). Os programas de controle incentivam a redução ou 
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eliminação de vetores através da aplicação de inseticidas (DIAS, 2007), no entanto podem 

apresentar limitações e levar a reinfestação de ecótopos ou colonização por novas espécies 

(DIOTAIUTI et al., 1994; GÜRTLER et al., 2007). 

 

 

Figura 3 - Triatomíneo da espécie Triatoma infestans geralmente encontrados em regiões endêmicas 

da América do Sul e habitats normalmente usados por esta espécie. 

Legenda: (A) Exemplares da espécie Triatoma infestans; (B) Casa de pau-a-pique com rachaduras e 

frestas onde insetos triatomíneos podem se esconder. Observar a presença de animais de companhia 

no peridomicílio; (C) Presença de galinheiro no peridomicílio; (D) Presença de pocilga no 

peridomicílio. A presença de cães, aves e suínos pode atrair triatomíneos para repasto sanguíneo e, 

assim, manter o ciclo de vida peridomiciliar do Trypanosoma cruzi. 

Fonte: Acervo SerdYtech. 

 

Nas décadas de 1970 e 1980, os países da América Latina foram marcados por intensos 

movimentos migratórios de sua população rural para os centros urbanos, contribuindo para 

mudança do perfil epidemiológico da DC, anteriormente considerada uma enfermidade 

predominantemente rural (MONCAYO et al., 2003). De fato, indivíduos infectados passaram a 

residir em áreas periféricas das cidades, aumentando o risco de disseminação da infecção por 

vias de transmissão não clássicas. A transmissão por transfusão de sangue, por exemplo, cresceu 
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por conta desta urbanização, tanto no Brasil quanto em outros países da América Latina (DIAS 

et al., 2016). O aumento do fluxo migratório de indivíduos infectados originários de países 

endêmicos para áreas indenes, como diversos países da Europa, Estados Unidos, Canadá, 

Austrália e Japão, também é considerado um fator de relevância para a transmissão do parasito 

por via não clássicas (SCHMUNIS, 1997). Este fato se tornou uma preocupação de saúde pública 

mundial, visto que em países não endêmicos a triagem sorológica em bancos de sangue ou bancos 

de órgãos não é regulamentada. Esta deficiência está sendo paulatinamente corrigida, dada a 

necessidade de interrupção da transmissão do parasito por estas vias. 

A transmissão vertical, por sua vez, pode ocorrer através da via transplacentária, a partir 

da 22ª semana de gestação ou durante o parto, pelo contato com o sangue da mãe infectada. Esta 

via depende de diversos fatores como o nível da parasitemia materno, a virulência da cepa 

infectante, do sistema imune da mãe e do feto e da integridade da barreira transplacentária 

(CEBALLOS-POMARES, et al., 2017). A transmissão vertical também recebeu maior 

notoriedade nos últimos anos devido a migração dos indivíduos infectados de áreas endêmicas 

para países indenes, uma vez que a triagem sorológica da infecção no pré-natal não é obrigatória 

nestas localidades. Similarmente à transmissão transfusional, esta deficiência está sendo 

corrigida, dada a necessidade de interrupção da transmissão do parasito pela transmissão vertical.  

A via oral é considerada um mecanismo primário na transmissão do T. cruzi, 

especialmente no ciclo silvestre. Em humanos, esta pode ocorrer através da ingestão do leite 

materno da mãe infectada, ingestão de sangue ou carne malcozida de animais de caça infectados, 

ingestão de suspensão do T. cruzi em acidentes laboratoriais e ingestão de alimentos ou bebidas 

contaminados com fezes ou urina de triatomíneos infectados (DIAS; NETO; LUNA; 2011). 

Surtos de transmissão oral já foram descritos na Venezuela, Argentina, Colômbia e Bolívia, 

(HERNÁNDEZ et al., 2009; NOYA et al., 2015; STORINO; JÖRG, 1994; VARGAS et al, 

2011) e em diferentes localidades do Brasil (ANDRADE et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA; 

CARVALHO, 2012; STEINDEL et al., 2008; SOUZA et al., 1988; VARGAS et al., 2018), 

sendo em sua maioria associados ao consumo de alimentos e bebidas contaminados. Quando 

comparada à via vetorial, a infecção pela via oral apresenta uma maior taxa de mortalidade (8–

35%) (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Atualmente, no Brasil, esta é a via de maior 

importância epidemiológica, com destaque para a região norte do país (SANTOS et al., 2020). 
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2.4 CLÍNICA 

A doença de Chagas apresenta as fases aguda e crônica. A aguda tem início em um 

período de 1 a 2 semanas pós-infecção e pode durar até 3 meses. A fase crônica vem em seguida, 

sendo que nesta, os indivíduos podem permanecer assintomáticos por longos períodos ou 

apresentar sintomas clínicos. 

 

2.4.1 Fase aguda 

Caracteriza-se por elevada parasitemia, permitindo a detecção de tripomastigotas 

circulantes através da microscopia. Em 90% dos casos, os indivíduos são assintomáticos 

(MURCIA et al., 2013), todavia, quando apresentam sintomas, estes são considerados 

inespecíficos, como febre, mal-estar e linfadenopatia, sendo comuns a outras infecções (MALIK; 

SINGH; AMSTERDAM, 2015; PRATA, 2001). No caso da transmissão vetorial, o período de 

incubação pode variar de 4 a 15 dias (DIAS et al., 2016) e o parasito penetra na pele através de 

microlesões ocasionando a formação de uma zona eritematosa denominada chagoma de 

inoculação (Figura 4A). Quando a porta de entrada é a conjuntiva ocular, a manifestação clássica 

é o sinal de Romaña (Figura 4B), um edema indolor, bipalpebral e unilateral (DIAS et al., 2015; 

MURCIA et al., 2013; PRATA, 2001).  

 

 

Figura 4 – Formação do chagoma de inoculação (A) e do 

sinal de Romaña (B).  
Fonte: Adaptada de Rassi; Rassi; Marin-Neto (2010). 

 

2.4.2 Fase crônica 

Em 90% dos casos, as manifestações da fase aguda se resolvem espontaneamente, mesmo 

que o indivíduo não seja submetido à tratamento específico. Dentre estes, estima-se que 60-70% 
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não desenvolverão qualquer sintomatologia relacionada à infecção ao longo de suas vidas 

(RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Estes indivíduos caracterizam-se por apresentarem 

sorologia positiva e ausência de alterações no eletrocardiograma e nos exames radiológicos do 

tórax, esôfago e cólon. A estes casos dá-se o nome de forma crônica indeterminada da DC. 

Contudo, 30-40% dos portadores desenvolvem alguma sintomatologia relacionada à infecção, 

podendo apresentar alterações cardíacas, digestivas, neurológicas ou mistas (DUTRA et al., 

2009; PRATA, 2001). 

 

2.4.2.1 Forma cardíaca 

A forma cardíaca é a manifestação mais grave e comum da DC e acomete 20-30% dos 

indivíduos infectados (RASSI; RASSI; REZENDE, 2012). Geralmente, resulta em arritmias, 

insuficiência cardíaca, tromboembolias e morte súbita. Estas manifestações são ocasionadas por 

um processo inflamatório em que células do sistema imune causam a destruição das fibras 

cardíacas, levando a uma miocardite fibrosante (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000). Com o passar 

dos anos, os portadores desta forma clínica podem desenvolver cardiomegalia, a qual é 

caracterizada por aumento do órgão e insuficiência progressiva de suas funções (Figura 5). 
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Figura 5 - Raio-X torácico de indivíduos acometidos pela forma 

cardíaca da doença de Chagas. 

Legenda: Normal (A); Cardiomegalia leve (B); Cardiomegalia 

moderada (C); Cardiomegalia severa com congestão pulmonar (D). 
Fonte: Tarleton et al. (2007).  

 

2.4.2.2 Forma digestiva 

As manifestações digestivas mais comuns são o megaesôfago e o megacólon (Figura 6), as 

quais podem apresentar aumento luminal e hipertrofia muscular (DUTRA et al., 2009). Os 

sintomas iniciais são resumidos à disfagia e constipação, porém uma vez que a doença causa 

danos ao sistema nervoso autônomo, outras disfunções do sistema gastrointestinal podem ser 

observadas, como anormalidades nas glândulas salivares, estômago, duodeno e fígado (DIAS et 

al., 2016). São observadas alterações nas funções motora, secretora e absortiva do esôfago e do 

restante do trato gastrointestinal. Cerca de 10-15% dos infectados desenvolvem a forma 

digestiva, e é mais frequentemente observada no Brasil, Argentina, Chile e Bolívia (RASSI; 

RASSI; REZENDE, 2012). 
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Figura 6 - Manifestações gastrointestinais da DC crônica. (A) Megaesôfago 

(grupos I, II, III e IV); (B) Hipertrofia de parótidas em paciente com 

megaesôfago; (C) Megaestômago associado ao megaesôfago grupo IV; (D) 

Colecistomegalia; (E) Megaduodeno; (F) Megajejuno; (G) Megaíleo; (H) 

Megareto; (I) Megasigmóide; (J) Megaretosigmóide; (K) Megacólon total; (L) 

Fecaloma. C, D, E, F e G são manifestações raras. 

Fonte: Rassi; Rassi; Rezende (2012). 

 

2.5 TRATAMENTO 

Atualmente há dois fármacos antiparasitários disponíveis para o tratamento parasitário da 

DC: o benzonidazol e o nifurtimox. Ambas são mais eficazes quando utilizadas na fase aguda, 

apresentando uma taxa de cura que varia de 50% a 80% (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 

2010Na América Latina, o medicamento mais empregado é o benzonidazol (MURCIA et al., 

2013), apesar de ambos estarem disponíveis (BATISTA et al., 2019). Nafase aguda, recomenda-

se o tratamento em todos os casos e o mais brevemente possível, assim como em casos de 

transmissão congênita (DIAS et al., 2015). Já na fase crônica o tratamento medicamentoso deve 

ser pensado com mais cautela, e recomenda-se o tratamento apenas de indivíduos sem 
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acometimento cardíaco e/ou digestivo (BRASIL, 2018; OPAS, 2019). Uma das limitações do 

tratamento é a presença de significativas reações adversas, como neuropatia periférica, reações 

cutâneas e granulocitopenia para o benzonidazol e dores abdominais, náuseas, vômito e perda de 

peso para o nifurtimox. Em alguns casos, ainda podem ocorrer reações neurológicas como 

desorientação, perda de memória, insônia, espasmos e convulsões, que desaparecem com redução 

da dose ou interrupção do tratamento (MURCIA et al., 2013). A cura da doença depende de 

alguns fatores, como a fase e duração da doença, idade do indivíduo, duração do tratamento e 

susceptibilidade da cepa infectante ao medicamento (DIAS et al., 2016), porém inexiste uma 

metodologia que possa ser utilizada com segurança para atestar a cura parasitológica dos 

indivíduos tratados. 

 

2.6 EPIDEMIOLOGIA 

Atualmente estima-se que 6-7 milhões de indivíduos estejam infectados pelo T. cruzi no 

mundo, causando até 7.500 óbitos anuais (WHO, 2019). Por conta de sua ampla distribuição, 75 

milhões de indivíduos que residem entre o sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina e Chile 

correm risco de infecção por via vetorial (COURA; DIAS, 2009).  

Apesar de ser prevalente entre o sul dos Estados Unidos ao sul da América Latina, a DC 

não está restrita apenas a estas localidades. Inicialmente, sua distribuição geográfica se limitava 

aos continentes americanos, onde há mais de 140 espécies documentadas do vetor (DIAS, et al., 

2016), combinado à existência de zonas rurais e condições precárias de moradia (RASSI; RASSI; 

MARIN-NETO, 2010). Devido ao intenso processo de migração, o perfil epidemiológico da DC 

mudou ao longo das últimas décadas, de forma que a doença se espalhou para outros países 

(DIAS et al., 2016), se tornando um problema de saúde pública mundial. Nos últimos anos, a 

infecção se espalhou para países indenes, como Estados Unidos, Canadá, Japão, Austrália e 

diversas localidades da Europa (COURA; VIÑAS, 2010) (Figura 7). A migração de áreas rurais 

para os centros urbanos (êxodo rural), que ocorreu nos últimos 50 anos, também consistiu em um 

fator determinante para a mudança do perfil epidemiológico da DC (BERN, 2015). 
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Figura 7 - Rotas de migração de indivíduos infectados provenientes de países endêmicos para 

países indenes. 

Fonte: Coura; Viñas (2010). 

 

Além da migração, o desmatamento, mudanças climáticas e condições precárias de 

moradia são fatores determinantes para a transmissão do T. cruzi e manutenção da DC em áreas 

endêmicas (DIAS et al., 2016). Ações antrópicas de desmatamento levam ao aumento do risco 

de infecção, por aproximar o homem aos ciclos doméstico, peridoméstico e silvestre (Figura 8) 

(COURA, 2013). Por esta razão, o desenvolvimento de testes diagnósticos capazes de identificar 

a infecção em animais domésticos e silvestres é de extrema importância na vigilância da DC 

tanto em áreas endêmicas quanto não endêmicas. 
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Figura 8 - Relação entre os ciclos silvestre, doméstico e peridoméstico da 

transmissão do Trypanosoma cruzi. 

Fonte: Adaptado de Coura (2013, tradução nossa). 

 

2.7 DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico da infecção causada pelo T. cruzi é laborioso e depende de fatores como o 

histórico epidemiológico, presença de sinais e sintomas clínicos, a fase da doença em que o 

indivíduo se encontra, nível de parasitemia e o método de escolha para o diagnóstico (DIAS et 

al., 2016).  

Na fase aguda há uma elevada parasitemia, portanto as metodologias utilizadas são 

aquelas que evidenciam a presença das formas circulantes do parasito (GOMES; LORENA; 

LUQUETTI, 2009), como os exames parasitológicos diretos e indiretos. Com o objetivo de 

aumentar a sensibilidade diagnóstica, recomenda-se que métodos diretos, tais como a gota 

espessa e o esfregaço sanguíneo corado, sejam associados a algum método de concentração, 

como o microhematócrito, Strout ou creme leucocitário (LUQUETTI; SCHMUNIS, 2010). Os 

exames parasitológicos indiretos também são uma alternativa no diagnóstico da infecção aguda, 

como o xenodiagnóstico e o hemocultivo. O xenodiagnóstico é baseado na infecção experimental 

de um vetor após o repasto sanguíneo em indivíduos com suspeita de infecção (DIAS, 1940). O 

hemocultivo já foi recomendado em associação ao xenodiagnóstico (CHIARI et al., 1989). 

Contudo, estas técnicas são laboriosas e necessitam de instalações específicas. Portanto, 

atualmente, não são mais empregadas na rotina laboratorial. Também considerado um método 

parasitológico, a reação em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada por ser mais sensível 

que os demais métodos parasitológicos indiretos (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). O 

diagnóstico molecular é mais usual em casos de transmissão congênita à recém-nascidos, casos 
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de infecção oral, em indivíduos transplantados, no monitoramento da reativação em indivíduos 

imunossuprimidos e para avaliação da resposta ao tratamento no controle de falha terapêutica 

(SCHIJMAN, 2018). 

Na fase crônica, a parasitemia diminui drasticamente, de modo que os testes 

parasitológicos perdem sensibilidade e passam a ser desaconselhados na rotina laboratorial. Por 

outro lado, a produção de anticorpos específicos aumenta e atinge títulos capazes de serem 

detectados através de testes sorológicos (GOMES, 1997). Por este motivo, o diagnóstico nesta 

fase baseia-se em metodologias sorológicas indiretas, como a imunofluorescência indireta (IFI), 

hemaglutinação indireta (HAI), testes imunocromatográficos rápidos, ensaios 

quimiluminescentes (CLIA) e ensaios de imunoadsorção (ELISA), sendo este último o mais 

utilizado devido a possibilidade de automação, baixo custo e testagem de diversos indivíduos 

simultaneamente (SANTOS et al., 2016a). Ainda assim, o desempenho do ELISA varia em razão 

da preparação antigênica utilizada (GADELHA et al, 2003; SANTOS et al., 2016a), da variedade 

genética e fenotípica do T. cruzi (ZINGALES, 2018), da prevalência da doença (LEEFLANG; 

BOSSUYT; IRWIG, 2009; LEEFLANG et al., 2013) e da resposta imunológica dos indivíduos 

infectados (MARTIN et al., 2014; VERANI et al., 2009). 

Já que não existe um ensaio definido como padrão-ouro para o diagnóstico da DC na fase 

crônica, recomenda-se a utilização de dois testes distintos (WHO, 2002), sendo um de alta 

sensibilidade e outro de alta especificidade (DIAS et al., 2016). A concordância dos resultados 

define o indivíduo como negativo ou positivo. Nos casos discordantes, uma terceira metodologia 

deve ser usada ou uma nova amostra deve ser coletada para repetição dos testes e definição do 

estado sorológico do indivíduo. Se esta condição se repetir, a amostra deve ser encaminhada para 

um laboratório de referência (DIAS et al., 2016), onde serão realizados testes como PCR e 

Western blot (GOMES et al., 2009). Entretanto, em virtude da descontinuidade de produção do 

único teste de Western blot disponível no mercado mundial, o TESABlot (BioMeriéux, Brasil), 

muitos laboratórios optam por realizar um terceiro teste (ELISA, HAI ou IFI) para confirmação 

diagnóstica. 

 

2.7.1 Metodologias sorológicas 

Dentre os testes sorológicos, as metodologias de ampla utilização são o ELISA, a IFI e a 

HAI. A imunofluorescência indireta se baseia na interação de anticorpos anti-T. cruzi presentes 

na amostra com formas epimastigotas do parasito fixadas em lâminas de microscopia. As lâminas 

são incubadas e, após etapas de lavagens, são novamente incubadas com um anticorpo secundário 
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(anti-IgG) conjugado à um fluoróforo, que irá emitir fluorescência quando estimulado por feixes 

luminosos com comprimento de onda definidos (Figura 9). Este método apresenta alta 

sensibilidade, no entanto, por utilizar o parasito inteiro em sua forma epimastigota, está sujeito à 

resultados falso-positivos por reações cruzadas, em especial com espécies do gênero Leishmania 

spp. (DALTRO et al., 2019) e com o T. rangeli (MORAES et al., 2008). Além desta 

desvantagem, este método é cada vez menos utilizado devido à diversas limitações, pois é 

laborioso, necessita de profissionais capacitados para realizar a leitura das lâminas e demanda 

equipamentos específicos (WHO, 2002). 

 

 

Figura 9 - Reação de imunofluorescência indireta utilizando formas 

epimastigotas (A) como antígenos na diluição do soro positivo de 1:80 

e controle negativo (B). 

Fonte: Adaptado de Moraes et al. (2008). 

 

A hemaglutinação indireta (Figura 10) é uma técnica que se fundamenta na aglutinação 

de hemácias sensibilizadas com antígenos do T. cruzi na presença de amostras séricas de 

indivíduos infectados pelo parasito. Nos testes com resultado positivo é possível a visualização 

a olho nu da formação de um “manto” no poço, que é composto pela malha de imunocomplexos 

antígeno-anticorpo (BUENO; VAZ, 2007). Quando a amostra é negativa, as hemácias se 

sedimentam no fundo da placa, formando um “botão”. A sensibilidade deste método é menor que 

a da IFI ou ELISA (WHO, 2002), atingindo valores de 52,7% (GADELHA et al., 2003). Apesar 

de simples, necessita de leitura visual, estando sujeita a erros do operador, além da realização de 

diluições seriadas, o que torna o teste laborioso para grandes rotinas e passível de erros durante 

a realização. 
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Figura 10 - Representação esquemática do teste de hemaglutinação indireta. 

Fonte: Acervo SerdYtech. 

 

O teste de ELISA é a metodologia de escolha para o diagnóstico na fase crônica, devido 

ao seu baixo custo, possibilidade de automação, testagem de diversos indivíduos 

concomitantemente e simplicidade em sua execução (NAKAZAWA et al., 2001; SANTOS et 

al., 2016a). O método de ELISA mais utilizado é o indireto (Figura 11), que se baseia na adsorção 

de antígenos à fase sólida de uma microplaca de poliestireno de 96 poços. Após a sensibilização 

das microplacas, o material de análise é colocado em contato com o antígeno adsorvido e 

incubado para que ocorra a interação antígeno-anticorpo. Após esta interação, um segundo 

anticorpo (anti-IgG) conjugado à uma enzima é adicionado e a reação é incubada novamente. 

Caso haja ligação entre estes anticorpos, esta será revelada na etapa de adição com substrato 

enzimático, através do surgimento de cor, que será quantificada em um espectrofotômetro de 

microplacas.  
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Figura 11 - Representação esquemática do teste de ELISA indireto.  

Fonte: Santos (2016). 

 

O primeiro teste de ELISA para diagnóstico da DC foi padronizado em 1975, com matriz 

composta por antígenos solúveis do T. cruzi adsorvidos em microplacas (VOLLER et al., 1975). 

Devido aos avanços tecnológicos e de engenharia genética, uma variedade de preparações 

antigênicas pôde ser aplicada aos ensaios de ELISA. Os extratos brutos ou semipurificados, que 

são utilizados nos ensaios tradicionais, podem resultar em problemas na padronização, 

reprodutibilidade e possibilidade de reatividade cruzada, principalmente com espécies do gênero 

Leishmania spp. e com o T. rangeli (ARAUJO, 1986; DALTRO et al., 2019; SANTOS et al., 

2012). Estas reações podem ser reduzidas com a utilização de antígenos recombinantes ou 

recombinantes, que são mais robustos e desenvolvidos através de técnicas da engenharia 

genética. O uso de antígenos recombinantes para o diagnóstico da DC crônica continua sendo 

estudado através de diversas pesquisas, e foi observado que estas moléculas aumentam a 

especificidade do ensaio (AGUIRRE et al., 2006; CAMUSSONE et al., 2009). Desde então, 

misturas de diferentes antígenos recombinantes foram avaliadas em diferentes plataformas 

diagnósticas (ALMEIDA et al., 1990; CAMUSSONE et al., 2009; MONCAYO; LUQUETTI, 

1990; VERGARA et al., 1991). Apesar destes avanços e dada a variabilidade antigênica do T. 

cruzi, resultados falso-negativos continuaram a ser evidenciados, demonstrando a limitação da 

monotonia de epítopos altamente conservados presentes nestes antígenos (FRASCH et al., 1991). 

Para reduzir eventuais reações cruzadas ou falso-negativas, sugere-se a utilização de antígenos 

recombinantes quiméricos, formados por epítopos conservados e repetitivos de diversas 

proteínas do parasito em uma única molécula (CAMUSSONE et al., 2009). Nos últimos anos, 

quatro antígenos quiméricos (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) foram desenvolvidos 

e seu potencial diagnóstico foi extensamente avaliado (CORDEIRO et al., 2020; DALTRO et 

al., 2019; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; LEONY et al., 2019; SANTOS et al., 

2016b; SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b; SANTOS et al., 2018; SILVA, 2016; 

SILVA et al., 2020). 
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2.8 ANTÍGENOS IBMP 

Quatro antígenos quiméricos, compostos por sequências conservadas e repetitivas de 

diferentes proteínas do T. cruzi, foram desenvolvidos e purificados pelo nosso grupo através de 

técnicas de engenharia genética (SANTOS et al., 2016b). Estas moléculas foram denominadas 

IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 em homenagem ao Instituto de Biologia Molecular 

do Paraná, local onde foram expressas e purificadas. 

Os ensaios utilizando essas moléculas foram padronizados e seu potencial diagnóstico foi 

avaliado para detectar a DC crônica, inicialmente em humanos através do ELISA e microarranjo 

líquido. Este estudo utilizou um total de 280 amostras positivas e 20 negativas para a DC, e as 

moléculas apresentaram valores de área abaixo da curva (AUC) superiores a 98%, indicando uma 

alta capacidade de diferenciação entre indivíduos positivos e negativos para a DC (SANTOS et 

al., 2016b). Tendo em vista os resultados do estudo de fase I, os quatro antígenos IBMP se 

mostraram aptos para compor um estudo de fase II, que objetivou determinar os parâmetros de 

desempenhos dos ensaios, os quais foram realizados em diferentes etapas, com amostras bem 

caracterizadas e tamanho amostral estatisticamente determinado. 

Inicialmente, o ensaio de escolha foi o ELISA, sendo utilizadas 857 amostras positivas 

para a DC crônica, 689 negativas e 1.079 amostras positivas para outras doenças infecto-

parasitárias, com finalidade de avaliar a reatividade cruzada. Todos os antígenos apresentaram 

valores de sensibilidade superiores a 94% e especificidade acima de 99%. Adicionalmente, os 

índices de reatividade cruzada encontrados foram baixos, sendo observado que o desempenho 

diagnóstico dos antígenos quiméricos foi superior ao de testes comerciais disponíveis no Brasil 

naquela ocasião. Além disso, foram observadas elevadas taxas de reprodutibilidade intra-teste, 

inter-teste e inter-laboratorial (SANTOS et al., 2017a). Em seguida, outras plataformas 

diagnósticas foram avaliadas, como o microarranjo líquido (SANTOS et al., 2017b) e a 

imunocromatografia de duplo percurso (SILVA, 2016). Resultados semelhantes aos do ELISA 

foram encontrados em ambas as plataformas diagnósticas.  

No estudo que utilizou imunocromatografia de duplo percurso foi observado que os 

antígenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 se destacaram em valores de acurácia superiores a 99% 

(SILVA, 2016) e, por este motivo, foram selecionados para compor outros dois estudos, que 

tiveram como finalidade analisar o comportamento destas moléculas frente à diferentes DTUs do 

T. cruzi. A primeira avaliação foi realizada em áreas de alta endemicidade, utilizando amostras 

séricas de indivíduos positivos e negativos para a DC provenientes da América Latina, mais 

especificamente de diferentes províncias da Argentina, Bolívia e Paraguai (DEL-REI et al., 
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2019). Em seguida, foi feito um estudo em área de baixa endemicidade, com amostras de 

imigrantes latino-americanos residentes em Barcelona, Espanha (DOPICO et al., 2019). Em 

ambos os estudos, os parâmetros de desempenho encontrados foram semelhantes aos encontrados 

anteriormente, sugerindo que os antígenos IBMP podem detectar anticorpos IgG anti-T. cruzi 

independente da cepa infectante. 

Visto que não há um teste de referência para o diagnóstico da DC crônica, esses estudos 

foram conduzidos utilizando dois testes comerciais com preparações antigênicas e/ou 

metodologias distintas para definição do perfil sorológico das amostras usadas. Desta maneira, 

os parâmetros de desempenho de novos métodos diagnósticos podem ser enviesados por falta de 

um padrão-ouro para comparação. Por esta razão, foi realizada uma análise de classe latente 

(LCA), ferramenta estatística utilizada para avaliar testes na ausência de um padrão-ouro, de 

maneira que o método de análise aproxima aquele resultado do estado real da doença. Uma 

combinação de resultados de testes origina um status de classe latente, ou status da doença. Este 

modelo de análise já foi utilizado por outros autores anteriormente (ANDRADE; GONTIJO, 

2008; CASTRO-SESQUEN et al., 2021; MACHADO DE ASSIS; RABELLO; WERNECK, 

2012). No estudo, as amostras passaram por avaliações individuais para cada antígeno IBMP, e 

a combinação dos resultados dos quatro antígenos foi utilizada para definir o status de cada 

amostra como positiva ou negativa para a DC (SANTOS et al., 2018), indicando valores de 

acurácia compatíveis aos estudos realizados anteriormente (SANTOS et al., 2017a; SANTOS et 

al., 2017b). Utilizando a LCA como padrão-ouro para o diagnóstico da DC crônica, outro estudo 

avaliou a reatividade cruzada dos antígenos IBMP com um grande quantitativo amostral de 

indivíduos infectados com leishmaniose tegumentar (n = 629) e visceral (n = 200). Os antígenos 

IBMP apresentaram ausência de reatividade cruzada ou valores inferiores aos apresentados por 

diferentes testes comerciais também avaliados (DALTRO et al., 2019). Mais recentemente, os 

antígenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram selecionados para compor um estudo de fase I através da 

plataforma de imunoensaio de fluxo lateral (LFA, lateral flow assay), utilizando amostras 

representativas de diferentes formas clínicas da DC e de diferentes áreas endêmicas do Brasil. 

Neste estudo, foi observada uma alta capacidade diagnóstica e aplicabilidade do LFA em 

atendimentos point-of-care (SILVA et al., 2020). Em 02 de julho de 2020, através da Resolução-

RE N° 2.281 do Ministério da Saúde, a Fundação Oswaldo Cruz recebeu aprovação do registro 

e na licença de produção do TR-Chagas Bio-Manguinhos para produção do LFA utilizando os 

antígenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4, para utilização no Sistema Único de Saúde (Brasil, 2020). 

Tendo em vista os resultados obtidos com soros de humanos, o papel do cão na 

manutenção do ciclo da DC e a falta de testes diagnósticos para a doença nestes animais, os 
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antígenos IBMP também foram submetidos a uma avaliação do potencial de detecção de 

anticorpos IgG anti-T. cruzi em soros de cães, sendo observado que as quatro moléculas 

apresentam alta capacidade diagnóstica (LEONY et al., 2019). 

Com base nos resultados obtidos usando os antígenos IBMP, resolvemos avaliar o 

desempenho diagnóstico destas moléculas utilizando a plataforma de ELISA sanduíche duplo-

antígeno, a qual será abordada a seguir. 

 

2.9 ELISA SANDUÍCHE DUPLO-ANTÍGENO (DAS-ELISA) 

O ELISA sanduíche duplo-antígeno é uma variação do ELISA sanduíche que utiliza o 

próprio antígeno marcado como agente de detecção, formando um “sanduíche” do anticorpo 

entre os antígenos (YANG et al., 2006). Desta forma, este teste não possui a limitação de 

detecção de anticorpos classe-específicos ou espécie-específicos, aumentando a sensibilidade do 

ensaio e podendo ser utilizado para detecção de anticorpos em soros de diferentes origens, além 

da humana (HU et al., 2008; SAS et al, 2018). Assim, com a utilização dos antígenos IBMP 

marcados com peroxidase, o mesmo teste poderá identificar anticorpos anti-T. cruzi em seres 

humanos e em seus reservatórios domésticos e silvestres, tendo em vista que para estes últimos 

não há testes comerciais disponíveis para esta finalidade. Alguns estudos envolvendo essa 

metodologia estão disponíveis na literatura (Quadro 1).  
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Patógeno Marcação do antígeno Referência  

Verocitotoxina de E. coli Biotina MIYAZAWA et al., 1999 

Doença de Chagas HRP GOMES et al., 2001 

SARS-CoV HRP CHEN et al., 2005 

Vírus da raiva HRP YANG et al., 2006 

Hepatite B HRP DENG et al., 2008 

Hepatite E HRP HU et al., 2008 

Hepatite Delta HRP XIE et al., 2009 

Hepatite B HRP LI et al., 2010 

Influenza A HRP 
WATCHARATANYATIP et al., 

2010 

Hepatite E HRP DONG et al., 2011 

Hepatite C Biotina HE et al., 2011 

Circovírus suíno HRP GE et al., 2012 

Bunyavírus HRP JIAO et al, 2012 

Clamídia Biotina HORNER et al., 2016 

Varicela-zoster HRP LIU et al., 2016 

Febre hemorrágica da Crimeia-

Congo 
HRP SAS et al., 2018 

Sífilis HRP  WANG et al., 2019 

Anaplasmose bovina Biotina SARLI et al., 2020   

Quadro 1 - Ensaios de ELISA sanduíche duplo-antígeno disponíveis na literatura classificados 

por ano de publicação. 
 

Já foram reportados bons parâmetros de desempenho nos testes diagnósticos ao utilizar 

este tipo de metodologia (CHEN et al., 2005; DENG et al, 2008; GE et al., 2012; HE et al., 2011; 

HU et al., 2008; JIAO  et al., 2012; LI et al., 2010; LIU et al., 2016; WATCHARATANYATIP 

et al., 2010; XIE et al., 2009; YANG et al., 2006), e a ausência de reação de fundo (background) 

nas amostras negativas (GE et al., 2012; SAS et al., 2018), indicando um baixo número de 

ligações inespecíficas. No entanto, não foi avaliado se indivíduos com baixos títulos de 

anticorpos específicos são corretamente diagnosticados usando esta metodologia. 
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Nesse tipo de ensaio (Figura 12), os anticorpos da amostra irão se ligar aos antígenos 

sensibilizados da fase sólida através de um de seus sítios de ligação e, posteriormente, se ligarão 

aos antígenos conjugados através do outro sítio. Desta forma, mesmo que haja a ligação de 

anticorpos inespecíficos na fase sólida, estes não irão se ligar ao antígeno conjugado, na fase 

líquida, garantindo um background baixo ao ensaio (GE et al., 2012). Para além, a sensibilidade 

pode ser elevada por não haver diluição de amostras, enquanto os testes indiretos convencionais 

a necessitam para o aumento da especificidade, podendo assim levar à queda da sensibilidade 

(HE et al., 2011).  

Metodologia semelhante já foi desenvolvida no Brasil por Bio-Manguinhos para o 

diagnóstico da DC crônica. O kit EIE-Recombinante-Chagas-Bio-Manguinhos® foi padronizado 

para o diagnóstico da DC crônica utilizando os antígenos CRA (antígeno repetitivo 

citoplasmático) e FRA (antígeno repetitivo flagelar) recombinantes como matriz antigênica e 

agentes de detecção de anticorpos anti-T. cruzi (GOMES et al., 2001). Este teste apresentava 

sensibilidade e especificidade elevadas (GADELHA et al., 2003; GOMES et al., 2001; SILVA 

et al., 2002). No entanto, a produção do kit foi descontinuada e desde então, não foram publicados 

outros estudos envolvendo essa metodologia para o diagnóstico da DC. 

 

 

Figura 12 - Representação esquemática do ELISA sanduíche duplo-antígeno. 

Fonte: Acervo SerdYtech. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar e validar o desempenho diagnóstico dos antígenos recombinantes quiméricos do 

T. cruzi (IBMP-8.1, IMBP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4), como matrizes antigênicas e como 

agentes de detecção após conjugação à peroxidase, para a detecção de anticorpos anti-T. cruzi 

em humanos através do ELISA sanduíche duplo-antígeno. 

  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

▪ Padronizar o teste imunoenzimático no formato ELISA sanduíche duplo-antígeno 

utilizando os antígenos quiméricos IBMP como matriz antigênica e como agentes de 

detecção após conjugação à peroxidase;  

▪ Validar o ensaio imunoenzimático utilizando os antígenos quiméricos IBMP como 

agentes de detecção após conjugação à peroxidase através de soros de indivíduos 

infectados e não infectados pelo T. cruzi; 

▪ Avaliar a reatividade cruzada do ELISA sanduíche duplo-antígeno utilizando os 

antígenos quiméricos IBMP com soros de indivíduos com diagnóstico positivo para 

outras doenças infecto-parasitárias. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Trata-se de uma validação de método diagnóstico. O objetivo principal deste tipo de 

estudo é avaliar se o teste é funcional ou não, sendo comumente realizado utilizando amostras 

bem caracterizadas de indivíduos positivos e negativos para o agravo em questão (SACKETT; 

HAYNES, 2002).  Para isso, são calculados parâmetros de sensibilidade e especificidade e esses 

valores são comparados com o padrão-ouro (BANOO et al., 2006).  

 

4.2 LOCAIS DE EXPERIMENTAÇÃO E PROCEDIMENTOS 

Os processos de obtenção e purificação dos antígenos IBMP foram realizados por 

colaboradores do Instituto de Biologia Molecular do Paraná (IBMP). A conjugação dos antígenos 

à peroxidase ocorreu no Laboratório de Tecnologia Diagnóstica, em Bio-Manguinhos (Fiocruz-

RJ). Por fim, a avaliação do potencial diagnóstico da técnica foi feita no Laboratório Avançado 

de Saúde Pública (LASP; Instituto Gonçalo Moniz, IGM/Fiocruz-BA).  

 

4.3 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

Este estudo está inserido em dois projetos maiores, denominados “Avaliação e validação 

do potencial diagnóstico de proteínas recombinantes para detecção de patógenos investigados 

pela Hemorrede do Brasil e pela triagem pré-natal do SUS” (aprovado pelo CEP do 

IGM/Fiocruz/BA; CAAE 67809417.0.0000.0040) e “Avaliação e validação do potencial 

diagnóstico de poliantígenos para detecção do Trypanosoma cruzi” (aprovado pelo CEUA do 

IGM/Fiocruz/BA; protocolo número: 002/2017). 

 

4.4 OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS ANTÍGENOS RECOMBINANTES QUIMÉRICOS 

Os antígenos recombinantes quiméricos foram expressos e purificados por nossos 

colaboradores através de técnicas de engenharia genética no Instituto de Biologia Molecular do 

Paraná (IBMP). Brevemente, os antígenos foram clonados em vetores pET28a e expressos em 

Escherichia coli BL21-Star. Após indução, as bactérias foram lisadas e o homogenato contendo 

as proteínas foi separado por centrifugação, para posterior purificação por cromatografia de troca 

iônica (SANTOS et al., 2016b). Após este processo, os antígenos foram enviados ao LASP 

(Fiocruz-BA) para dar início aos imunoensaios. 
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4.5 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENÇA DE DODECIL 

SULFATO DE SÓDIO (SDS-PAGE)  

Alíquotas dos antígenos foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, 

para avaliação de sua integridade. Os géis foram submetidos à eletroforese com 20 mA de 

corrente e coloração pelo Coomassie Blue R250 (Bio-Rad, EUA). O marcador de peso molecular 

utilizado foi o Kaleidoscope™ Prestained Standards (BioRad, EUA).  

 

4.6 CONJUGAÇÃO DOS ANTÍGENOS À PEROXIDASE 

A conjugação dos antígenos à peroxidase foi realizada em colaboração com o Dr. 

Edimilson Domingos da Silva no Laboratório de Tecnologia Diagnóstica, em Bio-Manguinhos 

(Fiocruz-RJ). Detalhes técnicos da conjugação não podem ser revelados devido a segredo 

industrial. Contudo, foi realizada a conjugação química através do método de hidrazona. Neste 

processo se utiliza o metaperiodato de sódio como agente oxidante da peroxidase e o borohidreto 

de sódio, responsável pela formação da ligação hidrazona entre a peroxidase e o antígeno 

quimérico. 

 

4.7 PAINÉIS SOROLÓGICOS 

 

4.7.1 Dimensionamento amostral 

Devido às características deste estudo de validação de métodos (fase I ou prova-de-

conceito), não é necessária a determinação estatística do dimensionamento amostral, sendo a 

amostragem, portanto, de conveniência (SANTOS et al., 2016b). Para este tipo de estudo, 

amostras representativas do agravo em questão devem ser utilizadas, ou seja, amostras de 

indivíduos residentes em regiões geográficas e em variadas formas clínicas da DC crônica. 

 

4.7.2 Obtenção e caracterização do painel sorológico 

 

Um total de 311 amostras positivas para a DC foram cedidas para este estudo pelo 

Laboratório Central de Saúde Pública Profº. Gonçalo Moniz (LACEN/BA). Estas amostras foram 

previamente caracterizadas pelo LACEN-BA utilizando ensaios de ELISA e quimiluminescência 

indiretas. Também foi utilizado um painel de 205 amostras provenientes da Fundação de 
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Hematologia e Hemoterapia da Bahia (Fundação HEMOBA). Todas estas amostras apresentaram 

resultados negativos para a DC, bem como para outros agravos triados pela instituição. 

Similarmente, estas amostras foram previamente caracterizadas pela Instituição cedente através 

de ensaios de quimiluminescência indireta. Adicionalmente, 68 amostras foram selecionadas de 

parcerias prévias com o HEMOBA e com a Universidade Federal do Rio Grande do Norte para 

avaliar a reatividade cruzada do IBMP-DAS-ELISA com as seguintes doenças infecto-

parasitárias: hepatite B, hepatite C, HIV, HTLV, sífilis e leishmaniose visceral. 

As alíquotas cedidas pelo LACEN-BA foram obtidas entre os meses de setembro e 

outubro de 2019, e os dados coletados foram: cut-off e densidade óptica (DO) do ELISA, índice 

da quimiluminescência, data de coleta e município de residência dos indivíduos. Nas visitas ao 

LACEN-BA, as amostras eram aliquotadas em tubos de criopreservação e devidamente 

identificadas com o código da soroteca do nosso grupo. Uma vez no LASP, as amostras foram 

armazenadas a -20° C até a realização dos imunoensaios.  

Todas as amostras selecionadas para este estudo foram recaracterizadas sorologicamente 

pelo IBMP-ELISA indireto (Anexo 1), já padronizado em estudos prévios (DALTRO et al., 

2019; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2016b; SANTOS et al., 

2017b). Para a definição do perfil sorológico das amostras foi utilizado o modelo de classe latente 

previamente estabelecido por Santos e colaboradores em 2018 (SANTOS et al., 2018). 

 

4.7.3 Critérios de inclusão amostral 

Foram incluídas neste estudo amostras séricas de indivíduos positivos e negativos para a 

DC e outras doenças infecto-parasitárias, com resultados concordantes entre os ensaios utilizados 

na recaracterização do painel sorológico e amostras séricas de indivíduos positivos para outras 

doenças infecto-parasitárias, mas negativas para a DC. 

 

4.7.4 Critérios de exclusão amostral 

Foram excluídas do estudo amostras séricas com volumes inferiores a 300 μL, amostras 

com hemólise e/ou lipemia intensas e amostras com resultados discordantes entre os ensaios 

utilizados na recaracterização sorológica. 
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4.8 PADRONIZAÇÃO DO IBMP-ELISA SANDUÍCHE DUPLO-ANTÍGENO (IBMP-DAS-

ELISA) 

Para determinar as condições ótimas dos imunoensaios, foram avaliadas diferentes 

diluições dos antígenos, das amostras e dos antígenos conjugados à peroxidase através de 

checkerboard titration. Este método baseia-se na avaliação de diferentes condições dos 

antígenos, amostras séricas e antígenos conjugados à peroxidase, objetivando identificar a melhor 

forma de aplicá-los. Para a padronização, os antígenos foram diluídos em tampão carbonato-

bicarbonato (50 mM; pH=9,6) nas quantidades finais de: 

• 400 ng; 

• 200 ng; 

• 100 ng; 

• 50 ng; 

• 25 ng; 

• 12,5 ng; 

• 6,25 ng; 

• 3,125 ng; 

• 1,56 ng. 

  Em seguida, 100 μL dessas soluções foram distribuídos separadamente em microplacas 

de poliestireno de 96 cavidades e de fundo chato (UV-Star® Microplate, Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, Áustria). Após a adição dos antígenos, 100 μL de WellChampion™ (lote 130703; 

Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) foram adicionados por cavidade para 

sensibilização e bloqueio concomitante das microplacas. Após 15 minutos de incubação em 

temperatura ambiente, as placas foram esvaziadas por inversão e levadas para secagem em estufa 

a 37ºC por 20 minutos (Marconi® MA032, São Paulo, Brasil). Após este período, as placas 

encontravam-se prontas para uso. Para a padronização dos imunoensaios foram utilizados pools 

séricos de amostras humanas previamente caracterizadas como positivas ou negativas para a DC, 

sendo três deles positivos e quatro negativos. As diluições séricas avaliadas foram 1:2 e 1:1, em 

tampão PBS (fosfato de sódio 10mM e cloreto de sódio 150mM; pH 7,4). Os pools séricos foram 

utilizados em duplicata para cada condição de antígeno, conjugado e diluição avaliada. Seis 

poços sem adição de antígeno (somente tampão PBS) e seis sensibilizados com o antígeno, 

porém, sem adição de amostra sérica (branco) foram utilizadas para análise do sinal de 

background do tampão e dos antígenos, respectivamente.  
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Após a sensibilização, 50 µL dos pools foram adicionadas em cada poço, e as placas 

foram seladas e incubadas em estufa a 37ºC por 60 minutos (MARCONI® MA032, São Paulo, 

Brasil). Passado este período, as placas foram lavadas cinco vezes com 250 μL de tampão PBS-

Tween (PBS-T, fosfato de sódio 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e 0,5% de Tween-20; pH 7,4) 

para retirada do material não adsorvido. Posteriormente, 50 µL do antígeno conjugado diluído 

em PBS foram adicionados aos poços. Para a padronização da reação, o conjugado foi avaliado 

nas diluições de 1:10.000; 1:5.000; 1:2.000; 1:1.000 e 1:500. As placas foram novamente seladas 

e incubadas em estufa a 37ºC, desta vez por 30 minutos (MARCONI® MA032, São Paulo, 

Brasil). Em seguida, 100 μL do cromógeno TMB Plus (lote 111011; Ken-Em-Tec Diagnostics 

A/S, Taastrup, Dinamarca) foram adicionados e as placas incubadas em temperatura ambiente 

sob abrigo da luz durante 10 minutos. Após a incubação, 50 µl de H2SO4 0.3 M foram 

adicionados para interromper as reações, as quais foram quantificadas em espectrofotômetro com 

filtro de 450 nm (SPECTRAmax 340PC®, EUA). Para a interpretação dos dados, os valores da 

densidade óptica (DO) média das duplicatas foram calculados, bem como os seus respectivos 

desvios padrão, utilizando o programa Microsoft Excel 2016.  

 

4.9 EXPRESSÃO E ANÁLISE DOS RESULTADOS DA PADRONIZAÇÃO 

O principal critério estabelecido para determinar as condições ótimas na padronização foi 

a eficiência do ensaio, prezando a distância de sinal entre o pool de amostras positivas e 

negativas. Para esta finalidade, estabelecemos que a média das DOs dos pools positivos deveria 

apresentar o sinal superior a 0,80 e dos negativos abaixo de 0,15, independente da molécula 

utilizada. Foi também levada em consideração a maior diferença entre as DOs médias dos pools 

positivos e as médias dos pools negativos, acrescidos de três desvios-padrão, segundo a fórmula: 

 

(X̄ 𝑃𝑂𝑆) − (X̄ 𝑁𝐸𝐺 + 3𝐷𝑃) 

 

Os dados de DO foram exportados para o software GraphPad Prism 7 para Windows v. 

7.01 (GraphPad Software Inc., Chicago-IL, EUA) e os valores de cut-off (CO) definidos 

individualmente para cada microplaca, a partir da análise das curvas ROC geradas. As áreas 

abaixo da curva ROC (AUC) foram calculadas utilizando o intervalo de confiança de 95% 

(IC95%).  
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4.10 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DIAGNÓSTICO  

 

4.10.1 Estudo de fase I 

Para determinar o potencial diagnóstico dos antígenos IBMP para detecção de anticorpos 

anti-T. cruzi através do IBMP-DAS-ELISA, foram utilizadas as condições ótimas dos antígenos, 

amostras séricas e antígenos conjugados selecionados na padronização. Os imunoensaios foram 

realizados conforme no item 4.8. Nesta etapa, foi utilizado um painel sorológico previamente 

caracterizado, respeitando os critérios de inclusão e exclusão de amostras. 

  

4.10.2 Análise em série e em paralelo 

 Para elevar o desempenho diagnóstico e diminuir a possibilidade de ocorrência de 

resultados indesejados, é possível realizar a combinação de diferentes testes. Assim, foram 

realizadas análises em série e em paralelo, através da combinação dos resultados do IBMP-DAS-

ELISA. 

 Na análise em série, os dois testes precisam apresentar resultados positivos para que o 

indivíduo seja considerado positivo, podendo assim aumentar a especificidade do diagnóstico. Já 

a análise em paralelo, requer que apenas um dos testes apresente resultado positivo para que o 

indivíduo seja considerado positivo, aumentando a sensibilidade e por consequência podendo 

diminuir a especificidade do diagnóstico (CEBUL; HERSHEY; WILLIAMS, 1982; CHU, 1999; 

MEDRONHO et al., 2009). 

 

4.10.3 Estudo da reatividade cruzada 

 Foi realizada a avaliação da reatividade cruzada para outras doenças infecto-parasitárias 

de interesse em saúde pública empregando amostras séricas positivas para hepatite B (HBV, ou 

antígeno de superfície do vírus da hepatite B e HBC, ou antígeno do core do vírus da hepatite B), 

hepatite C, HIV (vírus da imunodeficiência humana), HTLV (vírus linfotrópico de células T 

humanas), sífilis e leishmaniose visceral. As reações foram conduzidas conforme descrito 

anteriormente. O diagnóstico sorológico para estas infecções foi realizado pelas Instituições 

parceiras. Todavia, o seu perfil sorológico para a DC foi avaliado utilizando os ensaios de ELISA 

indireto usando as quatro proteínas recombinantes quiméricas (resultados disponíveis no Anexo 

1). 
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4.11 INTERPRETAÇÃO DOS DADOS  

 

4.11.1 Normalização dos dados, definição do ponto de corte e da área abaixo da curva 

Este processo teve a finalidade de uniformizar os resultados, corrigindo a variabilidade 

entre os valores de DO obtidos em cada microplaca. Assim, foi calculado um índice de 

reatividade para cada amostra, através da seguinte fórmula: 

 

Índice de reatividade (IR) = 
𝐷𝑂 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐶𝑢𝑡−𝑜𝑓𝑓 (𝐶𝑂) 𝑑𝑎 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎
 

 

Semelhante ao descrito no tópico 4.9, o cálculo do cut-off foi realizado no software 

GraphPad Prism 7 para Windows v. 7.01 (GraphPad Software Inc., Chicago-IL, EUA) e seu valor 

foi definido a partir da análise da curva ROC. As áreas abaixo da curva (AUC) foram 

determinadas considerando um intervalo de confiança de 95%, para avaliar a precisão para cada 

antígeno IBMP, que pode ser classificada de acordo com o quadro 2. 

 
 

Valor Classificação 

1 Excelente 

0,99-0,82 Elevado 

0,81-0,62 Moderado 

0,61-0,51 Baixo 

Quadro 2 - Classificação do valor da 

área abaixo da curva ROC. 

Fonte: Swets (1988). 

 

Os resultados de CO foram exportados para o Microsoft Excel 2016, em que obtivemos 

o resultado de IR através da fórmula citada anteriormente. As amostras que apresentaram IR 

inferior a 1,00 foram consideradas negativas, e aquelas que apresentaram IR igual ou superior a 

1,00 foram consideradas positivas. As amostras que apresentaram IR entre 0,9 e 1,1 (IR = 1,0 ± 

10%), foram consideradas na zona cinza. A fim de corrigir possíveis erros inerentes à pipetagem, 

foi adotado como critério de repetição amostras previamente caracterizadas como positivas que 

apresentassem DO inferior a 1,20 e negativas superior a 0,80. 
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4.11.2 Cálculo do índice de Kappa de Cohen 

 A avaliação qualitativa do grau de concordância entre o IBMP-DAS-ELISA e os testes de 

referência foi realizada através da determinação do índice de Kappa de Cohen (), o qual mede 

o grau de concordância entre medidas da mesma variável categórica que não acontece ao acaso. 

Esta medida tem como valor máximo 1,00 que representa concordância total entre as avaliações 

e valor mínimo zero, indicando ausência de concordância entre as avaliações. A interpretação do 

índice  foi realizada de acordo com o Quadro 3 (LANDIS; KOCH, 1977).  

 

Valor (κ) Classificação 

κ = 1 Concordância perfeita 

0,99 ≤ κ ≥ 0,81 Concordância quase perfeita 

0,80 ≤ κ ≥ 0,61 Concordância substancial 

0,60 ≤ κ ≥ 0,41 Concordância moderada 

0,40 ≤ κ ≥ 0,21 Concordância justa 

0,20 ≤ κ ≥ 0,1 Concordância leve 

κ = 0 Concordância fraca 

Quadro 3 - Classificação do índice de Kappa (κ). 

Fonte: Landis; Koch (1977). 

 

 

4.11.3 Avaliação dos parâmetros de desempenho 

 Os parâmetros de desempenho avaliados neste estudo de fase I foram área abaixo da curva, 

sensibilidade, especificidade, acurácia, proporção de falso-negativos, proporção de falso-

positivos, índice de Youden e Kappa de Cohen, com seus respectivos intervalos de confiança. 

Para calcular e interpretar estas variáveis, foram utilizadas tabelas de dupla entrada (Figura 13), 

comparando os dados obtidos no IBMP-DAS-ELISA com os dados obtidos pelo teste referência 

(análise de classe latente utilizando os antígenos IBMP no ELISA indireto). 
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Figura 13 - Possíveis combinações entre resultados obtidos em um teste diagnóstico e o verdadeiro 

status da doença.  

Legenda: VP (verdadeiro-positivo), FP (falso-positivo); FN (falso-negativo); VN (verdadeiro-

negativo). 

Fonte: Adaptado de Santos (2016).  

 

4.11.4 Análise estatística 

 As variáveis mensuradas foram expressas em média aritmética, média geométrica e desvio 

padrão. Apenas na padronização dos imunoensaios, foram avaliadas as médias aritméticas das 

DOs, e nas demais análises, as médias geométricas, com seus respectivos intervalos de confiança 

a 95% (IC95%). A normalidade dos dados foi testada aplicando o teste de Shapiro-Wilk, e 

quando houve rejeição da hipótese nula, ou seja, quando a distribuição não foi normal, foi 

utilizado o teste de Wilcoxon. Quando houve confirmação da normalidade dos dados, o teste T 

de Student foi aplicado. Todos os resultados foram avaliados levando em consideração o nível 

de significância de p (p < 0,05).  
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5 RESULTADOS 

5.1 SDS-PAGE PARA ANÁLISE DA INTEGRIDADE DOS ANTÍGENOS IBMP 

 Após a chegada dos antígenos recombinantes quiméricos no LASP, foi realizada uma 

análise eletroforética para avaliar sua qualidade e integridade. Através desta análise, foram 

observadas a presença de bandas distintas de proteínas, ausência de contaminantes e pesos 

moleculares esperados para cada antígeno IBMP (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - SDS-PAGE dos antígenos IBMP. 

Legenda: MM (massa molecular); kDa (quilodaltons). 

Fonte: A autora. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DO PAINEL SOROLÓGICO 

Das 311 amostras positivas cedidas pelo LACEN-BA, 207 foram elegíveis para compor 

o estudo de fase I, quinze foram utilizadas para a preparação de pools séricos, três apresentaram 

volumes insuficientes e 86 amostras revelaram resultados discordantes entre os ensaios de 

recaracterização sorológica conduzidos no LASP através do IBMP-ELISA indireto (SANTOS et 

al., 2016b; SANTOS et al., 2017a) e, por este motivo foram descartadas do estudo (Figura 15). 
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Para o painel de amostras negativas, foram utilizadas 205 amostras do HEMOBA, com resultados 

de IBMP-ELISA indireto conhecidos e obtidos anteriormente pelo nosso grupo (SANTOS, 

2020). 

Para avaliação da reatividade cruzada, foram selecionadas 68 amostras de outros agravos, 

previamente caracterizadas pelas Instituições parceiras, porém negativas para T. cruzi, sendo 

elas: hepatite B (n = 10 para HBV e n = 10 para HBC), hepatite C (10 amostras), HIV (n = 9), 

HTLV (n = 9), sífilis (n = 10) e leishmaniose visceral (n = 10). 

 

 

Figura 15 - Fluxograma representando o desenho do estudo para detecção de anticorpos 

anti-T. cruzi em amostras humanas através do DAS-ELISA.  

Nota: *Avaliadas somente nos testes índices que usaram IBMP-8.1 e IBMP-8.4 como 

preparação antigênica. 

Fonte: A autora. 
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5.3 PADRONIZAÇÃO DO IBMP-DAS-ELISA 

A massa de antígeno e diluições do soro e antígeno conjugado foram avaliadas através 

de uma matriz de decisão (checkerboard titration). As melhores condições foram selecionadas 

considerando os critérios anteriormente descritos, ou seja, levando em consideração a distância 

entre a DO média dos pools positivos e negativos e aquelas em que o sinal dos pools de amostras 

positivas fosse superior a 0,80 e os pools de negativas, um sinal inferior a 0,15. 

O primeiro antígeno a ser padronizado foi o IBMP-8.4, por ter apresentado o melhor 

desempenho nos estudos realizados anteriormente (DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; 

SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b;). As condições de massa de antígeno por 

cavidade inicialmente avaliadas foram 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ng, enquanto as diluições do 

antígeno conjugado variaram de 1:500; 1:1.000; 1:5.000 e 1:10.000. Para este experimento não 

houve diluição das amostras biológicas. Até o momento de realização destes ensaios, o grupo 

não tinha conhecimento das condições de funcionamento do antígeno conjugado à peroxidase. 

Desta forma, esta etapa foi considerada preliminar, e nenhuma das condições avaliadas foi 

considerada satisfatória (Figura 16), visto que as DOs das amostras positivas permaneceram 

abaixo de 0,80. 
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Figura 16 - Análise gráfica dos valores médios de densidade óptica do antígeno IBMP-

8.4 na padronização preliminar. 

Nota: Análise gráfica dos valores médios de densidade óptica do antígeno IBMP-8.4, 

sem diluição do soro. Diluição do conjugado de 500; 1.000; 2.000; 5.000 e 10.000 vezes, 

com 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ng do antígeno, sem diluição sérica. As linhas pretas 

tracejadas inferiores representam o limite máximo requerido para o conjunto de 

amostras negativas (0,15), enquanto as superiores representam o limite mínimo 

desejável de densidade óptica para as amostras positivas (0,80). As linhas vermelhas 

tracejadas simbolizadas com círculos “●” correspondem as diluições de 1:500 (A) ou 

1:5.000 (B) do antígeno conjugado, enquanto as linhas azuis tracejadas simbolizados 

com quadrados “■” correspondem às diluições 1:1.000 (A) ou 1.10.000 (B). As linhas 

vermelhas e azuis contínuas representam os sinais das amostras negativas, e as linhas 

vermelhas e azuis tracejadas representam as amostras positivas.  

Legenda: DO (densidade óptica); ng (nanograma). 

Fonte: A autora. 

 

Ao avaliar o comportamento do antígeno IBMP-8.4, a padronização foi reestruturada para 

as quantidades de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 ng de antígeno por cavidade, 

enquanto as diluições de antígeno conjugado variaram de 1:1.000 e 1:2.000. Neste caso, as 

amostras séricas foram avaliadas na diluição de 1:2 (Figura 17A) ou sem diluição (Figura 17B). 

Assim, as condições consideradas satisfatórias foram encontradas com 25 ng de antígeno, 

diluição do conjugado de 1:2.000 e amostras séricas sem diluição, por apresentar uma alta 

variação de sinal entre amostras positivas e negativas e maior economia de antígeno e conjugado 

(Figura 17; Tabela 1). 
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Figura 17 - Análise gráfica dos valores médios de densidade óptica do antígeno IBMP-

8.4. 

Nota: Valores médios de densidade óptica do antígeno IBMP-8.4, sem variação da 

diluição sérica (B) ou com diluição 1:2 (A), a diluição do conjugado de 1.000 e 2.000 

vezes, com 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ng do antígeno. As linhas 

pretas tracejadas inferiores representam o limite máximo requerido para o conjunto de 

amostras negativas (0,15), enquanto as superiores representam o limite mínimo 

desejável de densidade óptica para as amostras positivas (0,80). As linhas vermelhas 

tracejadas simbolizadas com círculos “●” correspondem a diluição de 1:1.000 do 

antígeno conjugado, enquanto as linhas azuis tracejadas simbolizados com quadrados 

“■” correspondem à diluição 1:2.000. As linhas vermelhas e azuis contínuas 

representam os sinais das amostras negativas, e as linhas vermelhas e azuis tracejadas 

representam as amostras positivas. 

Legenda: DO (densidade óptica); ng (nanograma). 

Fonte: A autora. 

 

A partir destes resultados foi possível observar que a diluição das amostras séricas em 

PBS não se adequaria aos critérios de aceitação estabelecidos para o ensaio e, por este motivo, 

esta condição não foi avaliada na padronização das demais moléculas. Portanto, foram avaliadas 

as quantidades de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 ng de antígeno por cavidade e 

conjugado nas diluições de 1:1.000 e 1:2.000, na ausência de diluição sérica. 

Para os antígenos IBMP-8.1 (Figura 18A Tabela 2), IBMP-8.2 (Figura 18B; Tabela 3) e 

IBMP-8.3 (Figura 18C; Tabela 4), as condições selecionadas foram 25 ng de antígeno por poço 

e diluição do conjugado de 1:2.000, na ausência de diluição sérica. Assim, os critérios 

preestabelecidos pelo grupo seriam cumpridos e a condição do ensaio seria semelhante ao ensaio 

com o antígeno IBMP-8.4. 
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Tabela 1: Análise da densidade óptica média dos pools utilizados na padronização do antígeno 

IBMP-8.4. 

Conjugado Antígeno Soro X̄ NEG DP 
X̄ 

NEG+3DP 
X̄ POS 

(X̄ POS) –  

(X̄ NEG+3DP) 

1
:1

.0
0

0
 

400 ng 1:1 0,072 0,006 0,09 0,591 0,501 

1:2 0,072 0,003 0,082 0,203 0,122 

200 ng 1:1 0,072 0,004 0,085 0,721 0,635 

1:2 0,071 0,006 0,09 0,352 0,261 

100 ng 1:1 0,078 0,007 0,099 0,876 0,778 

1:2 0,075 0,005 0,09 0,465 0,375 

50 ng 1:1 0,078 0,007 0,1 0,92 0,82 

1:2 0,079 0,01 0,11 0,574 0,464 

25 ng 1:1 0,076 0,012 0,112 0,999 0,887 

1:2 0,075 0,009 0,102 0,559 0,457 

12,5 ng 1:1 0,073 0,004 0,084 0,918 0,834 

1:2 0,07 0,006 0,089 0,549 0,46 

6,25 ng 1:1 0,057 0,006 0,075 0,831 0,756 

1:2 Não realizado 

3,125 ng 1:1 0,061 0,009 0,089 0,647 0,558 

1:2 Não realizado 

1,56 ng 1:1 0,056 0,006 0,074 0,644 0,57 

1:2 Não realizado 

*
1

:2
.0

0
0

 

400 ng 1:1 0,064 0,006 0,082 0,264 0,182 

1:2 0,066 0,01 0,097 0,147 0,049 

200 ng 1:1 0,063 0,005 0,077 0,6 0,522 

1:2 0,062 0,008 0,085 0,277 0,192 

100 ng 1:1 0,06 0,004 0,074 0,729 0,655 

1:2 0,061 0,005 0,077 0,346 0,269 

50 ng 1:1 0,064 0,006 0,081 0,923 0,843 

1:2 0,055 0,003 0,066 0,542 0,477 

25 ng 1:1 0,061 0,008 0,084 0,895 0,811 

1:2 0,058 0,003 0,067 0,519 0,452 

12,5 ng 1:1 0,061 0,007 0,082 0,871 0,789 
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1:2 0,059 0,002 0,066 0,521 0,455 

6,25 ng 1:1 0,05 0,002 0,057 0,814 0,756 

1:2 Não realizado 

3,125 ng 1:1 0,05 0,003 0,059 0,614 0,555 

1:2 - 

1,56 ng 1:1 0,053 0,002 0,06 0,591 0,531 

1:2 Não realizado 

Nota: O texto em negrito representa as condições selecionadas para a realização dos 

imunoensaios. 

Legenda: X̄ (média aritmética); DP (desvio padrão); DO (densidade óptica); NEG (amostras 

negativas); POS (amostras positivas). 

Fonte: A autora. 
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Figura 18 - Análise gráfica dos valores médios de densidade óptica do antígeno IBMP-8.1 (A), 

IBMP-8.2 (B) e IBMP-8.3 (C). 

Nota: Valores médios de densidade óptica dos antígenos IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.3 sem 

variação da diluição sérica, a diluição do conjugado de 1.000 e 2.000 vezes, com 1,56; 3,125; 6,25; 

12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ng do antígeno. As linhas pretas tracejadas inferiores representam o 

limite máximo requerido para o conjunto de amostras negativas (0,15), enquanto as superiores 

representam o limite mínimo desejável de densidade óptica para as amostras positivas (0,80). As 

linhas vermelhas tracejadas simbolizadas com círculos “●” correspondem a diluição de 1:1.000 do 

antígeno conjugado, enquanto as linhas azuis tracejadas simbolizados com quadrados “■” 

correspondem à diluição 1:2.000. As linhas vermelhas e azuis contínuas representam os sinais das 

amostras negativas, e as linhas vermelhas e azuis tracejadas representam as amostras positivas. 

Legenda: DO (densidade óptica); ng (nanograma). 

Fonte: A autora. 
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Tabela 2: Análise da densidade óptica média dos pools utilizados na padronização do antígeno 

IBMP-8.1. 

Conjugado Antígeno Soro X̄ NEG DP 
X̄ 

NEG+3DP 
X̄ POS 

(X̄ POS) –  

(X̄ NEG+3DP) 

1
:1

.0
0

0
 

400 ng 1:1 0,046 0,002 0,050 0,260 0,209 

200 ng 1:1 0,049 0,002 0,054 0,536 0,482 

100 ng 1:1 0,056 0,018 0,111 1,059 0,948 

50 ng 1:1 0,071 0,042 0,198 1,467 1,269 

25 ng 1:1 0,073 0,046 0,211 1,417 1,206 

12,5 ng 1:1 0,068 0,031 0,160 1,160 1,000 

6,25 ng 1:1 0,050 0,001 0,054 0,483 0,430 

3,125 ng 1:1 0,051 0,001 0,054 0,354 0,300 

1,56 ng 1:1 0,050 0,001 0,052 0,208 0,156 

*
1

:2
.0

0
0

 

400 ng 1:1 0,044 0,001 0,046 0,255 0,209 

200 ng 1:1 0,046 0,002 0,053 0,474 0,421 

100 ng 1:1 0,057 0,013 0,097 0,887 0,790 

50 ng 1:1 0,067 0,041 0,189 1,350 1,161 

25 ng 1:1 0,070 0,043 0,198 1,272 1,074 

12,5 ng 1:1 0,028 0,028 0,113 1,069 0,956 

6,25 ng 1:1 0,047 0,002 0,054 0,393 0,339 

3,125 ng 1:1 0,047 0,000 0,048 0,301 0,253 

1,56 ng 1:1 0,050 0,004 0,061 0,181 0,121 

Nota: O texto em negrito representa as condições selecionadas para a realização dos imunoensaios. 

Legenda: X̄ (média aritmética); DP (desvio padrão); DO (densidade óptica); NEG (amostras 

negativas); POS (amostras positivas). 

Fonte: A autora. 
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Tabela 3: Análise da densidade óptica média dos pools utilizados na padronização do 

antígeno IBMP-8.2. 

Conjugado Antígeno Soro X̄ NEG DP 
X̄ 

NEG+3DP 
X̄ POS 

(X̄ POS) –  

(X̄ NEG+3DP) 

1
:1

.0
0

0
 

400 ng 01:01 0,048 0,002 0,054 1,056 1,001 

200 ng 01:01 0,053 0,008 0,077 1,324 1,247 

100 ng 01:01 0,050 0,002 0,055 1,585 1,530 

50 ng 01:01 0,053 0,014 0,097 1,458 1,361 

25 ng 01:01 0,052 0,006 0,071 1,589 1,518 

12,5 ng 01:01 0,047 0,002 0,053 1,707 1,654 

6,25 ng 01:01 0,051 0,007 0,072 1,855 1,782 

3,125 ng 01:01 0,083 0,055 0,246 1,369 1,123 

1,56 ng 01:01 0,066 0,020 0,127 0,955 0,828 

*
1

:2
.0

0
0

 

400 ng 01:01 0,053 0,001 0,055 0,967 0,912 

200 ng 01:01 0,053 0,005 0,067 1,188 1,121 

100 ng 01:01 0,047 0,002 0,052 1,431 1,379 

50 ng 01:01 0,045 0,002 0,049 1,327 1,278 

25 ng 1:1 0,051 0,006 0,068 1,468 1,400 

12,5 ng 01:01 0,002 0,002 0,009 1,533 1,525 

6,25 ng 01:01 0,049 0,002 0,056 1,770 1,714 

3,125 ng 01:01 0,057 0,014 0,100 1,306 1,206 

1,56 ng 01:01 0,051 0,003 0,060 0,903 0,842 

Nota: O texto em negrito representa as condições selecionadas para a realização dos 

imunoensaios. 

Legenda: X̄ (média aritmética); DP (desvio padrão); DO (densidade óptica); NEG 

(amostras negativas); POS (amostras positivas). 

Fonte: A autora. 
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Tabela 4: Análise da densidade óptica média dos pools utilizados na padronização do antígeno 

IBMP-8.3. 

Conjugado Antígeno Soro X̄ NEG DP 
X̄ 

NEG+3DP 
X̄ POS 

(X̄ POS) –  

(X̄ NEG+3DP) 

1
:1

.0
0

0
 

400 ng 1:1 0,105 0,016 0,153 2,196 2,043 

200 ng 1:1 0,079 0,006 0,096 2,522 2,426 

100 ng 1:1 0,098 0,019 0,156 2,762 2,606 

50 ng 1:1 0,117 0,062 0,302 2,785 2,483 

25 ng 1:1 0,171 0,098 0,466 2,691 2,226 

12,5 ng 1:1 0,201 0,085 0,455 2,476 2,021 

6,25 ng 1:1 0,104 0,040 0,223 1,155 0,932 

3,125 ng 1:1 0,094 0,018 0,148 1,103 0,955 

1,56 ng 1:1 0,102 0,028 0,187 1,167 0,979 

*
1

:2
.0

0
0

 

400 ng 1:1 0,087 0,004 0,100 1,852 1,751 

200 ng 1:1 0,072 0,006 0,090 2,247 2,157 

100 ng 1:1 0,080 0,029 0,166 2,522 2,356 

50 ng 1:1 0,107 0,049 0,253 2,711 2,458 

25 ng 1:1 0,140 0,089 0,408 2,546 2,138 

12,5 ng 1:1 0,080 0,080 0,319 2,294 1,975 

6,25 ng 1:1 0,094 0,030 0,185 1,046 0,861 

3,125 ng 1:1 0,083 0,025 0,158 0,992 0,834 

1,56 ng 1:1 0,081 0,024 0,154 0,976 0,822 

Nota: O texto em negrito representa as condições selecionadas para a realização dos 

imunoensaios. 

Legenda: X̄ (média aritmética); DP (desvio padrão); DO (densidade óptica); NEG (amostras 

negativas); POS (amostras positivas). 

Fonte: A autora. 
 

5.4 ESTUDO DE FASE I 

 Levando em consideração a área abaixo da curva ROC (AUC), o antígeno que apresentou 

maior capacidade discriminatória entre amostras positivas e negativas foi o IBMP-8.2 (AUC = 

99,5%), seguido pelo IBMP-8.4 (AUC = 98,8%), IBMP-8.1 (AUC = 98,7%) e IBMP-8.3 (AUC 

= 98,58%), respectivamente (Figura 19). Segundo a classificação dos valores de AUC 

apresentados no Quadro 2, todos os antígenos IBMP obtiveram valores excelentes. Considerando 
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a sobreposição dos valores de IC95%, não houve diferença entre eles. Todos os antígenos 

diferenciaram as amostras positivas das negativas de forma significativa (p < 0,0001; Figura 19) 

Do total de amostras positivas, o antígeno IBMP-8.1 classificou 53 (25,6%) como falso-

negativas, o IBMP-8.2, 27 (13%), o IBMP-8.3, 24 (11,6%) e o IBMP-8.4, 43 (20,8%), conferindo 

sensibilidades de 74,4%, 87,0%, 88,4% e 79,2%, respectivamente (Figura 19). Quanto aos 

valores de especificidade, o único antígeno que não atingiu 100% foi o IBMP-8.3, com um valor 

de 96,6%, por conta de 7 amostras falso-positivas (3,4% do total de amostras negativas), sendo 

uma delas localizada na zona cinza. O IBMP-8.4 apresentou o maior número de amostras na zona 

cinza (n = 25; 6,1%), seguindo pelo IBMP-8.1 (n = 16; 3,9%), IBMP-8.3 (n = 8; 1,9%) e IBMP-

8.2 (n = 4; 1,0%) (Figura 19).  

Na análise do índice de Youden (J), todos os antígenos IBMP apresentam capacidade 

discriminatória acima de 70%, com destaque para as moléculas IBMP-8.2 e IBMP-8.3, com 

valores superiores a 80% (Figura 19). Quanto ao índice de Kappa de Cohen (κ), os antígenos 

IBMP-8.2 e IBMP-8.3 apresentaram graus de concordância quase perfeita (0,87 e 0,81, 

respectivamente) e IBMP-8.1 e IBMP-8.4 apresentaram graus de concordância substancial (0,74 

e 0,79, respectivamente). 

Dentre as amostras positivas, o antígeno que apresentou a maior média geométrica foi o 

IBMP-8.3 (IR = 2,11 ± 0,17), seguido pelo IBMP-8.1 (IR = 1,96 ± 0,27), IBMP-8.4 (IR = 1,92 

± 0,20) e IBMP-8.2 (IR = 1,64 ± 0,20) (Figura 19). Para as amostras negativas, o IBMP-8.2 (IR 

= 0,07 ± 0,002) apresentou o menor sinal de reatividade, seguido pelo IBMP-8.3 (IR = 0,13 ± 

0,002), IBMP-8.4 (IR = 0,20 ± 0,010) e IBMP-8.1 (IR = 0,29 ± 0,007). 

Considerando a sobreposição dos intervalos de confiança a 95% (IC95%) para o AUC 

(Figura 20), foi observado que não há diferença significativa entre os quatro antígenos quanto á 

sua capacidade diagnóstica. Comportamento semelhante foi observado para os valores de 

especificidade. Quanto à sensibilidade, foi observado que o IBMP-8.2 e o IBMP-8.3 identificam 

corretamente as amostras positivas com maior taxa de acerto quando comparados ao IBMP-8.1. 

Contundo, não foi observada diferença entre a molécula IBMP-8.4 e demais antígenos. Para a 

acurácia, o IBMP-8.2 mostrou-se superior ao IBMP-8.1; não havendo diferença entre as demais 

moléculas. Na avaliação do índice de Kappa de Cohen, observou-se que os resultados obtidos 

com o antígeno IBMP-8.2 apresentaram concordância superior com aqueles obtidos através da 

LCA (padrão-ouro) quando comparado ao IBMP-8.1 e ao IBMP-8.4 (Figura 20). 
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Figura 19 - Representação gráfica dos índices de reatividade dos antígenos IBMP no estudo de fase I 

(A), suas respectivas curvas ROC (B) e parâmetros de desempenho diagnóstico (C). 

Nota: A área sombreada representa a zona cinza (IR ± 10%). 
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Legenda: Tc-Neg (Amostras negativas para Trypanosoma cruzi); Tc-Pos (Amostras positivas para T. 

cruzi); AUC (Área abaixo da curva ROC); Sen (Sensibilidade); Esp (Especificidade); ACC (Acurácia); 

PFN (Proporção de resultados falso-negativos); PFP (Proporção de resultados falso-positivos); J 

(Índice de Youden); k (Índice de Kappa de Cohen); IR (Índice de reatividade). 

Fonte: A autora. 

 

 
Figura 20 - Representação gráfica dos intervalos de confiança a 95% (IC95%) da AUC, 

sensibilidade, especificidade, acurácia e índice de Kappa de Cohen, determinados para os antígenos 

IBMP. 

Fonte: A autora. 

 

Além do desempenho individual de cada molécula, foi analisado o desempenho 

diagnóstico em série e em paralelo usando dois IBMP-DAS-ELISA (Tabela 5). De acordo com 

o esquema em série, a sensibilidade variou de 58,9% a 76,9%, enquanto a especificidade alcançou 

valores de 100%. Quanto à acurácia, os valores variaram de 79,4% para os antígenos IBMP-8.1 

e IBMP-8.4 a 88,4% para o IBMP-8.2 e IBMP-8.3. Por outro lado, os valores de sensibilidade 

variaram de 94,7% a 98,5% utilizando o esquema em paralelo. O valor máximo de sensibilidade 

foi alcançado através do uso combinado das moléculas IBMP-8.2 + IBMP-8.3. No entanto, 

devido á sobreposição dos valores de IC95%, não houve diferença significativa da sensibilidade 

para qualquer combinação usando o esquema em paralelo. Nenhum resultado falso-positivo foi 

obtido quando as amostras negativas foram testadas em paralelo com pares os IBMP-8.1/IBMP-

8.2, IBMP-8.1/IBMP-8.4 e IBMP-8.2/IBMP-8.4. Considerando ainda o esquema em paralelo, 

foi observado que, independentemente do conjunto de antígenos usados, os valores de acurácia 

foram superiores a 96%, com valor máximo de 98,6% usando o par IBMP-8.2/IBMP-8.4. 

Todavia, dada a sobreposição dos IC95%, não houve diferença significativa entre os valores de 

acurácia. 
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Tabela 5: Análise do desempenho diagnóstico das proteínas quiméricas IBMP 

considerando as análises em série e em paralelo. 

 

Par de testes SEN ESP ACC 

Séries % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.2 64,7 (55,6-72,6) 100 (99,7-100) 82,3 (77,7-86,3) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.3 65,8 (56,6-73,6) 100 (99,9-100) 82,8 (78,2-86,7) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.4 58,9 (49,8-67,3) 100 (99,9-100) 79,4 (74,8-83,6) 

IBMP-8.2 / IBMP-8.3 76,9 (68,1-83,7) 100 (99,9-100) 88,4 (83,9-91,8) 

IBMP-8.2 / IBMP-8.4 68,9 (59,8-76,5) 100 (99,9-100) 84,4 (79,8-88,2) 

IBMP-8.3 / IBMP-8.4 70,0 (61,0-77,6) 100 (99,9-100) 84,9 (80,3-88,7) 

Paralelo % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.2 96,7 (94,1-98,2) 100 (96,4-100) 98,3 (95,3-99,1) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.3 97,0 (94,7-98,4) 96,6 (91,4-98,3) 96,8 (93,1-98,4) 

IBMP-8.1 / IBMP-8.4 94,7 (91,4-96,8) 100 (96,4-100) 97,3 (93,9-98,4) 

IBMP-8.2 / IBMP-8.3 98,5 (96,9-99,3) 96,6 (91,4-98,3) 97,5 (94,2-98,8) 

IBMP-8.2 / IBMP-8.4 97,3 (95,1-98,6) 100 (96,4-100) 98,6 (95,8-99,3) 

IBMP-8.3 / IBMP-8.4 97,6 (95,5-98,8) 96,6 (91,4-98,3) 97,1 (93,5-98,5) 

 

Legenda: SEN (Sensibilidade); ESP (Especificidade): ACC (Acurácia): IC (Intervalo 

de confiança). 

Fonte: A autora. 

 

5.5 ESTUDO DA REATIVIDADE CRUZADA 

A avaliação gráfica das reações cruzadas está descrita na Figura 21. Do total de amostras 

analisadas, nenhuma apresentou sinal acima de 1,00, indicando ausência de reatividade cruzada. 

Para os antígenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram avaliadas 10 amostras positivas para 

leishmaniose visceral. A análise de reatividade cruzada para este patógeno foi inviável para os 

antígenos IBMP-8.2 e IBMP-8.3 devido à indisponibilidade de material biológico. Os maiores 

índices de reatividade foram observados para o antígeno IBMP-8.1, contudo foram inferiores a 

0,30. Para o IBMP-8.2, os sinais foram inferiores a 0,09, enquanto para o IBMP-8.3 e IBMP-8.4, 

os índices foram inferiores a 0,22. A média de sinal obtida para todos os antígenos, 
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independentemente do patógeno avaliado, foram semelhantes àqueles encontrados para as 

amostras negativas para a DC, conforme demonstrado na Figura 19. Somente a molécula IBMP-

8.3 apresentou resultados na zona cinza: 1 amostra positiva para HBC (HEMOBA-105 com IR 

= 1,01), 1 para HBC (HEMOBA-183 com IR = 0,99) e duas amostras positivas para HTLV-1/2 

(HEMOBA-147 com IR = 1,07 e HEMOBA-262 com IR = 0,92). 
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Figura 21 - Análise gráfica da reatividade cruzada dos antígenos IBMP com soros de indivíduos 

portadores de outras doenças infecto-parasitárias.  

Nota: A área sombreada representa a zona cinza (IR ± 10%). 

Legenda: HBC (Antígeno do core do vírus da hepatite B); HBV (Antígeno de superfície do 

vírus da hepatite B); HCV (Vírus da hepatite C); HIV (Vírus da imunodeficiência humana); 

HTLV (Vírus linfotrópico de células T humanas); SIF (Sífilis); LEISH (Leishmaniose visceral). 

Fonte: A autora. 
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6 DISCUSSÃO  

A doença de Chagas ainda é considerada um grande problema de Saúde Pública e se 

encontra no rol de doenças negligenciadas. Embora diversos avanços tenham sido alcançados 

nos últimos anos, o desenvolvimento de novas metodologias capazes de compor um ensaio 

padrão-ouro para a sua identificação ainda é necessário. Por conta desta lacuna, recomenda-se 

que sejam utilizados dois testes de metodologias distintas (WHO, 2002) ou metodologias 

semelhantes com preparações antigênicas distintas (DIAS et al., 2016). Assim, o 

desenvolvimento de metodologias utilizando marcadores mais precisos é de suma importância. 

Tais metodologias devem ser sensíveis, de simples execução, acessíveis a populações vulneráveis 

e de baixo custo, pois irão auxiliar na tomada de decisões clínicas e em avaliações 

epidemiológicas do agravo em questão.  

Um dos principais obstáculos no desenvolvimento de novas ferramentas diagnósticas para 

a DC é variabilidade genética e fenotípica do T. cruzi, o que dificulta a seleção de antígenos 

capazes de detectar anticorpos específicos em indivíduos infectados por diferentes cepas do 

parasito. Guzmán-Gómez e colaboradores (2015) detectaram um padrão de discordância entre 

três testes comerciais de ELISA e dois desenvolvidos in-house, os quais utilizaram extratos 

brutos da cepa LJ01 e do clone CL-Brener (cepa CL). Similarmente, um estudo realizado no ano 

de 2016 (SANTOS et al., 2016a) avaliou o desempenho de quatro testes de ELISA com registro 

ativo na ANVISA para o diagnóstico da DC, sendo demonstrada variação do desempenho dos 

testes de acordo com as preparações antigênicas utilizadas. Desta forma, inexiste um teste 

comercial que possa ser utilizado universalmente com segurança para detectar anticorpos anti-T. 

cruzi nos portadores da doença, independentemente da localidade e da cepa infectante. Por este 

motivo, as quatro proteínas recombinantes quiméricas descritas nesta dissertação foram 

desenhadas, expressas e seu potencial antigênico extensivamente avaliado, sendo demonstrado 

que são capazes de detectar anticorpos anti-T. cruzi provenientes da infecção por diferentes 

cepas, mantendo altos valores de sensibilidade e especificidade (DEL-REI et al., 2019; DOPICO 

et al., 2019; SANTOS et al., 2017a) e baixos índices de reatividade cruzada com leishmaniose 

cutânea e visceral (DALTRO et al., 2019).  

No presente estudo, buscamos aprimorar o IBMP-ELISA através da técnica de duplo-

antígeno, abrindo possibilidades para o diagnóstico da infecção aguda (através da detecção de 

anticorpos IgM) e da infecção crônica (através da detecção de anticorpos IgG), bem como a 

detecção de anticorpos anti-T. cruzi em diferentes espécies de mamíferos hospedeiros do T. cruzi. 

Outras plataformas diagnósticas também utilizam a tecnologia de duplo antígeno, como o ensaio 
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imunofluorimétrico de duplo-antígeno (DAS-TRIFMA) (WU et al., 2008) e ensaios 

imunoenzimáticos de terceira geração para HIV com esferas (beads) de poliestireno 

(BÜRGISSER et al., 1996). Em 2008, um estudo conduzido por Wu e colaboradores demonstrou 

que o método DAS-TRIFMA alcançou desempenho superior ao ser comparado a métodos 

indiretos para o diagnóstico do HCV. Dentre as vantagens elencadas, os autores chamaram 

atenção para a ausência de diluição das amostras séricas, possibilitando a identificação de 

indivíduos com baixos títulos de anticorpos circulantes. Um outro teste que utiliza a tecnologia 

duplo-antígeno é o Elecsys® Chagas (Roche Diagnostics, USA), um ensaio quimiluminescente 

automatizado para análise qualitativa de anticorpos anti-T. cruzi em soro humano. Para a sua 

realização, 18-30 μL de soro são incubados com uma mistura de antígenos marcados com biotina 

e antígenos marcados com rutênio, para formação dos imunocomplexos. Assim, espera-se que 

cada sítio de ligação do IgG se ligue a um dos antígenos marcados. Ao fim do processo, a reação 

é revelada através da reação de quimiluminescência emitida pelo rutênio. O desempenho 

diagnóstico desta metodologia foi comparado ao de testes comerciais disponíveis na Europa e 

América Latina, apresentando sensibilidade de 100% e especificidades de 99,9% para doadores 

de sangue e 100% para gestantes e de pacientes hospitalizados (FLORES-CHAVEZ et al., 2018). 

Assim, a ausência de um teste padrão-ouro e necessidade de metodologias precisas para 

o diagnóstico da infecção causada pelo T. cruzi nos motivaram a avaliar o desempenho das 

moléculas IBMP utilizando o ELISA sanduíche duplo-antígeno como plataforma diagnóstica. 

Além disso, esta metodologia poderá ser empregada na identificação da infecção em 

reservatórios mamíferos, sendo que para estes, inexiste metodologia comercialmente disponível 

no mercado mundial. A padronização dos imunoensaios e resultado dos estudos de fase I e de 

reatividade cruzada são discutidas abaixo. 

 

6.1 PADRONIZAÇÃO DO IBMP-DAS-ELISA 

Como observado em estudos anteriores, os antígenos IBMP apresentaram elevada 

capacidade de diferenciação entre indivíduos positivos e negativos para a DC (DEL-REI et al., 

2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2016b, 2017a, 2017b). No presente estudo, após a 

realização do checkboard titration, foram selecionadas as condições de 25 ng de antígeno por 

cavidade da microplaca de titulação e diluição do antígeno conjugado à 1:2.000, na ausência de 

diluição sérica.  

Em padronizações prévias do grupo, as quantidades de antígeno por poço variaram de 

12,5 a 25 ng no ELISA indireto para humanos (SANTOS et al., 2016b) e 25 a 50 ng para cães 
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(LEONY et al., 2019). No DAS-ELISA, foi possível padronizar quantidades de antígeno iguais 

para todas as moléculas IBMP, sem interferir no desempenho do ensaio. Comparando nossos 

resultados com os disponíveis na literatura científica, foi observado que a quantidade de antígeno 

necessária para padronização dos imunoensaios foi significativamente menor. De fato, Umezawa 

e colaboradores (1999) utilizaram 6 µg de antígeno por cavidade ao avaliar antígenos 

recombinantes e extratos totais. Mais recentemente, Imai e colaboradores (2021) avaliaram 

diferentes testes de ELISA in-house, e utilizaram 1,0 µg de lisado do parasito e 50-100 ng de 

antígenos recombinantes por cavidade. Além disto, o IBMP-DAS-ELISA não necessitou de 

bloqueadores peptídicos no processo de sensibilização das placas, como leite desnatado por 

exemplo (UMEZAWA et al., 1999). A sensibilização overnight também não foi necessária, por 

utilizarmos o WellChampion™ (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca). Este 

reagente estabiliza, preserva e bloqueia os grupos reativos das cavidades, além de ser livre de 

BSA (albumina de soro bovino) e componentes tóxicos como azida e mercúrio.  

Em ensaios indiretos para o diagnóstico da DC, a diluição sérica varia entre os protocolos 

disponíveis na literatura. No caso do IBMP-ELISA indireto, a diluição sérica foi padronizada em 

1:100 (Santos et al., 2016b). Usualmente, o DAS-ELISA não requer diluição (HE et al., 2011; 

SARLI et al., 2020; WANG et al., 2019), pois é necessária a maior quantidade de anticorpos 

possível para que ocorra a ligação com os antígenos da placa e os antígenos marcados solúveis. 

Apesar da necessidade de maior volume de soro, este fator pode se caracterizar como uma 

vantagem, pois há uma menor possibilidade da ocorrência de erros do operador na diluição das 

amostras. Para o IBMP-DAS-ELISA, as amostras séricas foram avaliadas na ausência de diluição 

e diluídas 1:2. Contudo, foi observado que o uso de amostras diluídas reduzia o sinal das amostras 

positivas, optando-se, portanto, pelo uso de amostras séricas sem diluição. 

Foi também observado que, para que o ensaio seja eficiente, é necessária uma menor 

diluição dos antígenos conjugados, reflexo da menor oferta de sítios de ligação dos anticorpos 

primários. Diferente dos ensaios indiretos, em que a tendência é aumentar a diluição do 

conjugado a medida em que se diminui a diluição do soro, o DAS-ELISA requer maiores 

quantidades de ambos. Por este motivo, o antígeno conjugado à peroxidase foi padronizado à 

1:2.000, diluição vinte vezes menor do que aquela utilizada no IBMP-ELISA indireto (1:40.000), 

porém semelhante a outros estudos envolvendo antígenos conjugados à HRP no formato ELISA, 

que variaram entre 1:800 (HU et al., 2008), 1:2.000 (JIAO et al., 2012), 1:4.000 (GE et al., 2012; 

XIE et al., 2009) e 1:5.000 (YANG et al., 2006). 

 



71 
 

 

6.2 ESTUDO DE FASE I  

 O estudo de fase I é uma prova de conceito, e com objetivo avaliar se o teste proposto 

tem capacidade de distinguir amostras positivas das negativas para um determinado agravo. Para 

a realização deste estudo, foram utilizadas 205 amostras positivas e 207 negativas para a DC. 

Previamente à realização do estudo de fase I, o painel amostral foi recaracterizado através do 

IBMP-ELISA indireto utilizando os quatro antígenos quiméricos, seguido de uma análise de 

classe latente (LCA), conforme realizada anteriormente por Santos e colaboradores (2018). 

No IBMP-DAS-ELISA, os quatro antígenos apresentaram valores de AUC superiores a 

98,5%, revelando elevada capacidade diagnóstica. Todavia, foram inferiores àqueles reportados 

no IBMP-ELISA indireto, que variam de 99,14% a 99,55% (SANTOS et al., 2016b). Apesar 

desta diferença, o desempenho diagnóstico dos antígenos IBMP no DAS-ELISA foi elevado, 

apresentando diferenças significantes do índice de reatividade médio entre o grupo de amostras 

positivas e negativas para a DC. Neste tipo de estudo, é necessário levar em consideração fatores 

inerentes à plataforma diagnóstica avaliada, que são a sensibilidade e a especificidade analíticas. 

A sensibilidade analítica, caracterizada pela habilidade do teste de detectar a menor concentração 

possível do analito (SAAH e HOOVER, 1997), pode ser menor no DAS-ELISA, em virtude da 

necessidade de uma maior quantidade de anticorpos disponíveis para serem detectados tanto 

pelos antígenos sensibilizados na fase sólida quanto pelos antígenos solúveis conjugados à 

peroxidase. Já a especificidade analítica, capacidade de identificar o analito de interesse, e não 

um similar (SAAH e HOOVER, 1997), pode ser maior, uma vez que há chances 

significativamente menores de ocorrerem ligações inespecíficas dos antígenos conjugados à 

peroxidase. 

Diferente do observado por Santos e colaboradores (2016b), neste estudo, o IBMP-8.2 foi 

o que mais se destacou em valores de AUC e acurácia, atingindo 99,5% e 93,4%, 

respectivamente. Este antígeno diagnosticou corretamente todas as amostras negativas e 

classificou 27 amostras positivas erroneamente como falso-negativas. Já o IBMP-8.4, que no 

IBMP-ELISA indireto apresentou sensibilidade de 99,6%, teve seu valor reduzido para 79,2% 

no DAS-ELISA. O tamanho dessas moléculas pode ser uma possível explicação para este fato, 

visto que é o antígeno que apresenta maior quantidade de epítopos e, consequentemente, maior 

peso molecular, podendo ocorrer impedimento estereoquímico durante a formação dos 

imunocomplexos. No geral, a sensibilidade de todos os antígenos no IBMP-DAS-ELISA foi 

inferior àquela descrita pelo ELISA indireto (SANTOS et al., 2017a), microarranjo líquido 

(SANTOS et al., 2017b), imunocromatografia (SILVA et al., 2020) e ressonância plasmônica de 
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superfície (CORDEIRO et al., 2020). Este fato pode ter sido devido ao longo período de 

armazenamento dos antígenos conjugados à peroxidase. A conjugação ocorreu no Laboratório 

de Tecnologia Diagnóstica (Bio-Manguinhos, Fiocruz-RJ) em dezembro de 2016 e a 

padronização dos imunoensaios foi iniciada no LASP somente em agosto de 2019. A conjugação 

com novo lote de moléculas IBMP estava prevista para ser realizada no ano de 2020. Contudo, 

devido à crise sanitária mundial ocasionada pela pandemia do SARS-CoV-2, esta estratégia não 

pôde ser realizada. Uma nova conjugação será realizada em breve para a realização do estudo de 

fase II. 

A despeito dos valores de sensibilidade encontrados pelo IBMP-DAS-ELISA serem 

inferiores àqueles reportados pelo IBMP-ELISA indireto (CORDEIRO et al., 2020; SANTOS et 

al., 2017a; SANTOS et al., 2017b; SILVA et al., 2020) o uso de duas moléculas em paralelo 

para a detecção da infecção, conforme preconizado pela OMS (WHO, 2002) e Ministério da 

Saúde (DIAS et al., 2016), eleva os valores de sensibilidade para 98,5%, quando os testes são 

realizados empregando os antígenos IBMP-8.2 / IBMP-8.3. Valores inferiores, porém, superiores 

a 94%, foram descritos para as demais combinações de antígenos, quando usados em paralelo. 

Por outro lado, o uso do esquema em série não contribui para incremento do valor de 

sensibilidade. De fato, o valor máximo encontrado foi de 76,9% empregando os antígenos IBMP-

8.2 / IBMP-8.3. Portanto, o esquema em série deve ser desencorajado para o diagnóstico da DC. 

 

6.3 ESTUDO DA REATIVIDADE CRUZADA 

 Como observado no estudo de fase I, o IBMP-DAS-ELISA é um ensaio de alta 

especificidade, no qual o único antígeno que não atingiu o valor de 100% foi o IBMP-8.3. Para 

esta molécula, foram observados quatro resultados na zona cinza: HBC (n = 1; 10%), HBV (n = 

1; 10%) e HTLV-1/2 (n = 2; 22%).  

Considerando a proximidade filogenética entre o T. cruzi e o gênero Leishmania spp., são 

esperadas reações cruzadas nos ensaios envolvendo técnicas sorológicas e antígenos brutos 

(SANTOS et al., 2016a; SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001) e, por esse motivo, 

sugere-se a utilização de antígenos recombinantes para esta finalidade (BENEDETTI et al., 

2013). Para as moléculas IBMP, em avaliação por IBMP-ELISA indireto, este quantitativo foi 

baixo. Na avaliação da reatividade cruzada com leishmaniose cutânea os valores foram de 0,7% 

para IBMP-8.1 e IBMP-8.2 e 0,35% para IBMP-8.3. Para leishmaniose visceral, os valores foram 

nulos para IBMP-8.1, 3,49% para IBMP-8.2 e 0,58% para IBMP-8.3. O IBMP-8.4 não 

apresentou reação cruzada para nenhuma das formas clínicas de leishmaniose (DALTRO et al., 
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2019). Os antígenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram selecionados para avaliar a reatividade cruzada 

para leishmaniose visceral através do IBMP-DAS-ELISA, não sendo observada positividade 

para nenhuma delas, com índices de reatividade de 0,25 e 0,21, respectivamente. O baixo índice 

de reatividade cruzada nesta avaliação preliminar sugere que os antígenos IBMP podem ser 

utilizados para detecção de anticorpos anti-T. cruzi em áreas de co-endemicidade também pelo 

DAS-ELISA. Nossos dados estão de acordo com o reportado por Daltro e colaboradores, em 

2019, que avaliaram a reatividade cruzada dos antígenos IBMP utilizando um painel amostral de 

600 amostras positivas para leishmaniose tegumentar e 249 para leishmaniose visceral por 

ELISA indireto. Os índices de reatividade encontrados pelos autores foram muito baixos ou nulos 

quando comparados àqueles obtidos por testes comerciais. Contudo, avaliação com um número 

amostral superior será conduzida futuramente em um estudo de fase II, para confirmar nossos 

achados. 
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7 CONCLUSÕES 

• Os antígenos recombinantes quiméricos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 do 

T. cruzi são capazes de diferenciar amostras positivas de negativas para a doença de 

Chagas, apresentando elevada capacidade diagnóstica na plataforma DAS-ELISA; 

• Apesar de apresentarem sensibilidades inferiores em comparação ao ELISA indireto, os 

antígenos IBMP do T. cruzi apresentaram capacidade diagnóstica em virtude de seus 

valores de AUC; 

• Os antígenos IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.4 do T. cruzi apresentaram especificidades 

de 100%; 

• O uso do esquema em paralelo elevou a sensibilidade do diagnóstico da infecção causada 

pelo T. cruzi para 98,5% empregando os antígenos IBMP-8.2 e IBMP-8.3 do T. cruzi; 

• O esquema de avaliação em série dos antígenos do T. cruzi deve ser desencorajado por 

não elevar a sensibilidade dos testes; 

• Não foram observadas reações cruzadas para Leishmania spp. para os antígenos IBMP-

8.1 e IBMP-8.4 do T. cruzi; 

•  O antígeno IBMP-8.3 do T. cruzi foi o único que apresentou resultados na zona cinza na 

avaliação da reatividade cruzada. 
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8 PERSPECTIVAS 

• Realizar a conjugação de novos lotes de antígenos IBMP à peroxidase; 

• Otimizar o ensaio para utilização de menor volume de soro; 

• Avaliar a utilização de diferentes antígenos IBMP como preparação antigênica e como 

agentes de detecção no mesmo ensaio; 

• Avaliar o ensaio one-step, caracterizado pela adição simultânea da amostra sérica com 

o antígeno conjugado; 

• Realização do estudo de fase II; 

• Avaliar a plataforma para diagnóstico simultâneo da infecção pelo T. cruzi em 

humanos e em seus reservatórios.  
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APÊNDICE A 

Resultado das análises do IBMP-ELISA indireto e do IBMP-DAS-ELISA, estudo de fase I 

Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-1 2.16 1.43 2.06 2.22 POS 0.31 0.07 1.25 0.38 

LACEN/BA-3 4.82 1.29 2.05 3.07 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-4 2.72 1.34 1.53 2.42 POS 0.82 1.27 1.16 1.06 

LACEN/BA-5 4.72 3.87 2.82 3.28 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-7 3.63 4.10 2.53 2.89 POS 5.48 2.61 3.52 1.93 

LACEN/BA-9 3.78 1.79 2.31 2.89 POS 4.30 1.67 3.69 1.89 

LACEN/BA-11 2.98 2.43 2.19 3.01 POS 0.74 1.36 2.90 2.22 

LACEN/BA-13 2.59 2.66 1.86 2.35 POS 1.13 1.05 3.18 0.24 

LACEN/BA-14 3.92 4.04 3.36 3.58 POS 0.70 3.75 4.56 3.75 

LACEN/BA-15 3.48 3.39 3.32 2.73 POS 2.64 2.85 3.48 2.73 

LACEN/BA-16 4.62 3.71 2.41 3.87 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-20 4.97 2.90 2.98 3.42 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-21 4.08 2.68 3.01 2.57 POS 1.02 2.25 2.47 2.75 

LACEN/BA-22 2.92 2.03 2.72 2.74 POS 0.66 0.26 5.32 0.61 

LACEN/BA-24 1.28 1.55 2.64 2.53 POS 0.50 2.05 3.18 3.68 

LACEN/BA-25 1.98 1.42 2.16 1.72 POS 0.54 2.70 3.33 1.45 

LACEN/BA-26 3.08 1.40 2.75 2.59 POS 1.83 0.83 3.51 1.55 

LACEN/BA-27 2.98 2.00 2.68 2.38 POS 1.08 1.57 3.32 1.11 

LACEN/BA-28 2.56 1.95 1.30 2.09 POS 1.08 0.08 2.90 0.20 

LACEN/BA-29 2.00 1.72 2.52 1.44 POS 0.84 2.37 3.82 1.64 

LACEN/BA-30 4.23 2.95 3.29 3.68 POS 5.78 2.20 3.53 2.43 

LACEN/BA-31 3.54 3.34 2.56 3.30 POS 2.79 2.37 1.69 2.59 

LACEN/BA-32 4.22 2.14 3.06 2.95 POS 5.08 1.86 3.86 1.89 

LACEN/BA-33 3.16 1.87 3.31 2.84 POS 2.14 1.93 4.19 3.37 

LACEN/BA-34 2.95 2.13 3.14 2.13 POS 0.66 1.56 2.63 1.59 

LACEN/BA-35 3.58 2.46 1.66 3.62 POS 0.50 2.67 3.63 4.00 

LACEN/BA-36 3.27 2.05 2.25 2.98 POS 0.80 0.10 2.17 1.13 

LACEN/BA-38 4.97 2.96 3.03 3.83 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-40 4.44 3.21 2.66 3.16 POS 3.56 2.35 3.34 2.07 

LACEN/BA-41 3.82 1.71 2.83 3.18 POS 1.06 2.33 2.84 3.00 

LACEN/BA-42 3.77 2.98 3.32 2.93 POS 0.87 2.68 2.53 1.62 

LACEN/BA-45 3.36 3.04 3.27 3.20 POS 2.43 3.03 4.69 4.24 

LACEN/BA-47 2.49 3.34 2.85 2.92 POS 3.35 2.90 5.32 3.60 

LACEN/BA-48 3.46 2.89 2.69 2.21 POS 0.46 1.65 3.42 1.41 

LACEN/BA-50 2.84 2.43 2.58 2.27 POS 1.57 2.01 3.68 3.22 

LACEN/BA-51 4.72 3.27 2.79 3.48 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-52 3.21 1.94 2.71 2.62 POS 5.79 1.48 3.50 2.56 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-53 3.45 1.60 2.31 2.41 POS 0.96 1.20 1.80 2.64 

LACEN/BA-54 5.41 3.09 2.95 3.13 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-56 3.47 2.75 3.51 2.99 POS 1.02 2.30 3.80 2.52 

LACEN/BA-57 2.83 1.81 2.25 2.30 POS 24.20 1.33 5.32 4.39 

LACEN/BA-58 4.01 2.57 3.20 2.68 POS 2.94 2.36 3.01 2.43 

LACEN/BA-59 2.35 2.32 2.48 2.05 POS 0.54 2.21 3.16 1.79 

LACEN/BA-60 2.27 1.46 2.46 2.03 POS 3.26 1.07 1.75 1.29 

LACEN/BA-61 3.49 2.64 2.13 2.32 POS 1.62 1.67 1.27 0.65 

LACEN/BA-62 3.28 1.74 1.73 2.44 POS 2.83 0.44 1.09 0.54 

LACEN/BA-63 5.46 3.55 2.60 3.20 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-64 3.53 3.10 3.13 3.04 POS 0.69 3.24 3.26 6.41 

LACEN/BA-65 3.65 1.87 3.00 2.46 POS 2.24 2.53 2.95 1.65 

LACEN/BA-66 2.43 1.44 2.60 1.79 POS 1.54 1.91 3.19 1.25 

LACEN/BA-67 3.85 2.11 2.94 2.53 POS 1.17 2.76 3.22 3.01 

LACEN/BA-68 3.35 1.66 2.16 2.45 POS 1.06 1.43 3.73 2.77 

LACEN/BA-69 3.43 1.86 2.83 2.48 POS 1.19 2.46 2.45 2.34 

LACEN/BA-70 3.64 2.96 2.79 3.11 POS 2.30 1.93 2.16 1.95 

LACEN/BA-71 3.69 3.32 2.61 2.76 POS 2.92 2.10 2.51 1.08 

LACEN/BA-72 3.59 2.11 2.99 2.46 POS 0.61 0.14 1.84 0.43 

LACEN/BA-73 2.27 1.91 3.08 2.75 POS 1.16 1.60 3.22 2.97 

LACEN/BA-74 3.05 2.17 3.15 2.74 POS 3.23 0.26 3.68 4.11 

LACEN/BA-76 3.64 1.83 2.04 1.89 POS 2.53 1.38 4.40 0.53 

LACEN/BA-78 3.51 2.77 3.03 3.27 POS 4.75 2.97 3.75 4.08 

LACEN/BA-79 3.65 3.48 3.04 3.35 POS 4.46 2.27 2.40 2.43 

LACEN/BA-80 2.76 1.38 3.71 2.19 POS 0.90 0.14 4.16 0.38 

LACEN/BA-81 2.07 1.00 1.87 1.22 POS 0.39 0.09 2.04 0.41 

LACEN/BA-85 1.49 1.62 1.84 1.12 POS 0.35 2.21 3.58 1.5 

LACEN/BA-89 1.55 1.44 1.81 1.04 POS 1.82 0.39 2.65 1.2 

LACEN/BA-90 2.66 1.52 2.39 1.77 POS 3.68 2.37 2.99 1.29 

LACEN/BA-91 3.36 2.04 3.12 2.64 POS 4.03 1.79 3.46 2.99 

LACEN/BA-92 2.49 1.34 2.82 2.24 POS 4.56 2.55 3.78 4.8 

LACEN/BA-93 2.11 1.15 2.45 1.71 POS 1.60 1.86 4.45 2.0 

LACEN/BA-95 1.84 1.28 1.88 1.18 POS 2.20 1.83 3.30 2.1 

LACEN/BA-96 2.34 1.11 2.21 1.25 POS 1.37 1.78 3.47 1.7 

LACEN/BA-102 1.18 1.27 2.00 1.01 POS 0.34 1.00 2.71 0.8 

LACEN/BA-106 2.74 1.51 2.35 1.60 POS 0.44 1.24 2.90 0.81 

LACEN/BA-115 2.65 1.38 2.46 1.78 POS 3.79 1.70 3.29 5.18 

LACEN/BA-116 3.83 1.41 2.96 1.79 POS 0.58 2.31 2.77 2.97 

LACEN/BA-126 4.07 3.10 3.23 2.00 POS 2.18 2.32 4.10 4.17 

LACEN/BA-128 1.68 1.22 2.23 1.26 POS 1.04 1.11 4.86 4.1 

LACEN/BA-129 3.90 3.78 3.47 2.37 POS 2.67 2.73 3.54 2.65 

LACEN/BA-133 3.04 1.52 2.50 1.40 POS 1.89 2.35 3.01 3.09 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-136 1.44 1.87 1.99 1.18 POS 0.94 2.70 2.88 3.5 

LACEN/BA-137 4.45 3.19 3.07 1.88 POS 5.17 2.19 2.17 2.08 

LACEN/BA-139 3.53 1.59 2.38 2.13 POS 8.19 3.17 4.86 5.4 

LACEN/BA-142 1.94 1.67 2.74 1.21 POS 1.38 2.22 3.40 6.21 

LACEN/BA-145 2.06 2.00 2.40 1.32 POS 1.13 1.59 2.26 3.19 

LACEN/BA-146 2.43 1.36 2.43 1.09 POS 2.65 2.28 2.42 1.51 

LACEN/BA-148 2.58 1.01 2.39 1.36 POS 17.67 2.15 3.91 2.9 

LACEN/BA-149 3.58 1.24 1.44 1.82 POS 5.09 1.26 3.07 1.54 

LACEN/BA-150 3.73 2.49 2.99 1.95 POS 5.38 1.87 2.40 2.04 

LACEN/BA-155 1.36 1.72 1.46 1.52 POS 1.99 2.26 2.03 1.46 

LACEN/BA-158 1.77 1.94 2.78 1.43 POS 0.75 1.28 2.60 2.62 

LACEN/BA-160 1.84 1.02 2.10 1.35 POS 0.40 1.76 1.39 3.5 

LACEN/BA-161 5.20 3.16 3.13 2.46 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-162 4.74 3.11 3.51 2.81 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-164 1.88 1.31 1.57 1.16 POS 1.09 2.12 1.18 3.23 

LACEN/BA-166 3.23 1.91 3.58 2.37 POS 2.31 1.83 2.18 3.37 

LACEN/BA-167 3.12 1.30 3.23 1.93 POS 1.17 1.70 2.33 1.74 

LACEN/BA-169 2.12 1.54 2.07 1.10 POS 0.47 2.01 1.50 2.28 

LACEN/BA-170 3.74 1.51 3.48 1.45 POS 2.86 3.17 3.35 3.00 

LACEN/BA-171 4.04 2.89 2.99 2.17 POS 0.56 2.45 1.86 2.05 

LACEN/BA-173 4.27 1.57 3.21 1.66 POS 1.16 2.29 1.63 1.82 

LACEN/BA-174 2.99 2.56 3.89 1.80 POS 0.55 1.62 1.41 3.70 

LACEN/BA-176 5.30 3.49 3.90 3.37 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-177 2.24 1.14 1.40 1.57 POS 2.50 0.79 0.50 0.42 

LACEN/BA-180 3.76 3.47 3.18 3.49 POS 4.32 1.39 1.10 4.62 

LACEN/BA-181 3.86 3.38 3.91 3.31 POS 1.22 2.76 3.39 1.09 

LACEN/BA-182 2.53 2.37 3.39 1.94 POS 0.45 0.76 1.74 1.33 

LACEN/BA-183 1.98 3.07 2.53 1.85 POS 2.13 0.83 2.11 1.15 

LACEN/BA-184 3.17 1.37 3.27 1.71 POS 1.47 2.69 2.27 2.33 

LACEN/BA-185 1.87 2.02 2.52 2.04 POS 0.44 0.09 1.84 5.80 

LACEN/BA-187 2.40 3.54 3.33 2.34 POS 1.17 1.85 1.90 1.43 

LACEN/BA-188 4.64 3.52 3.84 3.55 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-189 3.06 4.32 3.71 3.04 POS 15.55 3.81 3.70 9.70 

LACEN/BA-190 4.23 4.28 3.87 3.27 POS 1.61 5.08 2.48 7.19 

LACEN/BA-191 2.25 3.35 3.51 1.63 POS 0.51 1.30 2.01 1.44 

LACEN/BA-192 3.85 3.33 3.73 3.32 POS 5.56 3.52 2.73 3.13 

LACEN/BA-193 3.42 3.53 2.86 2.49 POS 0.91 2.26 0.85 1.10 

LACEN/BA-194 3.90 2.93 3.39 1.88 POS 4.02 2.93 2.91 1.54 

LACEN/BA-195 3.31 3.84 3.46 2.30 POS 1.19 2.23 1.20 1.67 

LACEN/BA-196 4.57 1.58 1.33 2.43 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-197 2.93 3.57 3.19 2.80 POS 1.91 2.90 1.93 3.72 

LACEN/BA-198 1.57 1.58 2.23 1.12 POS 0.52 0.15 1.48 0.98 



93 
 

 

Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-199 2.63 5.08 3.10 1.42 POS 1.43 2.99 1.19 4.87 

LACEN/BA-201 2.54 3.08 3.48 2.57 POS 1.73 1.78 4.03 1.77 

LACEN/BA-202 4.65 4.69 3.27 2.37 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-204 1.50 1.01 1.91 1.07 POS 0.41 0.33 0.91 2.05 

LACEN/BA-205 4.46 4.68 3.77 3.26 POS 5.25 2.96 3.11 5.36 

LACEN/BA-206 4.93 3.81 3.51 3.10 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-207 3.93 4.06 3.11 2.78 POS 6.33 2.71 3.34 2.05 

LACEN/BA-208 4.21 2.50 2.92 2.42 POS 3.62 1.29 1.08 0.96 

LACEN/BA-209 2.14 2.42 2.95 2.02 POS 21.90 1.58 4.32 5.28 

LACEN/BA-210 2.75 3.76 3.20 1.63 POS 0.89 2.38 3.39 5.77 

LACEN/BA-211 1.74 1.28 2.81 1.32 POS 0.65 1.04 1.83 1.94 

LACEN/BA-212 1.78 2.97 1.28 1.65 POS 0.27 0.29 0.10 0.49 

LACEN/BA-213 2.91 3.18 3.57 2.75 POS 4.28 3.09 2.80 4.14 

LACEN/BA-215 2.17 2.45 2.94 1.44 POS 0.75 1.88 1.69 2.24 

LACEN/BA-216 3.33 1.66 3.31 2.48 POS 3.46 1.86 1.90 2.12 

LACEN/BA-217 3.17 2.77 3.26 2.73 POS 2.26 1.32 2.21 4.84 

LACEN/BA-218 2.98 2.80 2.89 1.36 POS 17.01 4.06 4.26 4.04 

LACEN/BA-219 3.52 3.34 4.58 2.36 POS 19.05 5.20 3.43 3.52 

LACEN/BA-220 2.19 1.35 3.22 2.83 POS 0.35 0.09 1.61 1.30 

LACEN/BA-221 4.31 3.93 3.78 3.28 POS 5.75 2.89 1.81 3.74 

LACEN/BA-223 3.37 4.09 3.48 2.02 POS 6.08 1.89 2.79 1.42 

LACEN/BA-224 3.82 2.14 2.88 2.44 POS 3.09 2.06 1.98 1.64 

LACEN/BA-225 2.31 5.16 3.53 2.50 POS 0.67 3.22 2.44 4.13 

LACEN/BA-228 3.59 3.30 3.67 2.96 POS 2.58 2.98 2.82 2.84 

LACEN/BA-229 3.59 4.63 3.31 3.14 POS 1.84 3.39 1.98 3.73 

LACEN/BA-230 2.84 3.66 2.82 2.31 POS 3.53 2.25 2.26 0.96 

LACEN/BA-231 2.53 4.46 3.46 3.29 POS 0.53 1.98 2.43 2.81 

LACEN/BA-233 2.88 5.07 3.29 2.48 POS 0.53 3.82 2.91 3.10 

LACEN/BA-234 3.62 1.74 3.27 2.09 POS 1.22 0.20 1.28 0.68 

LACEN/BA-235 4.17 4.71 3.76 2.88 POS 0.55 3.50 1.57 0.81 

LACEN/BA-236 3.73 2.73 3.58 3.46 POS 0.92 2.21 2.53 4.32 

LACEN/BA-237 4.23 2.02 3.94 4.25 POS 1.96 1.61 3.28 3.65 

LACEN/BA-238 1.81 1.98 2.89 1.49 POS 14.38 2.58 3.17 3.61 

LACEN/BA-239 1.65 4.50 3.96 2.01 POS 0.46 2.91 3.67 2.57 

LACEN/BA-240 2.76 1.53 3.05 1.78 POS 1.55 0.69 3.92 0.95 

LACEN/BA-241 4.56 3.91 3.66 2.93 POS 6.18 3.03 2.78 2.31 

LACEN/BA-242 3.91 1.65 3.07 2.42 POS 3.28 2.16 2.45 1.22 

LACEN/BA-243 3.64 5.39 3.51 2.95 POS 1.80 2.90 1.22 3.90 

LACEN/BA-244 3.29 1.93 3.34 3.09 POS 1.50 2.20 2.26 2.35 

LACEN/BA-245 3.43 3.06 3.57 2.92 POS 2.34 2.19 2.41 1.89 

LACEN/BA-246 2.28 1.06 1.67 1.52 POS 2.14 0.08 1.98 0.67 

LACEN/BA-247 2.48 4.17 3.27 1.62 POS 2.90 2.71 1.52 1.26 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-248 2.71 2.38 2.11 2.14 POS 0.36 0.08 0.60 0.14 

LACEN/BA-249 1.59 1.65 2.22 1.01 POS 0.33 1.11 1.18 0.34 

LACEN/BA-250 2.61 2.68 3.44 1.94 POS 0.32 0.62 2.10 1.12 

LACEN/BA-251 4.63 4.16 3.69 3.33 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-252 4.67 2.30 3.56 4.04 POS 3.60 2.20 0.62 0.99 

LACEN/BA-255 3.21 4.34 3.67 3.21 POS 4.68 2.76 1.70 1.46 

LACEN/BA-256 3.76 2.07 3.31 3.09 POS 1.82 1.12 2.15 1.42 

LACEN/BA-257 2.29 2.62 2.29 1.47 POS 0.37 0.11 0.54 0.17 

LACEN/BA-258 1.53 1.59 1.66 1.92 POS 6.34 2.07 2.18 2.41 

LACEN/BA-260 1.57 2.26 1.80 2.07 POS 3.11 3.29 2.62 4.80 

LACEN/BA-261 1.68 1.86 1.41 2.36 POS 5.52 2.55 2.40 2.54 

LACEN/BA-264 1.72 2.49 1.81 1.70 POS 3.08 3.09 1.77 2.37 

LACEN/BA-266 1.40 1.47 1.89 1.45 POS 4.75 2.87 2.42 1.11 

LACEN/BA-267 1.89 2.05 1.75 1.88 POS 5.05 2.38 2.13 2.51 

LACEN/BA-268 1.67 1.80 1.84 2.03 POS 9.37 1.85 2.53 4.95 

LACEN/BA-269 1.58 1.67 1.71 1.74 POS 3.06 1.95 1.25 1.78 

LACEN/BA-270 2.03 1.88 1.88 1.78 POS 4.69 2.83 2.57 3.21 

LACEN/BA-271 1.85 1.77 1.56 1.65 POS 17.84 3.23 2.02 5.23 

LACEN/BA-272 1.47 1.90 1.86 1.31 POS 0.73 2.17 2.18 2.57 

LACEN/BA-273 1.99 2.26 1.94 1.89 POS 3.93 3.28 1.55 3.83 

LACEN/BA-274 1.94 2.23 1.92 2.29 POS 3.75 2.68 1.95 3.87 

LACEN/BA-277 1.37 1.21 1.42 1.47 POS 2.73 0.17 0.93 1.18 

LACEN/BA-278 1.79 2.14 2.02 1.92 POS 13.19 3.69 2.53 3.34 

LACEN/BA-280 1.52 2.39 1.33 1.25 POS 0.58 2.92 1.22 2.57 

LACEN/BA-281 2.06 1.99 1.76 1.83 POS 4.47 2.86 2.32 4.04 

LACEN/BA-282 2.01 2.22 1.55 1.72 POS 6.30 3.24 1.32 3.74 

LACEN/BA-283 1.28 2.05 1.72 1.47 POS 1.38 3.43 1.52 3.58 

LACEN/BA-284 1.85 1.87 1.73 1.83 POS 2.24 2.46 1.58 1.72 

LACEN/BA-286 1.94 1.99 2.11 2.14 POS 8.19 3.38 2.70 4.45 

LACEN/BA-290 1.68 2.05 1.98 1.78 POS 1.88 2.54 1.99 3.15 

LACEN/BA-293 1.61 1.28 1.57 2.61 POS 3.59 2.44 2.05 2.44 

LACEN/BA-294 1.42 1.90 2.18 1.84 POS 1.07 3.11 2.61 3.64 

LACEN/BA-295 2.03 1.05 1.86 1.44 POS 2.05 3.40 2.16 1.30 

LACEN/BA-296 1.65 1.25 1.06 1.19 POS 7.95 0.16 2.30 0.79 

LACEN/BA-297 1.92 2.11 2.02 1.95 POS 1.32 2.74 2.60 5.90 

LACEN/BA-298 1.12 1.65 1.65 1.45 POS 0.42 1.84 2.37 0.43 

LACEN/BA-299 1.76 1.42 1.56 1.57 POS 7.70 2.15 1.81 2.30 

LACEN/BA-300 1.20 1.03 1.19 1.36 POS 1.29 1.53 1.42 1.54 

LACEN/BA-304 1.49 1.27 1.63 1.31 POS 20.22 1.76 2.68 4.00 

LACEN/BA-306 1.68 1.46 2.01 1.76 POS 2.32 4.16 2.56 3.52 

LACEN/BA-307 1.91 2.43 1.79 2.24 POS 5.54 3.78 2.55 3.69 

LACEN/BA-308 1.15 1.43 1.74 1.71 POS 1.02 2.98 1.89 3.25 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

LACEN/BA-310 1.41 1.29 1.58 1.16 POS 3.60 2.54 2.09 1.93 

LACEN/BA-311 1.37 1.48 1.46 1.27 POS 1.10 1.96 2.08 1.26 

HEMOBA-1923 0.18 0.28 0.18 0.12 NEG 0.44 0.07 0.86 0.34 

HEMOBA-1924 0.16 0.21 0.21 0.16 NEG 0.28 0.07 0.09 0.35 

HEMOBA-1925 0.15 0.19 0.16 0.14 NEG 0.28 0.06 0.06 0.27 

HEMOBA-1926 0.19 0.24 0.27 0.21 NEG 0.35 0.06 2.02 0.34 

HEMOBA-1927 0.27 0.25 0.36 0.34 NEG 0.33 0.07 0.07 0.34 

HEMOBA-1928 0.30 0.31 0.24 0.19 NEG 0.27 0.06 0.13 0.31 

HEMOBA-1929 0.22 0.26 0.22 0.08 NEG 0.27 0.07 0.09 0.27 

HEMOBA-1930 0.23 0.26 0.24 0.16 NEG 0.28 0.07 0.09 0.30 

HEMOBA-1931 0.13 0.16 0.34 0.08 NEG 0.31 0.08 0.17 0.28 

HEMOBA-1932 0.20 0.18 0.15 0.11 NEG 0.30 0.07 0.13 0.37 

HEMOBA-1933 0.24 0.26 0.21 0.27 NEG 0.29 0.07 0.08 0.29 

HEMOBA-1934 0.19 0.16 0.16 0.13 NEG 0.28 0.08 0.08 0.29 

HEMOBA-1935 0.23 0.34 0.28 0.20 NEG 0.29 0.06 0.17 0.28 

HEMOBA-1936 0.32 0.35 0.25 0.22 NEG 0.30 0.06 0.07 0.31 

HEMOBA-1937 0.29 0.33 0.16 0.15 NEG 0.28 0.07 0.09 0.27 

HEMOBA-1938 0.42 0.23 0.20 0.31 NEG 0.28 0.06 0.10 0.33 

HEMOBA-1939 0.31 0.38 0.33 0.18 NEG 0.34 0.06 0.29 0.30 

HEMOBA-1940 0.30 0.26 0.17 0.34 NEG 0.28 0.07 0.14 0.26 

HEMOBA-1941 0.16 0.17 0.16 0.24 NEG 0.41 0.07 0.28 0.32 

HEMOBA-1942 0.26 0.23 0.21 0.25 NEG 0.29 0.07 0.47 0.30 

HEMOBA-1943 0.18 0.24 0.22 0.13 NEG 0.33 0.07 0.16 0.31 

HEMOBA-1944 0.38 0.68 0.33 0.23 NEG 0.32 0.06 1.51 0.33 

HEMOBA-1945 0.36 0.37 0.21 0.30 NEG 0.33 0.06 0.11 0.30 

HEMOBA-1946 0.37 0.31 0.21 0.13 NEG 0.21 0.06 0.38 0.31 

HEMOBA-1947 0.17 0.19 0.15 0.13 NEG 0.33 0.07 0.25 0.29 

HEMOBA-1948 0.31 0.38 0.27 0.22 NEG 0.32 0.06 0.14 0.46 

HEMOBA-1949 0.56 0.28 0.06 0.28 NEG 0.33 0.06 0.08 0.31 

HEMOBA-1950 0.25 0.43 0.31 0.23 NEG 0.32 0.06 0.07 0.30 

HEMOBA-1951 0.27 0.71 0.25 0.20 NEG 0.33 0.07 0.07 0.33 

HEMOBA-1952 0.15 0.17 0.11 0.11 NEG 0.33 0.07 0.06 0.31 

HEMOBA-1953 0.32 0.38 0.21 0.22 NEG 0.31 0.08 0.12 0.25 

HEMOBA-1954 0.19 0.19 0.34 0.44 NEG 0.32 0.05 0.09 0.30 

HEMOBA-1955 0.38 0.27 0.27 0.17 NEG 0.33 0.06 0.13 0.32 

HEMOBA-1956 0.30 0.27 0.17 0.29 NEG 0.35 0.06 0.11 0.31 

HEMOBA-1957 0.34 0.54 0.06 0.24 NEG 0.33 0.07 0.17 0.29 

HEMOBA-1958 0.18 0.19 0.22 0.40 NEG 0.32 0.07 0.27 0.31 

HEMOBA-1959 0.15 0.16 0.11 0.10 NEG 0.37 0.07 0.09 0.29 

HEMOBA-1960 0.32 0.46 0.27 0.24 NEG 0.33 0.06 0.41 0.50 

HEMOBA-1961 0.32 0.40 0.17 0.21 NEG 0.31 0.07 0.10 0.29 

HEMOBA-1962 0.30 0.42 0.23 0.21 NEG 0.32 0.07 0.06 0.30 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-1964 0.45 0.36 0.23 0.25 NEG 0.43 0.29 0.18 0.29 

HEMOBA-1965 0.53 0.52 0.05 0.30 NEG 0.31 0.07 0.24 0.21 

HEMOBA-1966 0.22 0.33 0.20 0.17 NEG 0.32 0.07 0.06 0.22 

HEMOBA-1967 0.30 0.37 0.22 0.20 NEG 0.61 0.11 0.48 0.26 

HEMOBA-1968 0.36 0.37 0.24 0.19 NEG 0.32 0.07 0.35 0.22 

HEMOBA-1969 0.36 0.37 0.23 0.14 NEG 0.31 0.07 0.06 0.23 

HEMOBA-1970 0.31 0.35 0.30 0.34 NEG 0.32 0.07 0.06 0.23 

HEMOBA-1971 0.35 0.29 0.27 0.19 NEG 0.31 0.07 0.07 0.22 

HEMOBA-1972 0.37 0.33 0.19 0.34 NEG 0.33 0.48 0.35 0.23 

HEMOBA-1973 0.32 0.39 0.18 0.19 NEG 0.31 0.07 0.10 0.26 

HEMOBA-1974 0.14 0.17 0.07 0.12 NEG 0.31 0.08 0.06 0.23 

HEMOBA-1975 0.19 0.23 0.08 0.10 NEG 0.32 0.06 0.05 0.23 

HEMOBA-1976 0.19 0.24 0.15 0.12 NEG 0.34 0.08 0.09 0.24 

HEMOBA-1977 0.24 0.23 0.18 0.08 NEG 0.32 0.08 0.07 0.22 

HEMOBA-1978 0.16 0.27 0.13 0.10 NEG 0.32 0.08 0.36 0.39 

HEMOBA-1979 0.15 0.25 0.08 0.14 NEG 0.32 0.07 0.30 0.23 

HEMOBA-1980 0.27 0.23 0.10 0.13 NEG 0.34 0.09 0.06 0.22 

HEMOBA-1981 0.16 0.17 0.09 0.10 NEG 0.42 0.07 0.97 0.27 

HEMOBA-1982 0.29 0.23 0.08 0.09 NEG 0.33 0.07 0.13 0.22 

HEMOBA-1983 0.22 0.16 0.13 0.17 NEG 0.33 0.07 0.07 0.23 

HEMOBA-1984 0.22 0.22 0.12 0.10 NEG 0.31 0.06 0.24 0.24 

HEMOBA-1985 0.23 0.33 0.26 0.23 NEG 0.33 0.07 1.13 0.56 

HEMOBA-1986 0.17 0.25 0.22 0.11 NEG 0.36 0.07 0.11 0.23 

HEMOBA-1987 0.11 0.16 0.19 0.07 NEG 0.33 0.06 0.10 0.23 

HEMOBA-1988 0.38 0.22 0.08 0.29 NEG 0.46 0.07 0.05 0.24 

HEMOBA-1989 0.24 0.25 0.09 0.13 NEG 0.24 0.08 0.09 0.29 

HEMOBA-1990 0.28 0.26 0.15 0.12 NEG 0.28 0.06 0.07 0.23 

HEMOBA-1991 0.33 0.18 0.23 0.24 NEG 0.23 0.06 0.56 0.22 

HEMOBA-1992 0.16 0.15 0.11 0.10 NEG 0.26 0.07 0.06 0.23 

HEMOBA-1993 0.19 0.19 0.06 0.08 NEG 0.24 0.08 0.06 0.22 

HEMOBA-1994 0.03 0.13 0.11 0.07 NEG 0.24 0.08 0.12 0.24 

HEMOBA-1995 0.14 0.25 0.13 0.11 NEG 0.23 0.06 0.31 0.20 

HEMOBA-1996 0.28 0.25 0.20 0.22 NEG 0.26 0.07 1.02 0.23 

HEMOBA-1997 0.13 0.16 0.08 0.08 NEG 0.26 0.07 0.44 0.27 

HEMOBA-1998 0.20 0.35 0.09 0.12 NEG 0.21 0.06 0.10 0.22 

HEMOBA-1999 0.13 0.19 0.05 0.13 NEG 0.25 0.06 0.17 0.28 

HEMOBA-2000 0.14 0.29 0.07 0.08 NEG 0.25 0.06 0.11 0.22 

HEMOBA-2001 0.20 0.22 0.13 0.79 NEG 0.24 0.07 0.13 0.23 

HEMOBA-2002 0.12 0.21 0.08 0.08 NEG 0.24 0.07 0.09 0.25 

HEMOBA-2003 0.11 0.24 0.05 0.08 NEG 0.25 0.06 0.11 0.23 

HEMOBA-2004 0.14 0.15 0.09 0.09 NEG 0.24 0.08 0.50 0.23 

HEMOBA-2005 0.18 0.16 0.09 0.15 NEG 0.31 0.07 2.57 0.24 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-2006 0.10 0.16 0.05 0.07 NEG 0.23 0.06 0.07 0.22 

HEMOBA-2007 0.31 0.10 0.16 0.21 NEG 0.25 0.06 0.12 0.33 

HEMOBA-2008 0.01 0.12 0.22 0.26 NEG 0.31 0.07 0.67 0.17 

HEMOBA-2009 0.20 0.19 0.09 0.12 NEG 0.31 0.08 0.07 0.18 

HEMOBA-2010 0.01 0.23 0.11 0.18 NEG 0.26 0.06 0.06 0.20 

HEMOBA-2011 0.19 0.25 0.11 0.12 NEG 0.26 0.09 0.29 0.24 

HEMOBA-2012 0.14 0.43 0.06 0.10 NEG 0.22 0.06 0.06 0.18 

HEMOBA-2013 0.11 0.15 0.02 0.06 NEG 0.27 0.07 0.07 0.20 

HEMOBA-2014 0.09 0.22 0.05 0.08 NEG 0.29 0.07 0.05 0.23 

HEMOBA-2015 0.13 0.22 0.03 0.01 NEG 0.25 0.07 0.10 0.24 

HEMOBA-2016 0.01 0.14 0.06 0.10 NEG 0.26 0.05 0.07 0.18 

HEMOBA-2018 0.29 0.21 0.09 0.09 NEG 0.30 0.07 0.07 0.20 

HEMOBA-2021 0.20 0.29 0.07 0.09 NEG 0.39 0.06 0.09 0.19 

HEMOBA-2022 0.04 0.18 0.05 0.06 NEG 0.24 0.08 0.10 0.24 

HEMOBA-2023 0.05 0.16 0.04 0.07 NEG 0.20 0.07 0.14 0.21 

HEMOBA-2025 0.09 0.19 0.16 0.20 NEG 0.28 0.06 0.09 0.22 

HEMOBA-2026 0.21 0.26 0.37 0.17 NEG 0.24 0.07 0.06 0.22 

HEMOBA-2027 0.11 0.15 0.16 0.30 NEG 0.28 0.07 0.15 0.22 

HEMOBA-2028 0.22 0.30 0.16 0.19 NEG 0.26 0.07 0.08 0.25 

HEMOBA-2029 0.22 0.31 0.17 0.15 NEG 0.24 0.07 0.06 0.27 

HEMOBA-2030 0.16 0.21 0.13 0.15 NEG 0.28 0.06 0.08 0.23 

HEMOBA-2031 0.28 0.26 0.21 0.14 NEG 0.23 0.07 0.15 0.23 

HEMOBA-2032 0.18 0.30 0.15 0.11 NEG 0.36 0.06 0.08 0.21 

HEMOBA-2033 0.36 0.21 0.23 0.26 NEG 0.24 0.08 0.58 0.41 

HEMOBA-2034 0.40 0.28 0.31 0.23 NEG 0.26 0.07 0.19 0.24 

HEMOBA-2035 0.25 0.27 0.18 0.15 NEG 0.70 0.06 0.08 0.22 

HEMOBA-2036 0.32 0.34 0.23 0.22 NEG 0.32 0.06 0.13 0.22 

HEMOBA-2037 0.26 0.29 0.28 0.19 NEG 0.70 0.07 0.06 0.23 

HEMOBA-2038 0.20 0.15 0.17 0.13 NEG 0.28 0.06 0.20 0.29 

HEMOBA-2039 0.31 0.26 0.20 0.15 NEG 0.26 0.07 0.17 0.22 

HEMOBA-2040 0.25 0.29 0.26 0.12 NEG 0.27 0.07 0.05 0.26 

HEMOBA-2041 0.30 0.25 0.25 0.13 NEG 0.27 0.08 0.10 0.21 

HEMOBA-2042 0.25 0.14 0.19 0.13 NEG 0.27 0.07 0.06 0.23 

HEMOBA-2043 0.22 0.33 0.15 0.15 NEG 0.34 0.07 0.08 0.22 

HEMOBA-2044 0.26 0.40 0.23 0.22 NEG 0.26 0.06 0.08 0.25 

HEMOBA-2045 0.21 0.09 0.26 0.15 NEG 0.26 0.08 0.06 0.26 

HEMOBA-2046 0.18 0.34 0.32 0.11 NEG 0.28 0.06 0.07 0.22 

HEMOBA-2047 0.33 0.19 0.24 0.15 NEG 0.27 0.06 0.08 0.22 

HEMOBA-2048 0.31 0.27 0.23 0.15 NEG 0.26 0.08 0.06 0.20 

HEMOBA-2049 0.36 0.16 0.36 0.12 NEG 0.28 0.07 0.06 0.25 

HEMOBA-2050 0.75 0.20 0.41 0.23 NEG 0.26 0.07 0.10 0.20 

HEMOBA-2051 0.57 0.18 0.33 0.23 NEG 0.26 0.07 0.73 0.22 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-2052 0.39 0.24 0.39 0.26 NEG 0.26 0.06 0.08 0.20 

HEMOBA-2054 0.29 0.17 0.46 0.15 NEG 0.27 0.10 0.11 0.12 

HEMOBA-2056 0.28 0.19 0.20 0.10 NEG 0.31 0.07 0.09 0.11 

HEMOBA-2057 0.20 0.23 0.17 0.18 NEG 0.29 0.07 0.13 0.11 

HEMOBA-2058 0.18 0.17 0.16 0.14 NEG 0.26 0.08 0.08 0.13 

HEMOBA-2059 0.20 0.19 0.14 0.13 NEG 0.30 0.06 0.08 0.11 

HEMOBA-2060 0.15 0.19 0.12 0.14 NEG 0.26 0.07 0.32 0.11 

HEMOBA-2062 0.12 0.19 0.11 0.10 NEG 0.26 0.14 0.14 0.11 

HEMOBA-2063 0.26 0.46 0.20 0.20 NEG 0.28 0.08 0.09 0.11 

HEMOBA-2064 0.18 0.24 0.15 0.20 NEG 0.26 0.07 0.08 0.10 

HEMOBA-2065 0.19 0.26 0.15 0.14 NEG 0.27 0.06 0.07 0.11 

HEMOBA-2067 0.20 0.24 0.12 0.11 NEG 0.27 0.06 0.07 0.11 

HEMOBA-2068 0.14 0.17 0.11 0.11 NEG 0.25 0.07 0.47 0.12 

HEMOBA-2069 0.16 0.18 0.12 0.15 NEG 0.26 0.06 0.15 0.15 

HEMOBA-2070 0.17 0.21 0.15 0.14 NEG 0.26 0.06 0.09 0.11 

HEMOBA-2071 0.09 0.16 0.08 0.14 NEG 0.32 0.06 0.08 0.12 

HEMOBA-2072 0.22 0.25 0.14 0.17 NEG 0.27 0.07 0.07 0.10 

HEMOBA-2073 0.17 0.24 0.11 0.12 NEG 0.28 0.06 0.10 0.10 

HEMOBA-2074 0.17 0.22 0.14 0.17 NEG 0.27 0.06 0.08 0.12 

HEMOBA-2075 0.20 0.26 0.19 0.17 NEG 0.29 0.07 0.08 0.11 

HEMOBA-2076 0.21 0.21 0.16 0.17 NEG 0.26 0.07 0.29 0.11 

HEMOBA-2077 0.24 0.29 0.19 0.18 NEG 0.29 0.06 0.40 0.11 

HEMOBA-2078 0.10 0.15 0.09 0.10 NEG 0.27 0.06 0.24 0.12 

HEMOBA-2079 0.27 0.32 0.17 0.19 NEG 0.27 0.07 0.14 0.11 

HEMOBA-2080 0.18 0.22 0.11 0.13 NEG 0.27 0.07 0.07 0.11 

HEMOBA-2081 0.13 0.15 0.09 0.09 NEG 0.27 0.07 0.07 0.11 

HEMOBA-2082 0.17 0.19 0.10 0.18 NEG 0.39 0.07 0.17 0.16 

HEMOBA-2083 0.24 0.16 0.09 0.21 NEG 0.58 0.07 0.07 0.12 

HEMOBA-2084 0.11 0.12 0.05 0.08 NEG 0.28 0.07 0.15 0.12 

HEMOBA-2085 0.16 0.12 0.10 0.12 NEG 0.28 0.06 0.19 0.10 

HEMOBA-2087 0.20 0.28 0.14 0.17 NEG 0.28 0.07 0.12 0.11 

HEMOBA-2089 0.21 0.19 0.14 0.17 NEG 0.24 0.07 0.17 0.11 

HEMOBA-2090 0.23 0.20 0.08 0.18 NEG 0.22 0.07 0.22 0.11 

HEMOBA-2091 0.25 0.25 0.19 0.23 NEG 0.41 0.11 0.65 0.21 

HEMOBA-2093 0.26 0.29 0.21 0.18 NEG 0.26 0.06 0.08 0.12 

HEMOBA-2094 0.24 0.28 0.23 0.23 NEG 0.26 0.07 0.27 0.12 

HEMOBA-2096 0.15 0.15 0.10 0.10 NEG 0.24 0.07 0.09 0.13 

HEMOBA-2097 0.15 0.17 0.09 0.13 NEG 0.31 0.07 0.09 0.13 

HEMOBA-2099 0.20 0.19 0.12 0.12 NEG 0.28 0.07 0.08 0.15 

HEMOBA-2100 0.18 0.21 0.15 0.15 NEG 0.29 0.07 0.07 0.13 

HEMOBA-2101 0.20 0.26 0.14 0.14 NEG 0.28 0.06 0.12 0.16 

HEMOBA-2102 0.10 0.17 0.11 0.10 NEG 0.32 0.07 0.09 0.19 
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Código 

IBMP-ELISA indireto (IR) 

IBMP 

Teste de  

referência 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 LCA 8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-2103 0.19 0.22 0.13 0.23 NEG 0.30 0.07 0.18 0.18 

HEMOBA-2104 0.15 0.16 0.14 0.14 NEG 0.26 0.08 0.15 0.15 

HEMOBA-2105 0.25 0.25 0.19 0.20 NEG 0.26 0.06 0.14 0.12 

HEMOBA-2106 0.23 0.20 0.16 0.15 NEG 0.28 0.07 0.08 0.14 

HEMOBA-2107 0.19 0.15 0.15 0.16 NEG 0.26 0.07 0.07 0.16 

HEMOBA-2108 0.25 0.22 0.18 0.19 NEG 0.30 0.07 0.08 0.13 

HEMOBA-2109 0.14 0.13 0.09 0.13 NEG 0.29 0.07 0.11 0.13 

HEMOBA-2110 0.16 0.22 0.16 0.14 NEG 0.28 0.07 1.13 0.20 

HEMOBA-2112 0.20 0.18 0.15 0.13 NEG 0.29 0.08 0.12 0.12 

HEMOBA-2113 0.22 0.27 0.20 0.19 NEG 0.25 0.07 0.61 0.14 

HEMOBA-2114 0.20 0.29 0.29 0.17 NEG 0.37 0.06 0.16 0.15 

HEMOBA-2115 0.25 0.22 0.17 0.18 NEG 0.32 0.07 0.11 0.12 

HEMOBA-2116 0.15 0.19 0.12 0.14 NEG 0.22 0.07 0.06 0.15 

HEMOBA-2117 0.21 0.20 0.13 0.15 NEG 0.25 0.08 0.11 0.15 

HEMOBA-2118 0.21 0.22 0.18 0.19 NEG 0.32 0.07 0.25 0.13 

HEMOBA-2119 0.40 0.36 0.32 0.34 NEG 0.29 0.07 0.08 0.12 

HEMOBA-2120 0.20 0.19 0.15 0.17 NEG 0.31 0.07 0.06 0.12 

HEMOBA-2121 0.16 0.26 0.15 0.14 NEG 0.26 0.07 0.12 0.13 

HEMOBA-2122 0.22 0.27 0.17 0.19 NEG 0.33 0.07 0.09 0.11 

HEMOBA-3620 0.15 0.12 0.11 0.16 NEG 0.33 0.08 0.13 0.17 

HEMOBA-3621 0.17 0.12 0.11 0.12 NEG 0.30 0.07 0.17 0.16 

HEMOBA-3622 0.21 0.19 0.08 0.09 NEG 0.32 0.07 0.08 0.16 

HEMOBA-3623 0.14 0.07 0.36 0.14 NEG 0.45 0.07 1.28 0.15 

HEMOBA-3624 0.24 0.17 0.14 0.20 NEG 0.28 0.07 0.21 0.17 

HEMOBA-3625 0.29 0.16 0.14 0.04 NEG 0.28 0.08 0.05 0.15 

HEMOBA-3626 0.15 0.02 0.03 0.18 NEG 0.30 0.41 0.08 0.16 

HEMOBA-3627 0.23 0.29 0.22 0.13 NEG 0.30 0.06 0.25 0.18 

HEMOBA-3628 0.14 0.16 0.10 0.11 NEG 0.37 0.08 0.10 0.20 

HEMOBA-3629 0.09 0.11 0.08 0.12 NEG 0.38 0.07 0.09 0.20 

HEMOBA-3630 0.13 0.16 0.10 0.07 NEG 0.27 0.06 0.06 0.15 

HEMOBA-3631 0.11 0.06 0.05 0.10 NEG 0.33 0.06 0.06 0.30 

HEMOBA-3632 0.14 0.07 0.08 0.10 NEG 0.34 0.07 0.06 0.16 

HEMOBA-3633 0.34 0.17 0.07 0.14 NEG 0.27 0.08 0.05 0.15 

HEMOBA-3634 0.28 0.07 0.07 0.16 NEG 0.38 0.08 0.96 0.18 

HEMOBA-3635 0.31 0.27 0.18 0.14 NEG 0.30 0.06 0.06 0.17 

HEMOBA-3636 0.10 0.12 0.13 0.16 NEG 0.28 0.07 0.04 0.15 

HEMOBA-3637 0.18 0.22 0.11 0.17 NEG 0.28 0.07 0.12 0.17 

HEMOBA-3638 0.18 0.15 0.20 0.19 NEG 0.29 0.07 0.06 0.16 

HEMOBA-3639 0.23 0.19 0.17 0.14 NEG 0.29 0.07 0.63 0.17 
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APÊNDICE B 

Resultado das análises do IBMP-ELISA indireto e do IBMP-DAS-ELISA, estudo de 

reatividade cruzada 

Código Marcador sorológico 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-26 HBC 0.28 0.07 0.07 0.14 

HEMOBA-27 HBC 0.28 0.07 0.05 0.14 

HEMOBA-30 HBC 0.44 0.07 0.37 0.13 

HEMOBA-31 HBC 0.31 0.09 0.06 0.19 

HEMOBA-101 HBC 0.26 0.08 0.78 0.13 

HEMOBA-105 HBC 0.33 0.08 1.01 0.14 

HEMOBA-141 HBC 0.25 0.07 0.08 0.14 

HEMOBA-144 HBC 0.32 0.05 0.13 0.30 

HEMOBA-152 HBC 0.28 0.11 0.13 0.23 

HEMOBA-157 HBC 0.23 0.08 0.06 0.32 

HEMOBA-180 HBV 0.40 0.09 0.11 0.14 

HEMOBA-181 HBV 0.22 0.04 0.14 0.22 

HEMOBA-182 HBV 0.34 0.06 0.20 0.29 

HEMOBA-183 HBV 0.25 0.05 0.99 0.17 

HEMOBA-184 HBV 0.24 0.06 0.10 0.13 

HEMOBA-187 HBV 0.24 0.07 0.13 0.16 

HEMOBA-188 HBV 0.22 0.10 0.21 0.16 

HEMOBA-189 HBV 0.42 0.17 0.12 0.14 

HEMOBA-246 HBV 0.35 0.07 0.15 0.14 

HEMOBA-367 HBV 0.24 0.07 0.07 0.20 

HEMOBA-07 HCV 0.24 0.05 0.41 0.25 

HEMOBA-109 HCV 0.24 0.06 0.84 0.15 

HEMOBA-111 HCV 0.25 0.05 0.06 0.14 

HEMOBA-234 HCV 0.25 0.10 0.08 0.17 

HEMOBA-238 HCV 0.22 0.08 0.14 0.22 

HEMOBA-240 HCV 0.29 0.09 0.10 0.14 

HEMOBA-242 HCV 0.17 0.07 0.17 0.16 

HEMOBA-283 HCV 0.25 0.08 0.13 0.17 

HEMOBA-286 HCV 0.22 0.05 0.07 0.20 

HEMOBA-287 HCV 0.38 0.06 0.12 0.13 

HEMOBA-153 HIV-1/2 0.26 0.06 0.09 0.14 

HEMOBA-156 HIV-1/2 0.20 0.11 0.16 0.14 

HEMOBA-159 HIV-1/2 0.21 0.11 0.13 0.17 

HEMOBA-160 HIV-1/2 0.27 0.05 0.20 0.14 

HEMOBA-162 HIV-1/2 0.20 0.05 0.19 0.14 
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Código Marcador sorológico 

IBMP-DAS-ELISA (IR) 

IBMP 

8.1 8.2 8.3 8.4 

HEMOBA-166 HIV-1/2 0.28 0.07 0.13 0.14 

HEMOBA-272 HIV-1/2 0.23 0.05 0.32 0.13 

HEMOBA-4177 HIV-1/2 0.21 0.08 0.54 0.15 

HEMOBA-4264 HIV-1/2 0.22 0.05 0.09 0.14 

HEMOBA-147 HTLV-1/2 0.24 0.05 1.07 0.17 

HEMOBA-169 HTLV-1/2 0.29 0.05 0.07 0.14 

HEMOBA-173 HTLV-1/2 0.49 0.06 0.13 0.17 

HEMOBA-257 HTLV-1/2 0.21 0.06 0.15 0.26 

HEMOBA-261 HTLV-1/2 0.21 0.05 0.13 0.16 

HEMOBA-262 HTLV-1/2 0.20 0.06 0.92 0.26 

HEMOBA-268 HTLV-1/2 0.22 0.08 0.08 0.17 

HEMOBA-330 HTLV-1/2 0.21 0.06 0.11 0.17 

HEMOBA-332 HTLV-1/2 0.39 0.05 0.69 0.23 

SVLE-01-URFN Leishmaniose visceral 0.24 - - 0.21 

VLE 04 (URFN) Leishmaniose visceral 0.22 - - 0.23 

VLE 05 (URFN) Leishmaniose visceral 0.78 - - 0.33 

SVLE 09 (URFN) Leishmaniose visceral 0.22 - - 0.21 

SVLE 10 (URFN) Leishmaniose visceral 0.23 - - 0.17 

SVLE 11 (URFN) Leishmaniose visceral 0.23 - - 0.16 

SVLE 22 (URFN) Leishmaniose visceral 0.20 - - 0.16 

SVLE 35 (URFN) Leishmaniose visceral 0.22 - - 0.18 

SVLE 44 (URFN) Leishmaniose visceral 0.21 - - 0.27 

VLC 56 (URFN) Leishmaniose visceral 0.24 - - 0.26 

HEMOBA-4091 Sífilis 0.23 0.06 0.12 0.28 

HEMOBA-4102 Sífilis 0.23 0.05 0.33 0.17 

HEMOBA-4105 Sífilis 0.22 0.06 0.10 0.20 

HEMOBA-4107 Sífilis 0.20 0.05 0.07 0.17 

HEMOBA-4117 Sífilis 0.22 0.06 0.09 0.16 

HEMOBA-4126 Sífilis 0.18 0.08 0.08 0.18 

HEMOBA-4130 Sífilis 0.22 0.07 0.63 0.31 

HEMOBA-4156 Sífilis 0.22 0.06 0.12 0.23 

HEMOBA-4162 Sífilis 0.23 0.06 0.09 0.16 

HEMOBA-4170 Sífilis 0.21 0.13 0.08 0.16 
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