FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO AGGEU MAGALHAES

Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude

SARAH DE SOUZA LACERDA

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BASEADOS EM AMPLIFICACAO
ISOTERMICA EM ALCA (LAMP) PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
CHAGAS

Recife
2021



SARAH DE SOUZA LACERDA

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BASEADOS EM AMPLIFICACAO
ISOTERMICA EM ALCA (LAMP) PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
CHAGAS

Dissertacdo  apresentada ao  Mestrado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacgéo
Oswaldo Cruz, como requisito para obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador: Dr. Fabio Lopes de Melo
Coorientador: Dr. Bruno de Melo Carvalho

Recife
2021



Catalogacao na fonte: Biblioteca do Instituto Aggeu Magalh&es

L131d Lacerda, Sarah de Souza.

Desenvolvimento de sistemas baseados em
amplificagdo isotérmica em alca (LAMP) para o
diagndéstico da doenca de Chagas / Sarah de Souza
Lacerda. - Recife: [s.n.], 2021.

84 p.: il., tab.; 30 cm.

Dissertagdo (Mestrado Académico em Biociéncias e
Biotecnologia em Salde) - Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

Orientador: Fabio Lopes de Melo; coorientador:
Bruno de Melo Carvalho.

1. Doenca de Chagas - diagnostico. 2. Diagndstico
molecular. 3. Técnica  de Amplificacdo de Acidos
Nucleicos. 4. Reagdo em Cadeia da Polimerase -
métodos. 5. Sensibilidade e especificidade. 1. Melo,
Fabio Lopes de Melo. Il. Carvalho, Bruno de Melo. III.
Titulo.

CDU 614.39




SARAH DE SOUZA LACERDA

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BASEADOS EM AMPLIFICACAO
ISOTERMICA EM ALCA (LAMP) PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
CHAGAS

Dissertacdo  apresentada ao  Mestrado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude do Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao
Oswaldo Cruz, como requisito para obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias.

Data da aprovagéo: / /

BANCA EXAMINADORA

Dr. Fabio Lopes de Melo (Orientador)
Instituto Aggeu Magalh&es/Fundacéo Oswaldo Cruz

Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos
Instituto Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz

Dr. Rosana de Albuquerque Montenegro
Instituto Aggeu Magalh&es/ Fundagdo Oswaldo Cruz



Ao0s meus pais Adilson e Simone.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me dado forca e sabedoria para superar todos os

desafios durante essa trajetoria.

Ao0s meus pais pelo amor, apoio e incentivo. Por sempre estarem presente nos momentos mais

dificeis, com uma palavra ou gesto de carinho.

A0 meu noivo por ser um companheiro sempre presente, por viver todas as experiéncias comigo
desde o ensino médio até o mestrado, me incentivando e me ajudando a conquistar meus

objetivos.

Aos meus irmdos, avos e familiares que sempre torceram pelo meu sucesso.

Ao meu orientador Dr. Fabio por acreditar no meu potencial me dando a oportunidade de iniciar
na area de pesquisa. Agradeco por todo carinho e ensinamento durante todos esses anos, que
contribuiram imensamente para 0 meu crescimento pessoal e profissional. E ao meu

coorientador por acreditar no meu trabalho.

A Dr. Virginia e & Cintia por tornarem este trabalho possivel, cedendo as amostras e ajudando

durante todo o desenvolvimento do projeto.

Aos meus colegas de laboratdrio pela troca de experiéncias e pelo apoio, em especial, a Rhaissa,
Keylla, Ana Emilia, Beatriz, Alejadra e Yuri.

Aos funcionarios do Aggeu, em especial, a Cleide e Dona Fatima por sempre me acolherem

Com um sorriso.

Ao Instituto Aggeu Magalhdes pela estrutura disponibilizada e ao 6rgdo de fomento CAPES

pelo financiamento a pesquisa.

Por fim, agradeco a todos que direta ou indiretamente contribuiram para tornar este trabalho

possivel.



LACERDA, Sarah de Souza. Desenvolvimento de sistemas baseados em amplificacédo
isotérmica em alca (LAMP) para o diagnostico da doenca de Chagas. 2021. Dissertacdo
(Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

A doenca de Chagas representa um importante problema de saude pablica, principalmente na
América Latina. O diagnostico precoce durante a fase aguda é crucial, pois permite o tratamento
imediato, podendo interferir no prognostico. A técnica de amplificacdo isotérmica em alca
(LAMP) vem demonstrando potencial, por ser sensivel, especifica, de facil execucdo e baixo
custo. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver sistemas baseados em LAMP para
o diagndstico da doenca de Chagas. Inicialmente foram avaliados dois sistemas descritos na
literatura: Thekisoe et al. e Ordoriez et al. O sistema de Ordofiez et al. demonstrou elevada
sensibilidade e especificidade, sendo utilizado como sistema de LAMP convencional e para o
desenvolvimento de um sistema de LAMP em tempo real. O sistema de LAMP convencional
foi aplicado em amostras de 77 individuos expostos ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE e
comparado ao diagnostico parasitologico, soroldgico e ao sistema de gPCR (TcSAT-IAM).
Segundo critérios da Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco, 28 casos foram confirmados
pelo critério laboratorial e 10 pelo clinico-epidemiol6gico. Considerando o critério laboratorial,
a sensibilidade e especificidade do sistema de LAMP foi de 39,29% e 83,67%, respectivamente.
Considerando o diagndéstico pelo sistema TcSAT-IAM, o sistema de LAMP apresentou
sensibilidade de 60,87%, especificidade de 90,74%, acuracia de 81,82% e concordancia
considerada moderada. A coleta das amostras apds o inicio do tratamento e o tempo de
armazenamento representaram importantes limitagcdes do estudo. Estes resultados demonstram
a importancia da coleta e armazenamento adequados das amostras e sugerem um “padrao-ouro
composto”, considerando o0s testes preconizados em conjunto com técnicas moleculares, sendo
a técnica de LAMP mais acessivel para areas de recursos limitados. Para facilitar a
implementacdo na rotina laboratorial, foi desenvolvido um kit baseado em LAMP para o
diagnostico da doenca de Chagas aguda.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Diagnostico; Técnica de Amplificacdo de Acidos

Nucleicos.



LACERDA, Sarah de Souza. Development of systems based on Loop-mediated Isothermal
Amplification (LAMP) for diagnosis of Chagas disease. 2021. Dissertation (Academic
Master's in Bioscience and Biotechnology at Health) - Instituto Aggeu Magalh&es, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

ABSTRACT

Chagas disease represents an important public health problem, especially in Latin America.
Early diagnosis during the acute phase is crucial, as it allows for immediate treatment and may
interfere with the prognosis. The Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) has shown
potential, as it is sensitive, specific, easy to perform and low cost. The objective of the present
work was to develop LAMP-based systems for the diagnosis of Chagas disease. Initially, two
systems described in the literature were evaluated: Thekisoe et al. and Orddfiez et al. The
system by Orddfiez et al. showed high sensitivity and specificity, being used as a conventional
LAMP system and for the development of a real-time LAMP system. The conventional LAMP
system was applied to samples from 77 individuals exposed to the acute outbreak that occurred
in Ibimirim/PE and compared to the parasitological and serological diagnosis and to the gPCR
system (TcSAT-IAM). According to criteria of the Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco, 28 cases were confirmed by laboratory criteria and 10 by clinical-epidemiological
criteria. Considering the laboratory criteria, the sensitivity and specificity of the LAMP system
was 39.29% and 83.67%, respectively. Considering the diagnosis by the TcCSAT-IAM system,
the LAMP system had a sensitivity of 60.87%, specificity of 90.74%, accuracy of 81.82% and
agreement considered moderate. The collection of samples after the beginning of the treatment
and the storage time represented important limitations of the study. These results demonstrate
the importance of proper collection and storage of samples and suggest a “compound gold
standard”, considering the tests recommended in conjunction with molecular techniques, being
the LAMP technique more accessible for areas with limited resources. To facilitate
implementation in laboratory routine, a LAMP-based kit for the diagnosis of acute Chagas
disease was developed.

Keywords: Chagas disease; Diagnosis; Nucleic Acid Amplification Techniques.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada que afeta cerca de 6 a 7 milhdes de
pessoas em todo mundo, sendo endémica em 21 paises da América Latina (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2019). E causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi que pode ser
transmitido por via vetorial, transfusdo sanguinea, via oral, transplante de 6rgaos, transmisséo
vertical ou por acidentes de laboratério (BERN, 2015; RASSI Jr; RASSI; REZENDE; 2012).
No Brasil estima-se que cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi e
atualmente a maioria dos casos no pais ocorre por transmissdo oral (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015; CORASSA
etal., 2017; MARTINS-MELO et al., 2014).

A doenca apresenta duas fases clinicas sucessivas: aguda e crénica. Na fase aguda, a
maioria dos individuos sdo assintomaticos e alguns podem manifestar sintomas inespecificos
como febre, mal-estar, aumento do figado, baco e linfonodos e edema subcutaneo (RASSI Jr;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012). Na fase cronica, a
maioria dos individuos apresentam-se numa fase clinica assintomatica definida como forma
indeterminada e cerca de 30% desenvolvem a forma clinica sintomaética, caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes cardiacas e/ou digestivas (BARRET et al., 2003; RASSI Jr; RASSI;
REZENDE, 2012).

Durante a fase aguda, o tratamento através da utilizacdo do benzonidazol ou do nifurtimox,
apresenta uma boa eficacia, com supressao da parasitemia e taxa de cura em torno de 80%
(OLIVEIRA et al., 2008). Na fase cronica ha controvérsias a respeito da eficiéncia do
tratamento, principalmente nos estagios avancados com elevado comprometimento cardiaco
e/ou digestivo (MUNOZ; MURCIA; SEGOVIA, 2011; PEREZ-MOLINA et al., 2009).

O diagnostico da doenca de Chagas é definido de acordo com a fase clinica em que o
individuo se encontra (BRASIL, 2017; DIAS et al., 2016). Na fase aguda, devido a elevada
parasitemia, podem ser utilizadas técnicas parasitolégicas convencionais, como a pesquisa a
sangue fresco, esfregaco sanguineo, gota espessa ou metodos de concentragdo (DIAS et al.,
2016). Contudo, essas técnicas apresentam como principal limitacdo a sensibilidade dependente
da carga parasitaria do hospedeiro e da habilidade do operador, sendo necessario um
microscopista bem treinado. Além disso, algumas técnicas sdo laboriosas e apresentam tempo
prolongado para liberacio do resultado (LINDER et al., 2008; PORRAS et al., 2015).
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Na fase cronica, devido a parasitemia subpatente, ndo é recomendada a utilizacdo de
técnicas parasitoldgicas, sendo necessario o uso de dois metodos soroldgicos com principios
distintos ou com diferentes preparacdes antigénicas, tais como ELISA, imunofluorescéncia
indireta e hemaglutinacdo indireta (DIAS et al., 2016). Apesar do diagnostico sorolégico ser
considerado padrdo ouro nesta fase, uma das principais limitagdes € o risco de reacdes cruzadas
com outros tripanossomatideos presentes em areas endémicas, como Leishmania sp. e
Trypanosoma rangeli (CABALLERO et al., 2007; MATOS et al., 2015). Além disso, a
permanéncia da positividade por anos mesmo apds o tratamento especifico, limita sua utilizacéo
na avaliacio da eficé4cia terapéutica (GALVAO et al., 1993).

M¢étodos moleculares baseados na deteccao do DNA de 7. cruzi, como a reagdao em cadeia
da polimerase (PCR) e sua variante PCR quantitativa em tempo real (QPCR) vém demonstrando
potencial, principalmente para o monitoramento da carga parasitiria na fase cronica, na
detecg¢do precoce da infecgdo congénita e no acompanhamento da resposta ao tratamento
(ALONSO-PADILLA, 2017; SCHIJMAN et al., 2011). Entretanto, a necessidade de
laboratorios bem equipados, o alto custo de execucao e métodos elaborados para detecgao dos
produtos de amplificagdo, tornam essas técnicas muitas vezes inviaveis para implementagdo na
rotina laboratorial, principalmente em paises em desenvolvimento (JAMES; MACDONALD,
2015).

Desta forma, a técnica molecular de amplificacdo isotérmica em alca (Loop-mediated
isothermal amplification) descrita por Notomi et al. (2000) vém sendo demonstrada como uma
possivel ferramenta para o diagnostico e vigilancia de doencas infecciosas com elevada
especificidade, rapidez e custo-beneficio (MORI; NOTOMI, 2009, 2020). A técnica se baseia
na amplificacdo de um fragmento especifico da molécula de DNA, em condig¢des isotérmicas,
utilizando quatro a seis primers distintos, sendo dois primers internos (FIP e BIP), dois primers
externos (F3 e B3) e dois primers do loop (FLP e BLP) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002;
NOTOMI et al., 2000). As reaces da LAMP ocorrem em duas etapas sucessivas, etapa nao-
ciclica e etapa ciclica (PARIDA et al., 2008) e ao final da reacdo o produto gerado pode ser
visualizado a olho nu atraves da utilizacdo de corantes fluorescentes (LIU et al., 2017).

Devido as suas vantagens, propomos desenvolver sistemas baseados em LAMP para o
diagnostico da doenca de Chagas e aplicar em amostras de individuos expostos ao surto agudo

ocorrido em Ibimirim/PE.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo foram abordados os principais topicos referentes a doenca de Chagas, como:
aspectos epidemioldgicos, agente etioldgico, ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi, fases
clinicas da doenga, tratamento e diagnostico laboratorial. Além disso, foram descritos 0s
principios bésicos, etapas de reacdo, formas de visualizagdo do resultado e aplicagdo da técnica

de amplificacdo isotérmica em alca (LAMP) na deteccdo do DNA de T. cruzi.

2.1 Aspectos epidemiolégicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana, € uma zoonose
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E denominada como Doenca Tropical
Negligenciada, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constituindo um
importante problema de satide publica (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

Estima-se que aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi
em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde é endémica em 21 paises
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

Apesar da doenca de Chagas ter maior predominio na América Latina, devido a processos
de migracéo populacional, ha uma estimativa de aproximadamente 240.000 a 350.000 pessoas
infectadas nos Estados Unidos (BERN et al., 2019), além de apresentar expansdo para paises
europeus, com prevaléncia em torno de 4,2% em imigrantes latino-americanos (REQUENA-
MENDEZ et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicdo global dos casos de doenca de Chagas, com base em estimativas
oficiais, 2018
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Fonte: Organizagdo Mundial da Salde (2020).

Na América Latina, a doenca de Chagas é considerada uma doenca infecciosa com grande
impacto para a saude publica, com cerca de 65 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco
de infeccdo e apresentando uma incidéncia anual de 28.000 casos (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2019). O Brasil, 0 México, a Argentina e a Bolivia sdo os paises
gue possuem a maior prevaléncia de pessoas infectadas, representando aproximadamente 71%
dos casos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

No Brasil, estima-se que cerca de 2 a 3 milhGes de pessoas estejam infectadas e
aproximadamente 600.000 apresentem complicacdes cardiacas e digestivas da forma crénica
da doenca (CORASSA et al., 2017; MARTINS-MELO et al., 2014). A maioria dos casos é
relatada na regido Norte, sendo o estado do Para responsavel por mais de 85% dos casos
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019).

Em relacdo as principais formas de transmissdo registradas no Brasil, entre os anos de
2007 e 2016, foram relatados 69% dos casos por transmissdo oral, 9% por transmisséo vetorial
e em 21% por formas néo identificadas (BRASIL, 2019).
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A doenca de Chagas é classicamente transmitida para humanos por via vetorial, através de
fezes de triatomineos contaminadas com formas infectantes do T. cruzi inoculadas no local da
picada ou atraves da mucosa. Contudo, também pode ser transmitida por via oral, transfuséo
sanguinea, transplante de 6rgdos, acidentes de laboratério ou através da infeccdo congénita
(BERN, 2015; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012).

Inicialmente a doenca limitava-se as areas rurais, onde a transmisséo vetorial era a principal
forma de infeccdo, principalmente em locais de moradias precarias. Com 0 processo de
urbanizagdo e popularizagdo da hemoterapia, a transmissdo transfusional passou a ser
prevalente (CORASSA et al., 2017).

A implantacdo de programas de controle desenvolvidos pela Organizacdo Pan-americana
da Saude em 2006, visando a eliminacdo do principal vetor (Triatoma infestans), além das
mudancas sociais, econémicas e culturais, colaboraram para um maior controle da forma de
transmisséo vetorial (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2015; CORASSA et al., 2017). Também houve uma redugio na transmissio
transfusional com a intensificacdo da triagem sanguinea para doadores, diminuindo o nimero
de casos no pais (MORAES-SOUZA; FERREIRA-SILVA, 2011).

Atualmente, a maioria dos casos da doenca de Chagas ocorre por transmissao oral, com
cerca de 100 novos casos anualmente no Brasil, principalmente na regido Amazonica
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015).
A transmissao oral ocorre através da ingestdo de alimentos contaminados com 7. cruzi, como
cana-de-agUcar, goiaba, bacaba e agai, sendo este ultimo o principal responsavel por surtos
ocorridos na regiao Amazonica (CARDOSO et al., 2006; NOBREGA et al., 2009).

Recentemente foi relatado o primeiro surto agudo de doenc¢a de Chagas em Pernambuco
ocorrido na cidade de Ibimirim, na mesorregido do sertdo pernambucano, no meés de abril de
2019 durante um evento religioso em uma escola municipal. Setenta e sete pessoas foram
expostas ao surto, dentre elas havia individuos sintomaticos (cefaleia, febre, dor abdominal,
nauseas, eritema, dispneia, astenia, hepatomegalia, esplenomegalia, entre outros), bem como
individuos sem nenhuma sintomatologia. Todos os individuos tiveram amostras submetidas ao
diagnostico da infeccdo pelo 7. cruzi através de técnicas parasitologicas, soroldgicas e
molecular (QPCR) e estes foram submetidos ao tratamento segundo critério médico. Apds

investigacgoes, foi confirmada a transmissao por via oral (dados nao publicados).
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Existem também relatos de transmissdo congénita no pais, a maioria no estado do Rio
Grande do Sul (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2015). A infeccdo congénita ocorre principalmente através da transferéncia do
parasita por via transplacentéaria, podendo levar a prematuridade e baixo peso ao nascer
(CARLIER; TRUYENS, 2017; HOWARD et al., 2014). Devido & auséncia de sintomas
iniciais, assim como a inexisténcia de programas de rastreamento da doenga em gestantes e
recém-nascidos, muitos casos permanecem ndo detectados, levando a subnotificacdes
(SANTOS et al., 2018; VOLTA et al., 2018).

Estudos recentes vém sugerindo uma nova forma de transmissdo da doenca de Chagas
através da via sexual. Pesquisas realizadas em camundongos demonstraram a transmissao da
doencga entre machos ¢ fémeas com parceiros nao infectados através da relagao sexual,
confirmada por testes parasitologico, soroldgico e molecular (RIOS et al., 2018). A
possibilidade de transmissdo sexual em humanos também foi confirmada (ARAUJO et al.,

2017).

2.2 Agente etioldgico — Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, agente etiol6gico da doenca de Chagas, € um protozoario flagelado
pertencente ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae.

Apresenta um nucleo relativamente pequeno de aproximadamente 2,5um, uma membrana
plasmatica composta por bicamada lipidica e proteinas, organelas semelhantes as dos demais
eucariotos e algumas estruturas tipicas dos tripanossomatideos, como o cinetoplasto,
constituido por DNA extranuclear concentrado em uma regido especifica da mitocéndria
(TEIXEIRA et al., 2011).

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi pode sofrer mudancas na sua estrutura apresentando
diferentes formas evolutivas que podem ser identificadas por microscopia Optica através da
coloragéo por Giemsa, sendo elas: tripomastigota, amastigota e epimastigota. A forma
tripomastigota pode ser encontrada tanto no hospedeiro vertebrado (sangue e espaco
intercelular) como no hospedeiro invertebrado (porgédo posterior do intestino e reto), a forma

amastigota esta presente no interior das células de mamiferos infectados, sendo o estagio de
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replicacédo, e a forma epimastigota é encontrada apenas no tubo digestivo do vetor triatomineo
(SOUZA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011).

O T. cruzi € um organismo diploide, com o genoma de aproximadamente 110,7Mb, sendo
cerca de 50% composto por sequéncias repetitivas (EL SAYED et al., 2005). O contetdo de
DNA total por célula varia de 125 a 280fg, incluindo o DNA do cinetoplasto (kDNA) que
corresponde aproximadamente a 30% do DNA celular (HENRIKSSON; ASLUND;
PETTERSSON, 1996). O KDNA esta organizado em uma rede complexa de moléculas
circulares formando maxicirculos, presentes em 20-50 cdpias e minicirculos, presentes em
5.000 a 10.000 cépias (MYLER, 1993). Devido ao elevado nimero de cdpias, os minicirculos
do KDNA de T. cruzi possuem potencial para serem utilizados como alvo molecular na detec¢édo
do parasito por sistemas de PCR (STURM et al., 1989).

O T. cruzi é uma populacdo heterogénea de cepas com diversidade fenotipica e genética.
Essa variacdo intraespecifica levou a classificacdo das cepas em diferentes grupos através de
analises eletroforéticas de isoenzimas, inicialmente denominados de zimodemas (Z1 a Z3)
(MILES et al., 1977, 1978). Posteriormente, apds andlises genéticas utilizando marcadores
nucleares especificos, essas cepas foram divididas em dois grandes grupos, T. cruzi | (Tcl),
associado ao ciclo silvestre na América Central e T. cruzi Il (Tcll), referente a cepas do ciclo
doméstico (ZINGALES et al., 2009). O Tcll, apdés analises de Randomly Amplified
Polymorphic DNA e Multilocus Enzyme Electrophoresis, foi ainda dividido em cinco subgrupos
(lla-1le), enquanto o Tcl permaneceu como uma linhagem Unica (ZINGALES et al., 2012).

Atualmente, a classificacdo proposta é de seis DTUs (discrete typing units)
correspondentes ao Tcl e as subdivisdes do Tcll, além do Tcbat (restrita a quirdpteros)
(ZINGALES et al., 2018). As DTUs apresentam diferencas quanto a viruléncia, taxa de
crescimento, sensibilidade a drogas, entre outras caracteristicas que podem estar associadas a
diferencas na gravidade das manifestacdes clinicas, variando de acordo com a regido geogréafica
(ZINGALES et al., 2018).

2.3 Ciclo biolégico do T. cruzi
O T cruzi possui um ciclo biologico complexo que envolve hospedeiros vertebrados

(mamiferos de mais de 70 géneros, tais como seres humanos, animais silvestres e animais

domésticos) e hospedeiros invertebrados (insetos vetores triatomineos) (ZINGALES et al.,
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2018). Durante este processo, o parasita passa por quatro formas evolutivas alternadas:
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos, no inseto vetor, e amastigotas e tripomastigotas,
no hospedeiro mamifero (TYLER; ENGMAN, 2001).

O ciclo de vida do T cruzi inicia quando o inseto vetor ingere tripomastigotas circulantes
durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado. Na porcao anterior do intestino médio
do vetor, as tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, estdgio de replicagdo no
hospedeiro invertebrado. Posteriormente, as formas epimastigotas alcancam a regido posterior
do intestino, onde se transformam em tripomastigotas metaciclicos que sao eliminadas nas fezes
do vetor (BERN, 2015; TEIXEIRA et al., 2011).

Nos hospedeiros vertebrados, a infecgao ocorre através do deposito de fezes contendo
tripomastigotas metaciclicos pelo vetor sobre a pele lesionada ou mucosa. Apos a penetracao,
o parasita alcanca a corrente sanguinea e invade diferentes células nucleadas, formando
vacuolos parasitoforos. No interior desses vacuolos se diferenciam em amastigotas, estagio de
replicacdo no hospedeiro vertebrado. Como estratégia de sobrevivéncia, estes secretam toxinas
que rompem a membrana dos vactolos fusionados aos lisossomos e sdo liberados no
citoplasma, onde se dividem por fissdo bindria e se diferenciam em tripomastigotas. Sucessivas
replicacdes do parasita dentro da célula, resultam na lise celular, ocasionando a liberagdo das
formas tripomastigotas na corrente sanguinea. As formas tripomastigotas livres podem invadir
novas células, principalmente musculares (cardiacas, lisas e esqueléticas) e ganglionares e
iniciar novos ciclos replicativos ou serem inoculadas por outros triatomineos durante o repasto
sanguineo (BERN, 2015; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2014; RASSI Jr; RASSI;
REZENDE, 2012; TEIXEIRA et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Desenho esquematico do ciclo biologico do Trypanosoma cruzi

Fonte: Perez, Lymbery e Thompson (2014).
Legenda: O ciclo de vida do T. cruzi. (A) Triatomineo realizando
repasto sanguineo contendo tripomastigotas no hospedeiro infectado
(B) Diferenciacdo em epimastigota (C) Replicagdo por fissdo binaria e
diferenciacdo em tripomastigota no intestino (D) Eliminacdo dos
tripomastigotas nas fezes (E) Invasdo nas células hospedeiras (F)
Diferenciacdo em amastigotas (G) Replicacdo por fissdo (H)
Diferenciacdo em tripomastigotas (I) Lise da célula e liberacdo na
corrente sanguinea (J) Invasédo de novas células.

Podem existir divergéncias quanto a cinética do processo descrito e dos tecidos afetados de
acordo com o tipo de cepa de 7. cruzi envolvida, pois cada cepa apresenta caracteristicas
bioldgicas diferentes em relagdo a taxa de crescimento, parasitemia, viruléncia, tropismo

tecidual e isso pode refletir diretamente na patogénese e consequentemente nas diferentes

formas clinicas da doenga (BUSCAGLIA; DI-NOIA, 2003; ZINGALES et al., 2018).
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2.4 Fases clinicas da doenga

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas sucessivas: aguda e cronica. Na fase
aguda, a maioria dos individuos sdo assintomaticos, contudo, alguns podem manifestar
sintomas inespecificos como febre, mal-estar, aumento do figado, bago e linfonodos e edema
subcutaneo. Nos casos de transmissdo vetorial, alguns individuos podem apresentar sinal de
porta de entrada, como o chagoma (nodulo inflamatério no local da inoculag¢ao) ou sinal de
Romana (inchago no tecido periorbital), caracteristicos da doenca de Chagas (RASSI Jr;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI Jr; RASSI; REZENDE, 2012).

Em casos graves podem ocorrer manifestagdes cardiacas, como miocardite aguda e
derrame pericardico e mais raramente manifestagdes neuroldgicas, como meningoencefalite,
responsaveis pela maioria das mortes nesta fase (LARANJA, 1956; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).

A fase cronica da doenga de Chagas ocorre em um periodo de dois a trés meses apds a fase
aguda (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). A maioria dos individuos nesta fase apresenta-
se numa forma clinica assintomatica definida inicialmente por Carlos Chagas como “quadro
cronico indeterminado” (CHAGAS, 1916). Este conceito foi consolidado durante a I Reunido
de Pesquisa Aplicada em doenga de Chagas em 1985, sendo essa forma clinica caracterizada
pela auséncia de sinais e sintomas da doencga, positividade de exames sorologicos e/ou
parasitoldgico, eletrocardiograma convencional normal e exames radioldgicos do coragdo,
esofago e colon normais (ANONYMOUS, 1985).

Apesar da maioria dos individuos permanecer na forma cronica indeterminada pelo resto
da vida, cerca de 30% desenvolvem a forma clinica sintomatica caraterizada pelo
desenvolvimento de lesdes cardiacas e/ou digestivas (BARRET et al., 2003; RASSI Jr; RASSI;
REZENDE, 2012).

A cardiomiopatia cronica € a forma clinica mais importante da doenca e esta associada
principalmente a arritmias, distirbios de condugdo, insuficiéncia cardiaca e morte subita
(MADY; NACRUTH, 1995). Alguns individuos podem apresentar distirbios gastrointestinais
manifestados como mega-sindromes, que envolvem principalmente o eséfago e o cdlon
(MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009) ou podem ainda desenvolver lesdes no sistema
nervoso, envolvendo principalmente o parassimpético (CORDOVA et al., 2010).

Tendo em vista o impacto social e médico-trabalhista das morbidades da doenga de Chagas

(DIAS, 1993; DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002), podemos destacar a importancia de
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estudos visando o diagndstico cada vez mais eficiente dos individuos infectados, possibilitando
um tratamento precoce, podendo interferir no progndstico e na melhoria da qualidade de vida

desses individuos.

2.5 Tratamento

Atualmente apenas dois compostos estdo disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas: o0 benznidazol (produzido no Brasil pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® e na
Argentina pela Maprimed/ELEA como Abarax®) e o nifurtimox (produzido na Alemanha pela
Bayer HealthCare AG como Lampit™) (MUNOZ; MURCIA; SEGOVIA, 2011).

Sdo recomendados para 0s casos agudos, congeénitos, reativados e individuos com idade
inferior a 18 anos, pois apresentam maior tolerancia aos medicamentos (DIAS et al., 2016).
Ambos os tratamentos sdo mais eficazes na fase aguda, com supressao da parasitemia e taxa de
cura em torno de 80% (OLIVEIRA et al., 2008), porém a resposta ao tratamento pode variar de
acordo com o tipo de cepa albergada pelo hospedeiro (HABERLAND et al., 2013).

Na fase cronica o uso do medicamento deve ser analisado de forma individual, avaliando
a relacdo risco-beneficio, apresentando controvérsias na sua utilizagdo em casos avancados e
em individuos maiores de 50 anos devido a incerteza na eficacia e elevada toxicidade (PEREZ-
MOLINA et al., 2009). O uso destes medicamentos pode acarretar varios efeitos colaterais, tais
como hipersensibilidade, linfadenopatia, polineuropatia periférica e depressao da medula 6ssea
(PRATA, 2001).

2.6 Diagnostico laboratorial

Os critérios laboratoriais para definicdo do diagndstico da doenca de Chagas foram
preconizados pelo 1l Consenso Brasileiro em doenga de Chagas financiado pelo Ministério da
Saude do Brasil em 2015 e determina a utilizacdo de diferentes técnicas laboratoriais de acordo
com a fase da doenca (DIAS et al., 2016).

Na fase aguda, os exames parasitologicos sdo 0s mais indicados devido a elevada
parasitemia apresentada pelos individuos nessa fase. Quando estes forem negativos, mas as
suspeitas clinica e epidemioldgica persistirem, devem ser utilizados métodos sorol6gicos. Na

fase cronica, o exame parasitologico apresenta baixa sensibilidade devido a parasitemia
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subpatente e por isso ndo é recomendado, sendo essencial o diagndstico sorolégico (BRASIL,
2019; DIAS et al., 2016).

2.6.1 Diagnostico parasitologico

O diagndstico parasitologico ¢ considerado padrdo ouro na fase aguda e se baseia na
identificacao de tripomastigotas de 7. cruzi presentes no sangue periférico. Para confirmacao
de caso recomenda-se a utilizagao simultanea de diferentes métodos, sendo os mais utilizados:
pesquisa direta a fresco, lamina corada de gota espessa ou esfregaco e métodos de concentragio
(DIAS et al., 2016).

A pesquisa a fresco ¢ um método simples e rapido de diagnostico que se baseia na adig@o
de uma gota de sangue entre a lamina e a laminula e a busca pelas formas infectantes
(tripomastigotas) utilizando o microscopio 6ptico. E considerado o método de escolha para o
diagnostico na fase aguda inicial, devendo ser realizada preferencialmente em amostras
coletadas de paciente febril com 30 dias do inicio dos sintomas (DIAS ez al., 2016; LUQUETTI;
SCHMUNIS, 2010).

Outra forma de diagndstico parasitologico ¢ através da realizacdo de um esfregaco
sanguineo seguido de coloracdo com Giemsa ou com solucdo de Wright ou através da gota
espessa seguida pela coloragdo pelo método de Walker, que consiste basicamente na ruptura das
hemécias e leucdcitos seguidos de coloragdo com Giemsa (MEIS; CASTRO, 2017).

A sensibilidade da pesquisa a fresco € maior em comparagdo a ldmina corada (LUQUETTI;
SCHMUNIS, 2010), contudo esta ultima ainda ¢ bastante utilizada na regido da Amazodnia
Legal devido a facilidade de utilizagao integrada as ac¢des de diagnostico da maléaria (BRASIL,
2017; DIAS et al., 2016).

Em casos sintomdticos de mais de 30 dias de evolu¢do, devido a diminui¢do da parasitemia,
recomenda-se a utilizacdo de métodos de concentragdo, como o método de Strout e
microhematocrito (DIAS et al., 2016). O método de Strout € o mais sensivel entre os métodos
de concentragdo, apresentando uma sensibilidade de aproximadamente 96% para a detec¢do de
casos agudos. Trata-se de uma técnica que tem como objetivo a concentra¢do do parasita no
sedimento apos centrifugacdo em alta velocidade do soro obtido de uma amostra de sangue

(LUQUETTI; RASSI, 2000).
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O microhematocrito consiste basicamente no preenchimento de um microcapilar com a
amostra de sangue seguido de centrifugagdo e posterior avaliagdo da camada leucocitaria em
microscopio optico (MEIS; CASTRO, 2017). Devido a utilizagdo de um menor volume de
amostra em comparagdo ao método de Strout, é recomendado em casos suspeitos de infec¢ao
congénita nos estagios iniciais, pois a presenca de anticorpos anti-7. cruzi circulantes maternos
limitam a utilizacao do diagnoéstico sorologico (DIAS et al., 2016; FEIL1J; MULLER; CAPPA,
1983).

Apesar da facilidade de execucgao e baixo custo, uma das principais limitagdes dos métodos
de concentracdo ¢ que as amostras devem ser examinadas em até 24 horas, devido a possivel
lise dos parasitos (DIAS et al., 2016; LUQUETTI; RASSI, 2000; LUQUETTI; SCHMUNIS,
2010).

Em geral, apesar do diagnostico parasitologico ser considerado padrdo ouro na fase aguda,
apresenta algumas limitagdes, como a sensibilidade dependente da habilidade do operador,
sendo necessario um microscopista bem treinado, além do tempo prolongado para o resultado
(LINDER et al., 2008; PORRAS et al., 2015). Além disso, a sensibilidade dessas técnicas
depende do nivel de parasitemia do individuo, representando desta forma uma importante

limitagdo para o diagnostico na fase cronica da doencga (DIAS et al., 2016).

2.6.2 Diagnostico soroldgico

O diagnéstico soroldgico € o método de primeira escolha para individuos na fase cronica
da infeccao, sendo também utilizado como método complementar de diagnostico na fase aguda.
As técnicas mais utilizadas sdo a hemaglutinacdo indireta, a imunofluorescéncia indireta e o
método imunoenzimatico (ELISA) (BRASIL, 2017; DIAS et al, 2016).

Na fase aguda, quando nao se identifica o parasita pelos métodos parasitologicos, deve ser
realizada a pesquisa de anticorpos anti-7. cruzi da classe IgM, sempre estando associada com
achados clinicos e dados epidemiolégicos. E mais indicada para fase aguda tardia, contudo,
pode apresentar resultados falso-positivos com outras doengas febris (BRASIL, 2013, 2017).

Existe uma dificuldade na implementacao de kits sorologicos comerciais aprovados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a fase aguda da doenca e por isso o

diagnostico precisa ser realizado em um laboratdrio de referéncia (DIAS ef al., 2016).
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Na fase cronica, para confirmagdo diagnostica, deve ser realizada a detecgdo de anticorpos
anti-7. cruzi da classe IgG através de dois métodos sorologicos com principios distintos ou com
diferentes preparagoes antigénicas. Uma das técnicas utilizadas para o diagnostico deve possuir
elevada sensibilidade (ELISA com antigeno total ou imunofluorescéncia indireta) e a outra
elevada especificidade (hemaglutinacao indireta) (DIAS et al., 2016).

A técnica de ELISA ¢ a mais utilizada entre os métodos soroldgicos, pois apresenta elevada
sensibilidade e especificidade, dependendo do antigeno utilizado, além da capacidade de
processamento de grande quantidade de amostras rapidamente (MARCIPAR; LAGIER, 2012).
Para o diagnostico da doenga de Chagas ¢ utilizado o ELISA indireto que se baseia na deteccao
de anticorpos presentes no soro utilizando antigenos fixados em uma superficie insolavel e um
segundo anticorpo (anti-imunoglobulina humana) conjugado a uma enzima, que na presenga do
seu substrato especifico gera um produto de cor quantificado através da espectrofotometria
(VOLLER; BIDWELL; BARTLETT, 1976).

Voller et al. (1975) foi o primeiro a descrever a utilizagdo do ELISA para o diagnostico da
doenca de Chagas, demonstrando uma boa correlagio com os resultados obtidos pela
imunofluorescéncia indireta e xenodiagnodstico (VOLLER et al., 1975). A partir de entdo, varios
estudos com uma diversidade de protocolos foram descritos utilizando a técnica de ELISA com
esta finalidade.

Brasil et al. (2010) realizaram uma revisdo sistemadtica e metanalise para descrever a
sensibilidade e especificidade dos ensaios de ELISA convencionais e ELISA que utilizam
antigenos recombinantes para o diagndstico da doenga de Chagas na fase cronica. Foram
relatados valores altos, tanto de sensibilidade como de especificidade, para o ELISA
convencional (97,7% e 96,3%) e para o ELISA comercial com antigenos recombinantes (99,3%
e 97,5%) (BRASIL et al., 2010). Apesar disso, varios estudos ainda recomendam a utiliza¢ao
de testes combinados para o diagnostico preciso na doenga na fase cronica, demonstrando
questionamentos a respeito desta elevada precisao (AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012).

Uma das técnicas sorologicas convencionais utilizadas em combinagdo com o ELISA ¢ a
hemaglutinagdo indireta. Descrita inicialmente por Cerisola e colaboradores (1962), a técnica
se baseia na aglutina¢ao de hemacias sensibilizadas com antigenos de 7. cruzi na presenca da
amostra do individuo suspeito contendo anticorpo contra o parasita (CERISOLA; CHABEN;
LAZZARI, 1962). Apresenta como vantagens a maior simplicidade de execucao e dispensa o

uso de equipamentos sofisticados (LUQUETTI; CASTRO, 1997).
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Outra técnica bastante utilizada ¢ a imunofluorescéncia indireta. A técnica se baseia na
interacao do anticorpo anti-7. cruzi presente no soro do individuo contra formas epimastigotas
fixadas numa lamina. Para visualizacdo do resultado ¢ utilizado um anticorpo anti-
imunoglubulina humana conjugado a um revelador que emite fluorescéncia quando ocorre a
reacdo antigeno-anticorpo (CAMARGO, 1974).

A utilizagdo da técnica de imunofluorescéncia indireta para o sorodiagnoéstico da infecgao
pelo 7. cruzi foi descrita pela primeira vez por Fife e Muschel (1959) e otimizada por Souza e
Camargo et al. (1966). Este teste apresenta elevada sensibilidade (99%), contudo a leitura do
resultado ¢é subjetiva, sendo necessario um técnico qualificado para interpretacio
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002).

Apesar do diagnostico soroldgico ser considerado padrdo ouro na fase cronica, algumas
limitagdes como o risco de reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos presentes em areas
endémicas, como Leishmania sp. € Trypanosoma rangeli (CABALLERO et al., 2007; MATOS
et al., 2015), além da permanéncia da positividade por anos mesmo apds o tratamento
especifico, limitam sua utiliza¢io na avaliacio da eficacia terapéutica (GALVAO et al., 1993).
Além disso, problemas de padronizagao afetam a precisao e reprodutibilidade dessas técnicas,

sendo mais um limitante (BRASIL; CASTRO R.; CASTRO L., 2016).

2.6.3 Diagnostico molecular

Devido as limitagdes encontradas no diagnéstico da doengca de Chagas pelas técnicas
convencionais, como a baixa sensibilidade dos métodos parasitoldgicos na fase cronica, a
ocorréncia de reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos através do diagndstico
soroldgico, a dificuldade no diagnostico da infec¢do congénita nos primeiros meses de vida,
além da dificuldade no acompanhamento da resposta ao tratamento por métodos soroldgicos,
torna-se necessaria a busca por novas ferramentas diagnosticas (ALONSO-PADILLA et
al.,2017; DIAS et al, 2016; SCHIIMAN et al., 2018).

M¢étodos moleculares baseados na detec¢ao do DNA de 7. cruzi, como a Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e sua variante PCR quantitativa em tempo real (qPCR), vém
demonstrando potencial, principalmente para o monitoramento da carga parasitaria na fase
cronica, na deteccdo precoce da infeccdo congénita e no acompanhamento da resposta ao

tratamento (ALONSO-PADILLA et al., 2017; OLIVEIRA, 2020; SCHIJMAN et al.,2011).
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Davila et al (2018) utilizaram a qPCR para deteccio e quantificagdo da carga de 7. cruzi
em amostras de sangue de 91 pacientes cronicos, comparando os resultados com a técnica de
hemocultura. A hemocultura foi positiva em 49,6% dos casos, enquanto a qPCR foi positiva em
58,5%. O método qPCR mostrou maior potencial para diagnosticar e estimar a carga
parasitaria, mesmo em situacdo de baixa parasitemia, demonstrando seu potencial no
diagnostico e monitoramento da carga parasitaria em pacientes cronicos (D’AVILA et al.,
2018).

Estratégias moleculares baseadas em PCR também vém se mostrando eficientes na
detecgio precoce da infecgdo congénita (MESSENGER et al., 2018; VELAZQUEZ et al.,
2014; VIRREIRA et al., 2003). O diagndstico precoce € importante para garantir um tratamento
tripanocida eficiente, demonstrando uma alta taxa de cura quando realizado antes de 1 ano de
idade (CALIER, et al., 2011; MESSENGER et al., 2018; PICADO et al., 2018).

Virreira et al. (2003) compararam a sensibilidade de diferentes sistemas de PCR com a
finalidade de aprimorar a deteccdo da infeccdo neonatal. O sistema com melhor desempenho
(primers Tczl e Tcz2) demonstrou sensibilidade de 1fg e foi aplicado no diagnoéstico da infecgdo
congénita em amostras de sangue de corddo umbilical de recém-nascidos, filhos de maes
infectadas e ndo infectadas. A técnica se mostrou eficiente para detec¢do de todos os casos
positivos em concordancia com o diagnodstico padrao e demonstrou ser uma ferramenta util para
o diagnostico da doencga de Chagas congénita (VIRREIRA et al., 2003).

Uma das principais aplicabilidades da qPCR vém sendo no monitoramento da eficicia
terapéutica (RAMIREZ et al., 2017). Devido as limitagdes das técnicas sorologicas para esta
finalidade, a qPCR vém sendo recomendada como metodologia alternativa para o controle de
cura, apesar de ainda ser restrita a atividades de pesquisa (DIAS et al., 2016).

Um estudo utilizando diversos protocolos de qPCR foi realizado com o objetivo de
estabelecer uma metodologia padronizada para acompanhamento da parasitemia em pacientes
com cardiomiopatia chagésica cronica, submetidos a quimioterapia com benzonidazol. Foram
utilizados como alvo tanto o DNA satélite (satDNA) como o DNA do cinetoplasto (KDNA), e
foram comparados sistemas de Sybr Green e de Tagman. A qPCR utilizando Sybr Green
apresentou melhor custo-beneficio e sensibilidade adequada para detec¢do de baixa carga
parasitaria (MOREIRA et al., 2013).

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram o potencial da qPCR como um método

adequado para quantificar carga parasitaria e para o monitoramento da eficicia terapéutica,
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corroborando com os resultados encontrados em outros estudos (DUFFY et al., 2009; PIRON
et al., 2007; RAMIREZ et al., 2017).

De maneira geral, apesar das vantagens demonstradas pela PCR convencional e qPCR,
devido a auséncia de protocolos definidos e procedimentos padronizados, estas ndo podem ser
consideradas como método de diagndstico isolado para confirmag¢do de caso de doenga de
Chagas aguda ou cronica. Além disso, a necessidade de laboratorios bem equipados e o alto
custo de execugao restringem a aplicagdao destes testes a laboratorios de referéncia, tornando
evidente a necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas que possam ser

implementadas em areas com poucos recursos (DIAS et al., 2016).

2.7 Amplificacdo isotérmica em alca (LAMP)

Apesar dos métodos moleculares citados apresentarem diversas vantagens, como a elevada
sensibilidade e especificidade e principalmente a capacidade de serem utilizados para o
monitoramento da carga parasitaria e da eficacia do tratamento, algumas caracteristicas como
a necessidade de equipamentos sofisticados e o alto custo de execucdo, dificultam a
implementacdo na rotina laboratorial, principalmente em paises em desenvolvimento (JAMES;
MACDONALD, 2015).

Desta forma, a técnica molecular de amplificagdo isotérmica em alca (Loop-mediated
isothermal amplification) vém demonstrando potencial como uma possivel ferramenta para o
diagnostico e vigilancia de doencas infecciosas (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; MORI;
NOTOMI, 2009, 2020;).

2.7.1 Principios basicos da técnica

A amplificagdo isotérmica em alca (LAMP) € uma técnica molecular desenvolvida por
Notomi e colaboradores em 2000 com o objetivo de amplificar milhares de vezes um fragmento
da molécula de DNA, em condic¢Bes isotérmicas, com elevada especificidade, rapidez e
eficiéncia (NOTOMI et al., 2000). E considerada uma técnica simples e com um bom custo-
beneficio, por ndo necessitar de equipamentos sofisticados como o termociclador (DEA-
AYUELA et al., 2018), atraindo interesse para 0 uso no campo ou diagnostico no ponto de
atendimento em areas endémicas com poucos recursos (JAMES; MACDONALD, 2015;
NJIRU, 2012).
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A técnica consiste basicamente na adi¢do de reagentes termoestaveis como tampdao, dNTPs,
MgSO4, betaina e primers em um tubo juntamente com a enzima Bst DNA polimerase e 0o DNA
de interesse, onde serdo submetidos a uma temperatura constante de aproximadamente 60-65°C
para que ocorra 0 processo de amplificacio do DNA alvo (TANNER; EVANS, 2014,
TOMLINSON, 2012).

A enzima Bst DNA Polimerase, extraida do Bacillus stearothermophilus, possui a
capacidade de abrir a dupla hélice de DNA ao mesmo tempo que realiza a polimerizacdo da
nova fita (NOTOMI et al., 2000). Além disso, tem como uma importante caracteristica a maior
tolerabilidade a inibidores presentes em amostras clinicas, representando uma vantagem em
relacdo as utilizadas na PCR convencional, pois podem ser utilizadas amostras sem extracao
prévia de DNA, diminuindo o tempo e custo do processo (NOTOMI et al., 2015; ZHANG;
LOWE; GOODING, 2014).

Inicialmente, a técnica foi descrita utilizando dois pares de primers, um par interno
denominado FIP (foward inner primer) e BIP (backward inner primer) e um par externo
denominado F3 e B3 (outter primers) (NOTOMI et al., 2000; LI et al., 2017). O primer FIP
apresenta uma estrutura composta por uma regido F1c e uma regido F2 complementar ao sitio
F2c da fita de DNA alvo. Ja o primer BIP apresenta uma regido denominada B1c e uma regido
B2, que hibridiza na sequéncia B2c da fita alvo (PARIDA et al., 2008).

Posteriormente foram desenvolvidos por Nagami e Notomi (2002) primers do loop que
foram denominados de FLP (forward loop primer) e BLP (backward loop primer). Estes se
anelam nas regides que ndo sdo acessadas pelos primers internos, entre as sequéncias F1 e F2
(FLP) e entre B1 e B2 (BLP) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002). A adicdo desses primers
é facultativa, mas seu uso aumenta a velocidade da reacdo e garante uma maior sensibilidade

para a técnica (LI et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema representativo dos primers de LAMP
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Fonte: Parida et al. (2008).

2.7.2 Etapas de reacdo de LAMP

A reacdo de LAMP pode ser dividida em duas etapas: etapa ndo ciclica e etapa ciclica
(PARIDA, 2008). Na etapa ndo ciclica atuam os primers externos e internos e o produto
formado é utilizado como molde para a etapa ciclica. Nesta Gltima etapa ocorre a acdo apenas
dos primers internos e ao final da reaco, em aproximadamente 1 hora, séo formadas 10° copias
do DNA alvo (ZHAO et al., 2015).

A etapa ndo ciclica inicia-se quando ocorre a elevacdo da temperatura e a enzima Bst DNA
polimerase torna-se ativa, iniciando a abertura da dupla fita de DNA. Ap0s isso, 0 primer
interno FIP hibridiza na regido F2c através da sua regido complementar F2 e a enzima realiza a
sintese da nova fita. Em seguida, o primer externo F3 se liga a regido F3c da fitaalvo e aenzima
realiza a extensdao de uma nova fita complementar. Contudo, a medida que esta sintese acontece,
ocorre o deslocamento da fita anteriormente sintetizada a partir do primer FIP e como esta
apresenta regides auto complementares (Flc e F1) ocorre a formacdo de um loop na
extremidade 5° nesta regido (PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008).

A fita simples liberada nesta primeira fase de reacdo é utilizada como molde, ocorrendo o
anelamento do primer interno BIP na regido B2c da extremidade 3’ e novamente a enzima DNA
polimerase realiza a extensdo da nova fita. Em seguida, o primer externo B3 hibridiza na regido
B3c e a sintese a partir desse primer provoca o deslocamento da fita anteriormente sintetizada
a partir do BIP, semelhante ao que ocorre na outra extremidade. Desta forma, a fita liberada
apresentara uma estrutura com dois loops, um em cada extremidade, semelhante a um haltere,
necessaria para a etapa ciclica (PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da etapa ndo-ciclica de LAMP
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Fonte: Adaptada de Tomita et al. (2008).

Na etapa ciclica apenas os primers internos atuardo, pois as regides reconhecidas pelos
primers externos (F3c e B3c) ndo estardo presentes na fita molde formada na etapa néo ciclica.
A etapa ciclica inicia-se quando ocorre o anelamento do primer FIP na regido F2c presente no
loop da extremidade 3’ e a sintese de uma nova fita ¢ iniciada pela enzima. Simultaneamente,
na extremidade 3’ livre da regido F1 da fita molde, é realizada a sintese de uma outra fita de
DNA que possuira na extremidade uma regido auto complementar B1 e Blc, levando a
formacédo de um loop. A partir da extremidade 3’ livre presente neste loop formado, ocorre um
processo de autoativacdo da sintese, ou seja, ocorre a formacdo de uma nova fita de DNA
continuamente, liberando a fita anteriormente formada a partir do primer FIP (NOTOM I et al.,
2000; PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008).

Nesta fita liberada ocorre a hibridizacdo do primer BIP na regido B2c do loop na
extremidade 5° e a enzima Bst DNA polimerase realiza a sintese de uma nova fita
complementar. O processo de autoativacdo da sintese ocorre semelhantemente nesta

extremidade até a liberacdo da fita formada pelo BIP. Neste processo, diversas estruturas de
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tamanhos e formas diferentes sdo liberadas até que os primers internos sejam consumidos

(NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008) (Figura 5)

Figura 5 - Representacao esquemaética da etapa ciclica de LAMP
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Fonte: Adaptada de Tomita et al. (2008).

2.7.3 Formas de visualizacdo do resultado

Os produtos da reacdo de LAMP podem ser detectados de diferentes formas, pela turvacéo,
mudanca de cor ou fluorescéncia (OSCORBIN et al., 2016), tendo como principal vantagem a

capacidade de visualizacdo do resultado no proprio tubo a olho nu, reduzindo a necessidade de

equipamento sofisticados (DEA-AYELA et al., 2018).
Um dos métodos de visualizagdo mais simples é através da detec¢édo da turvacdo do produto

de reacdo que ocorre devido a formacdo de pirofosfato de magnesio durante o processo de
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amplificagéo. O pirofosfato, liberado dos dNTPs utilizados como substratos, possui afinidade
por ions metalicos como 0 magnésio presente na reacao, se ligando a este e formando como
produto um sal insollvel que pode ser visualizado a olho nu como um precipitado branco no
tubo. Esta turbidez é proporcional a quantidade de DNA amplificado. E uma forma de
visualizagdo simples e de baixo custo, contudo a interpretacéo dos resultados é subjetiva (MORI
etal., 2001; TOMITA et al., 2008; ZHANG et al.,2014).

Outra forma de deteccdo dos produtos da reacdo de LAMP ¢ através da visualizacéo
colorimétrica utilizando corantes como o azul de hidroxinaftol (HNB) ou verde de malaquita.
O HNB serve como um indicador para jons de metais alcalinos terrosos. E utilizado antes da
reacdo de amplificacdo, reagindo com o ion magnésio tornando a coloracao violeta. Em caso
de positividade, ocorre modificacdo da cor da reacdo de violeta para azul devido ao consumo
do magnésio. As principais vantagens dessa técnica é a reducdo da chance de contaminacéo e a
possibilidade de visualizacdo dos resultados mesmo ap6s duas semanas do procedimento,
contudo a principal desvantagem ¢ a dificuldade na interpretacdo visual dos resultados em
amostras com baixa amplificacdo (GOTO et al., 2009).

Além disso, a deteccdo também pode ser feita através da fluorescéncia utilizando corantes
como o Sybr Green e a calceina. A calceina, assim como o corante HNB é um indicador de ions
metélicos. Quando adicionada na rea¢do juntamente com o ion manganés forma um complexo
gue ndo emite fluorescéncia visivel. Porém, durante o processo de amplificacdo, ocorre
liberacdo de ions pirofosfato que possuem maior afinidade com o ion divalente (Mn2+)
desfazendo o complexo, deixando a calceina livre. A calceina livre emite fluorescéncia sob luz
UV, desta forma, a reagdo positiva pode ser identificada. A calceina também é capaz de se ligar
ao ion magnésio na reacdo, aumentando a emissao de fluorescéncia (TOMITA et al., 2008).

J& o Sybr Green é um corante fluorescente intercalante de DNA fita dupla. E adicionado
ao final da reacdo, diretamente no produto, se ligando a qualquer DNA fita dupla formado (LI1U
et al., 2017; NJIRU, 2012). Em caso de positividade, a cor do produto de reacdo muda de
laranja para verde fluorescente e essa mudanga pode ser visualizada tanto sob luz natural, como
por luz UV (PARIDA et al., 2008).

Apesar de haver inUmeros métodos para rapida identificacdo do processo de amplificacdo,
a eletroforese em gel de agarose ainda € o método de detecgdo mais comumente utilizado.

Diferentemente do que é visto na PCR convencional, o resultado do LAMP apresenta-se como
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um padrdo de bandas manchadas em escada, devido a formacdo de produtos de diferentes

tamanhos moleculares durante a reacdo (NOTOMI et al., 2000).

2.7.4 Aplicagdo da técnica de LAMP na detec¢do do DNA de T. cruzi

A técnica de LAMP tem sido vista como uma ferramenta promissora para o diagnostico de
doencas parasitarias negligenciadas, como tripanossomiase africana, leishmaniose,
esquistossomose, filariose, entre outras, principalmente em regides de recursos limitados onde
estas doencas sdo endémicas (AVENDANO; PATARROYO, 2020; DEA-AYUELA et al.,
2018). Alguns estudos vém demonstrando o potencial da técnica para deteccdo do DNA de

Trypanosoma cruzi (Quadro 1).

Quadro 1 — Publicacdes relatando a utilizacdo da técnica da LAMP para o diagndstico da

doenca de Chagas
(Continua)
Marcador Tipo de N° de Sensibilidade Referéncia
molecular amostra amostras analitica
18S rRNA Cepa Tulahuen - 1fg Thekisoe et al
(2007)
18S rRNA Cepa - 100fg Thekisoe et al
Tulahuen/ 52 (2010)
Insetos
triatomineos
18S rRNA Amostras de 27 50 parasitas/mL Rivero et al
sangue humano (2017)
Sequéncia Cepas de seis - DNA cepas Tcl e TcVI: | Besuschio et al
repetitiva de DTUs/ 33 1 x 102 fg/ul (2017)
DNA satélite Amostras de
sangue humano
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Quadro 1 — Publicagdes relatando a utilizacéo da técnica da LAMP para o diagndstico da

doenca de Chagas
(Continuacéo)

Marcador Tipo de N° de Sensibilidade Referéncia

molecular amostra amostras analitica

Sequéncia Amostras de 46 1 x 102 fg/uL Besuschio et al
repetitiva de sangue (Besuschio et al., 2017) (2020)
DNA satélite humano

Sequéncia Cepa CL - CL Brener: 5fg Orddfiez et al
repetitiva de Brener e cepa DM28: 50fg (2020)
DNA satélite DM28

(231pb)

Sequéncia Amostras de 295 1 x 102 fg/uL Flores-Chavez
repetitiva de sangue (Besuschio et al., 2017) et al (2021)
DNA satélite humano

Fonte: Adaptado de Avendafio e Patarroyo (2020).

Thekisoe e colaboradores foram os primeiros a desenvolverem um sistema de LAMP para
deteccdo do DNA de espécies e subespécies de tripanossomas que incluia o T. cruzi. Utilizaram
primers desenhados tendo como alvo molecular genes conservados entre 0s
tripanossomatideos, como o 18S rRNA. O sistema descrito apresentou elevada especificidade
e sensibilidade, sendo capaz de detectar até 1fg de DNA, demonstrando o potencial da técnica
como método alternativo de diagnéstico molecular em areas com poucos recursos (THEKISOE
et al., 2007).

Em estudos posteriores realizados por este mesmo grupo, foi desenvolvido um sistema de
LAMP com seis primers, incluindo os primers do loop, sendo utilizado para detecgdo de DNA
de T. cruzi em insetos vetores Rhodnius pallescens. O sistema desenvolvido foi comparado aos
resultados da PCR convencional. O limite de deteccdo do sistema foi de 100 fg e quando
avaliado frente as amostras do vetor, foi observada uma pequena diferenca de desempenho entre
a LAMP e a PCR convencional, pois de um total de 52 amostras, 17 foram positivas pelo LAMP
e 14 foram positivas na PCR convencional. Estes resultados sugeriram a utilizagcdo do LAMP
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na deteccdo de T. cruzi em amostras clinicas, amostras de sangue para transfusdo e transplante
de 6rgdos (THEKISOE et al., 2010).

Em 2017, Rivero e colaboradores foram os primeiros a aplicarem a técnica de LAMP para
deteccdo de T. cruzi em amostras clinicas. Eles utilizaram amostras de bebés nascidos de maes
infectadas e o ensaio foi desenvolvido adaptando os primers descritos por Mikita et al. (2014)
para Leishmania sp. O sistema apresentou 100% de concordancia com as técnicas de
diagnostico convencional (parasitoldgico e soroldgico) demonstrando a capacidade da técnica
no diagnostico da forma congénita da doenca de Chagas. Contudo, houve reagdo cruzada com
DNA de L.braziliensis e T.rangeli, demonstrando que sua utilizagdo poderia gerar resultados
falso positivos em locais onde estes parasitas coabitam. Além disso, a sensibilidade analitica
limitada do sistema (50 parasitas/mL) utilizando primers direcionados a regido 18S rRNA
sugeriram a possibilidade do aperfeicoando da técnica através da utilizacdo de primers
direcionados a regides do genoma com maior nimero de cépias, como por exemplo, 0 DNA
satelite (RIVERO et al., 2017).

Besuschio e colaboradores (2017) foram os primeiros a desenvolverem um Kit protétipo de
LAMP (Trypanosoma cruzi Loopamp) para o diagndstico da doenca de Chagas com elevada
sensibilidade (0,01 fg). Eles utilizaram como alvo sequéncias repetitivas de DNA satélite de T.
cruzi e o sistema foi aplicado em amostras de pacientes com varias formas clinicas da doenca
(aguda, crénica, congénita e reativa), sendo os resultados comparados com a qPCR. De um total
de 23 amostras, o sistema foi capaz de detectar todas as amostras de pacientes com as formas
congénita, aguda e reativada e 4 de 10 amostras de pacientes na fase cronica, apresentando uma
discreta diferenca de sensibilidade quando comparado a gPCR (3 de 10 amostras)
(BESUSCHIO et al., 2017).

Posteriormente, estes mesmos autores avaliaram a precisao diagndstica do kit em amostras
de 46 pacientes com doenca de Chagas aguda (pacientes com a forma congénita, receptores de
6rgdos de doadores com doenca de Chagas, pacientes com a forma oral e coinfectados com HIV
com risco de reinfeccdo), apresentando 93% de sensibilidade e 100% de especificidade
utilizando a qPCR como teste de referéncia (BESUSCHIO et al., 2020). Estes resultados
demonstraram o potencial da técnica de LAMP no diagndstico de pacientes em diferentes
cenarios clinicos.

Orddfiez e colaboradores (2020) desenvolveram um sistema baseado em LAMP (Tc-

LAMP) para o diagndstico da doenca de Chagas, utilizando uma sequéncia repetitiva de DNA
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satélite como marcador molecular para deteccéo de diferentes linhagens. O sistema apresentou
uma sensibilidade de 5 fg para a cepa CL Brener (referente aos parasitas envolvidos no ciclo
domeéstico) e 50 fg para a cepa Dm28 (referente aos parasitas envolvidos no ciclo selvagem) e
ndo houve reagdo cruzada com helmintos e protozoarios avaliados, incluindo Leishmania spp.,
reforcando sua importancia como uma técnica precisa e facilmente adaptavel em &reas de
recursos limitados (ORDONEZ et al., 2020).

Recentemente, Flores-Chavez et al. (2021) avaliaram o desempenho do kit Trypanosoma
cruzi Loopamp (Eiken Chemical Co. Ltd., Japan) no diagnostico da doenca de Chagas na
Espanha, area ndo endémica para a doenca. Foram utilizadas amostras de 39 pacientes com a
forma congénita, 48 amostras de criancas ndo infectadas nascidas de maes infectadas, 174
amostras de pacientes crénicos e 34 amostras de individuos ndo chagasicos. A sensibilidade,
especificidade e acuracia do LAMP foram avaliadas em comparacdo com o padréo-ouro para
cada fase. Para a doenca de Chagas congénita a sensibilidade foi de 97%, especificidade de 92-
94% e acuracia de 94%. Ja para a doenca de Chagas cronica a sensibilidade foi de 47%,
especificidade de 100% e acuracia de 56%. Neste estudo também foi avaliada a concordancia
entre o kit de LAMP e a técnica de gPCR. Para a doenca de chagas congénita a concordancia
foi maior (k=0,86 a 0,91) que para a crénica (k=0,67 a 0,83), demonstrando o potencial deste
kit no diagndstico precoce da infeccdo congénita (FLORES-CHAVEZ et al., 2021).

Em nossa proposta, sistemas de amplificacdo isotérmica em alca (LAMP) foram
desenvolvidos para deteccdo de DNA de T. cruzi em amostras de individuos na fase aguda da
doenca de Chagas. Este estudo tem como objetivo propor uma ferramenta diagndstica rapida,
eficaz e que requer poucos investimentos, podendo ser facilmente implementada nos servigos

de salde.
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3 JUSTIFICATIVA

Mesmo ap06s um século da descoberta, a doenca de Chagas continua sendo negligenciada,
permanecendo como um importante problema de satde publica principalmente na América
Latina. No Brasil, as ocorréncias recentes de surtos por transmissao oral reforcam a necessidade
de ac¢Bes que visam o combate & doenca. Uma importante medida de controle é o diagndstico
laboratorial, pois quando realizado de forma eficiente pode direcionar ao rapido tratamento,
podendo interferir no prognostico da doenca. Além disso, o diagnostico eficaz na fase cronica
também é necessario para o acompanhamento da resposta ao tratamento e manutencdo da
qualidade de vida dos individuos infectados.

Entretanto, os métodos diagnosticos estabelecidos tanto para a fase aguda, como para a
fase crénica apresentam limitacdes. Na fase aguda, os métodos parasitologicos apresentam
variacOes de sensibilidade, dependendo da habilidade do microscopista, além do tempo
prolongado para o resultado e na fase cronica, os métodos sorol6gicos apresentam problemas
de reacdes cruzadas, além da permanéncia de positividade mesmo apds o tratamento,
dificultando 0 acompanhamento da eficacia terapéutica.

Alguns métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sua variante
(gPCR) vém sendo propostos para o diagnostico da doenca de Chagas, no entanto, a necessidade
de equipamentos sofisticados e o alto custo de execucao dificultam sua implementacéo em areas
de recursos limitados. Desta forma, a técnica de LAMP vem atraindo interesse por ser simples,
de facil execucdo, baixo custo e apresentar elevada sensibilidade e especificidade.

Neste sentido, 0 objetivo do presente estudo foi desenvolver sistemas baseados em LAMP
para o diagnostico da doenca de Chagas como uma ferramenta rapida, eficaz e que requer

poucos investimentos, facilitando sua implementacdo em areas de recursos limitados.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A técnica de amplificacdo isotérmica em alca (LAMP) se mostra eficaz para o diagnostico

da doenca de Chagas na fase aguda?



41

5 HIPOTESE

A técnica de amplificacdo isotérmica em alca (LAMP) se mostra eficaz para o diagnostico

da doenca de Chagas na fase aguda.
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6 OBJETIVO GERAL

Desenvolver sistemas baseados em amplificacdo isotérmica em alca (LAMP) para o

diagnostico da doenca de Chagas.

6.1 Objetivos especificos

a)

b)

Otimizar sistemas de LAMP convencional e em tempo real para o diagnostico da doenca
de Chagas;

Aplicar o sistema de LAMP convencional em amostras de individuos expostos ao surto
agudo de doenca de Chagas ocorrido em Ibimirim/PE;

Comparar o desempenho do sistema de LAMP com os testes parasitoldgico e soroldgico
(padrdo-ouro) para o diagnoéstico da doenca de Chagas;

Comparar o desempenho do sistema de LAMP com o sistema de gPCR (TcSAT-1AM)
para o diagndstico da doenca de Chagas;

Desenvolver um kit baseado em LAMP para o diagnéstico da doenca de Chagas.
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7 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo foram descritos os procedimentos e materiais utilizados para a realizacdo do

presente estudo.

7.1 Desenho de estudo

Este trabalho caracteriza-se como um estudo analitico de validacdo de método diagndstico,
onde sdo avaliados parametros como sensibilidade e especificidade do sistema frente a amostras
biologicas (SACKETT; HAYNES, 2002).

7.2 Amostras de estudo

Foram utilizadas amostras de sangue de 77 individuos expostos ao surto agudo de doenca
de Chagas ocorrido em abril de 2019 na cidade de Ibimirim, na mesorregido do sertdo
Pernambucano. As amostras fazem parte do biorrepositério do Servico de Referéncia em
Doenca de Chagas (SRDC) do Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz-PE.

Dos 77 individuos, 38 foram considerados casos de infec¢do pelo T. cruzi e 39 foram
considerados ndo casos, segundo dados da Secretaria Estadual de Saude do Estado de
Pernambuco (SES/PE). Esta classificacdo foi baseada em critério clinico-epidemiolégico
(presenca de sinais clinicos de infeccdo de T. cruzi, mas sem exames laboratoriais positivos) ou
critério laboratorial (com diagnosticos parasitoldgico e/ou soroldgico positivos para a infecgdo
pelo T. cruzi). Dos 38 casos, 10 foram considerados por critério clinico-epidemioldgico e 28

por critério laboratorial.

7.3 Extracdo e purificacdo de DNA das amostras bioldgicas

A extracdo e purificacdo de DNA das amostras de sangue foram realizadas pela equipe do
SRDC utilizando o kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Holanda) seguindo as
recomendacdes do fabricante, as quais compreendem basicamente trés etapas: lise celular,
lavagem da mini coluna e eluicdo do DNA. O material extraido foi armazenado a -20C° até o

momento da utilizacdo.



44

7.4 Diagnostico etiologico das amostras bioldgicas

O diagnostico etiolégico (parasitologico e soroldgico) para confirmacao da infeccéo pelo
T. cruzi foi realizado pelo SRDC e pelo Laboratério Central de Saude Publica de Pernambuco
(LACEN/PE) conforme o Il Consenso Brasileiro em doenca de Chagas de 2015 (DIAS et al.,
2016).

Para o diagnostico parasitoldgico, 62 das 77 amostras de sangue dos individuos expostos
ao surto agudo de doenca de Chagas foram avaliadas por diferentes técnicas parasitologicas
(pesquisa direta a fresco, esfregaco sanguineo, gota espessa corados e método de strout).

Em relacdo ao diagnostico soroldgico, 72 das 77 amostras de sangue dos individuos
expostos ao surto agudo de doenca de Chagas foram avaliadas por testes imunoenzimaticos. O
Kit GOLD ELISA (REM Industrias e Comércio LTDA, Sao Paulo, Brasil) foi utilizado para
deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgM e o kit BIOLISA Chagas Recombinante
(QUIBASA Quimica Bésica Ltda, Minas Gerais, Brasil) foi utilizado para deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi da classe 1gG através de antigenos recombinantes.

7.5 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

O diagnostico molecular de todos os individuos expostos ao surto agudo de doenca de
Chagas (n=77) foi realizado através do sistema de gPCR denominado TcSAT-IAM,
desenvolvido pelo SRDC.

7.6 Extracéao e purificacdo de DNA gendmico de T. cruzi

A extracdo e purificacdo de DNA genémico de T. cruzi (cepa Y) foram realizadas
utilizando o método de fenol/cloroférmio adaptado de Sambrook et al. (1989).

Inicialmente a amostra de tripomastigotas de T. cruzi em meio de cultura RPMI foi
centrifugada a 12.000 rpm, por 4 minutos, e 0 sobrenadante foi descartado. Em seguida foram
adicionados 800 uL de alcool etilico ao tubo, agitado no vortex e centrifugado a 12.000 rpm,
por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e esta etapa foi repetida. Apos isso, foram
adicionados 400 pL de solugdo de lise e 20 uL de proteinase K, o tubo foi agitado no vortex e
armazenado na estufa a 60 C°, por 1 hora. Posteriormente, foi adicionada solucdo de fenol na

proporcédo de 1:1, seguida de uma mistura por inversdo de tubo e centrifugacdo a 13.000 rpm,
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por 3 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde
foi adicionada solucdo de fenol-cloroférmio, na proporcdo de 1:1. O tubo foi misturado
novamente por inversdo e centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. Apos este tempo, 0
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a etapa de fenol-cloroférmio foi repetida. Em
seguida, foi adicionada solucdo de cloroférmio na proporcao 1:1, realizada uma mistura por
inversdo de tubo e centrifugacdo a 13.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, onde foi adicionado alcool isopropilico gelado na proporcdo 1:1 e
armazenado no freezer, por aproximadamente 30 minutos. Apoés este tempo, foi realizada uma
centrifugagéo a 13.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o tubo foi deixado
em repouso por aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente, para secagem. Por

ultimo foi realizada a elui¢ao com 200 uL de agua ultrapura.

7.7 Curva de diluicao seriada de DNA de T. cruzi

Ap0s o processo de extracdo e purificagdo do DNA genémico de T. cruzi (cepa Y), foi
realizada a dosagem do DNA através do equipamento Nanodrop 2000c (ThermoScientific),
para definir a concentracdo do DNA extraido.

O DNA foi utilizado para preparagdo de uma curva de diluigdo seriada de fator 10, com
concentracdes entre 0,5 ng/uL e 5 ag/uL, para ser utilizada na avaliacdo da sensibilidade
analitica dos sistemas de LAMP (Figura 6). Foram utilizados 2 puL de cada ponto da curva

durante os ensaios.

Figura 6 — Esquema de preparacédo da curva de diluicdo seriada de fator 10 de DNA
de T. cruzi
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Fonte: A autora.
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Foram otimizados sistemas de LAMP convencional e em tempo real para deteccdo de DNA

de T. cruzi. O sistema de LAMP convencional otimizado foi aplicado para o diagnostico da

doenca de Chagas em amostras de individuos exposto ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE.

7.8.1 Otimizacdo do sistema de LAMP convencional

Foram avaliados dois sistemas de LAMP descritos na literatura: o sistema de Thekisoe et

al. (2010), tendo como alvo molecular o gene 18S rRNA, e o sistema de Ordofiez et al. (2020)

tendo como alvo uma sequéncia repetitiva de DNA satélite de 231pb. As sequéncias dos

primers de cada estudo estéo descritas no Quadro 2.

Quadro 2 - Sequéncias dos primers utilizados nas reaces de LAMP

Autores Primer Sequéncia Tamanho (pb)
Thekisoe et FIP CGTGAGTTGAGGGAAGGCATGAGTTGTTGGC 41
al. (2010) AGACTTCGGT
BIP GCATCCAGGAATGAAGGAGGGTTCGTCTTGG 40
TGCGGTCTA
F3 CCGTGTGGCACTGTTTGT 18
B3 TGAAGAATGCCTTCGCTGT 19
LF CATGTGAGATGCGAAGGG 18
LB CATGTGAGATGCGAAGGG 18
Ordofiez et FIP CCCACCATTCACAATCGGAAACCACTCGGCT 40
al. (2020) GATCGTTTT
BIP AGTCAGAGGCACTCTCTGTCAACCAAGCAGC 40
GGATAGTTC
F3 AACTATCCGCTGCTTGGA 18
B3 AAGAGCTCGCGAAATTCC 18
LF TTGGACCACAACGTGTGAT 19
LB TTCACACACTGGACACCAAA 20

Fonte: Thekisoe et al. (2010); Ordéfiez et al. (2020).
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Inicialmente as condicOes de reacdo utilizadas para o sistema de Thekisoe et al foram: 1x
Isothermal buffer (New England Biolabs), 6 mM de MgSO4 (New England Biolabs), 0,8 M de
betaina (Sigma-Aldrich), 1,4 mM de cada dNTP (Sigma-Aldrich), 5 pmols de cada primer F3
e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 20 pmols de cada primer LF e LB, 8 U da enzima
Bst 3.0 DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 ul de DNA de T. cruzi e &gua ultrapura
para completar o volume de 25 ul. Os microtubos foram submetidos a temperatura de 63 C°
por 60 minuto e para inativacdo da enzima, ao final da reacdo, o microtubo foi submetido a
80°C por 10 min.

Para o sistema de Ordoéfiez et al, foram utilizadas inicialmente as seguintes condi¢fes: 1x
Isothermal buffer (New England Biolabs), 0,8 mM de MgSO4 (New England Biolabs), 1 M de
betaina (Sigma-Aldrich), 2,5 mM de dNTP mix (Sigma-Aldrich), 5 pmols de cada primer F3 e
B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols de cada primer LF e LB, 8 U da enzima Bst
2.0 WarmStart DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 ul de DNA de T. cruzi e agua
ultrapura para completar o volume de 25 pl. Os microtubos foram submetidos a temperatura de
65 C° por 60 minutos e para inativacdo da enzima, ao final da reacao, o microtubo foi submetido
a 80°C por 10 min.

Durante o processo de otimizacdo foram testadas diferentes temperaturas (63-68 C°),
tempo de reagdo (30-90 minutos) e concentracdo dos reagentes, a fim maximizar a
reprodutibilidade do ensaio. O sistema que apresentou resultados preliminares satisfatorios

seguiu para fase de avaliacdo da sensibilidade e especificidade analitica.

7.8.2 Andlise e registro dos resultados de LAMP

Os resultados das reacbes de amplificacdo foram visualizados a olho nu utilizando o
corante intercalante de DNA Sybr Green | com observacdo em iluminacdo natural (Figura 7A
e 7B) e luz ultravioleta (Figura 7C). Foram consideradas positivas aquelas que apresentaram
coloracdo verde e negativas aquelas que apresentaram coloracédo laranja. Os resultados também
foram visualizados utilizando o equipamento iBright FL1500 (Invitrogen), sendo considerados

positivos os tubos que apresentaram fluorescéncia (Figura 7D).
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Figura 7 — Formas utilizadas para visualizacdo do resultado das reactes de LAMP

A 1 2

Fonte: A autora.
Legenda: A- Deteccdo visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green |

(iluminacdo natural em fundo branco); B- Detec¢do visual do resultado da reacdo de LAMP
utilizando o corante Sybr Green | (iluminacdo natural em fundo preto); C- Deteccdo visual do
resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green | (luz ultravioleta); D - Visualizagédo
do resultado da reacéo de LAMP através do equipamento iBright FL1500 (Invitrogen); 1- Controle
positivo (1ng de DNA de T. cruzi); 2- Controle negativo.

As reacdes foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose a 2% com coloracao pelo
brometo de etidio de acordo com Sambrook et al. (1989) ou pelo Sybr Safe. As bandas de DNA
separadas por eletroforese foram visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e
fotografadas com um sistema de documentagéo Polaroid MP4+ SystemTM (Sigma St. Louis,
MA, USA). Foram consideradas positivas aquelas que apresentaram o padrdo de bandas em

escada caracteristico das reacdes de LAMP.

7.8.3 Otimizagé&o do sistema de LAMP em tempo real

O protocolo de LAMP convencional otimizado foi utilizado para o desenvolvimento de um
sistema de LAMP em tempo real para o diagnostico da doenca de Chagas. As condicdes de
reacao foram: 1x Isothermal buffer (New England Biolabs), 0,8 mM de MgSO4 (New England
Biolabs), 1 M de betaina (Sigma-Aldrich), 2,5 mM de dNTP mix (Sigma-Aldrich), 5 pmols de
cada primer F3 e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols de cada primer LF e LB, 8
U da enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase (New England Biolabs), 2 ul de DNA de T.
cruzi e agua ultrapura para completar o volume de 25 pl. Os microtubos foram submetidos a
temperatura de 65 C° por 60 minutos.

As reacOes foram realizadas no termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN), sendo utilizado
o corante fluorescente Syto 9 para acompanhar o processo de amplificacdo de DNA em tempo

real.
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Inicialmente foram realizados experimentos preliminares utilizando 1ng de DNA de T.
cruzi como controle positivo de reacdo e o mix sem DNA como controle negativo. Apds
observada a amplificacdo de DNA no controle positivo, avaliamos a sensibilidade analitica do

sistema.

7.8.4 Avaliacdo da sensibilidade e especificidade analitica dos sistemas de LAMP

Para avaliacdo da sensibilidade analitica dos sistemas de LAMP foi utilizada a curva de
diluicdo seriada de DNA gendmico de T. cruzi descrita no item 7.7. A sensibilidade analitica
foi definida pela amplificacdo da menor diluicdo do DNA alvo.

Para avaliagdo da especificidade analitica dos sistemas foi utilizado 1 ng de DNA de alguns
microorganismos pertinentes ao estudo como Leishmania braziliensis, Leishmania infantum,
Sporothrix brasiliensis, Mycobacterium tuberculosis e Schistosoma mansoni. A especificidade
do sistema foi atestada pela observacdo da amplificacdo apenas no tubo contendo o DNA de

Trypanosoma cruzi.

7.8.5 Aplicacdo do sistema de LAMP convencional nas amostras de individuos expostos ao

surto agudo de doenca de Chagas em Ibimirim/PE

O sistema de LAMP convencional otimizado foi aplicado para o diagnostico da doenca de
Chagas em amostras de individuos expostos ao surto agudo ocorrido em Ibimirim/PE.

Foram realizadas analises comparativas entre os resultados obtidos pelo diagnostico
através do sistema de LAMP e os obtidos no diagnostico padrdo-ouro (parasitoldgico e
soroldgico) e através do sistema de gPCR (TcSAT-IAM). Durante as analises foram
determinados parametro como: sensibilidade, especificidade, valores preditivos, acurécia e
indicador de Kappa (k).

7.8.6 Analise comparativa dos custos das técnicas de LAMP convencional e qPCR

Os custos para realizacéo das reacdes de LAMP convencional e gPCR foram estimados a
partir do célculo do valor dos reagentes utilizados para cada reagéo, levando em consideracao
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a cotacdo realizada em maio de 2021. Foram considerados separadamente 0s custos com 0s

equipamentos necessarios para realizacdo de cada uma das técnicas.

7.8.7 Desenvolvimento de um kit diagnostico baseado em LAMP

Para o desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o diagnostico da doenca de Chagas
foram adicionados em um tubo eppendorf de 1,5 ml os seguintes reagentes: isothermal buffer,
betaina, sulfeto de magnésio, dNTP mix, primers (externos, internos e do loop), enzima Bst 2.0
WarmStart DNA Polymerase e 4gua ultrapura. Em seguida, o mix foi armazenado na geladeira
a8,5Ceo.

Também foram adicionados 2 ul do corante Sybr Green | na interface interna da tampa de
microtubos e em seguida, estes foram colocados em uma estufa a 60 C° para secagem e fixacao
do corante. Os microtubos foram armazenados na geladeira juntamente com o mix de reagentes
até o momento da utilizacao.

O kit prototipo é composto por um mix de reagentes, um conjunto de microtubos contendo
o corante Sybr Green | fixado na interface interna da tampa do tubo, além do controle positivo
de reacdo (1ng de DNA de T. cruzi) (Figura 8), mantidos em geladeira sem a necessidade de

congelamento.

Figura 8 — Desenho esquematico do Kit protétipo de LAMP para o diagnéstico da

doenca de Chagas
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Fonte: A autora.
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Para utilizag&o do kit, 23,2 pl do mix de reagentes devera ser transferido para um microtubo
juntamente com 2ul de DNA da amostra biologica, sendo posteriormente adicionado em um
termociclador ou banho-maria a 65 C° por 60 minutos. Apos este intervalo de tempo, devera
ser realizada a inversdo do microtubo para que o corante entre em contato com a solugéo e seja
possivel observar o resultado da reacdo a olho nu. As amostras que apresentarem coloragdo
verde serdo consideradas positivas, enquanto as que apresentarem coloracdo laranja serdo
consideradas negativas. Os resultados deverdo ser comparados aos controles positivo e negativo
de reacéo.

O kit foi avaliado mensalmente quanto a estabilidade dos reagentes mantidos no mix em
geladeira por dois meses. Foram realizadas reacdes de LAMP com 1ng, 10pg, 100fg e 10fg de
DNA de T. cruzi.

7.9 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de uma tabela de dupla entrada relacionando o
diagnostico padréo da doenca e o resultado do teste em avaliagdo (FERREIRA; AVILA, 2001)
(Quadro 3).

Quadro 3 - Combinacéo binaria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado

teste e o diagndstico verdadeiro da doenca

Doenca — Diagnostico verdadeiro
Teste
Presente Ausente
. Verdadeiros positivos Falsos positivos
Positivo
A B
: Falsos negativos Verdadeiros negativos
Negativo C D

Fonte: Ferreira e Avila (2001).

Para a analise estatistica foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), onde
foram determinados o indicador de Kappa (k) e o valor de p. Os resultados foram classificados
segundo a interpretacdo sugerida por Landis e Koch (1977), considerando: k < 0.0
(concordancia insignificante), k= 0.0-0.20 (concordéncia ruim), k= 0.21-0.40 (concordancia
razoavel), k= 0.41-0.60 (concordancia moderada), k= 0.61-0.80 (forte concordancia) e k= 0.81-

1.00 (6tima concordancia).
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A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acuracia do teste foram calculados com o auxilio de uma calculadora estatistica online

(https://www.openepi.com/DiagnosticTest/DiagnosticTest.htm).
7.10 Consideragdes éticas

O presente trabalho utilizou amostras do Biorrepositorio do Servico de Referéncia em
Doenca de Chagas, sob responsabilidade da coordenacdo do SRDC. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Instituto Aggeu Magalhaes —
Fiocruz Pernambuco, com CAAE: 07178819.8.0000.5190 (Anexo A).


https://www.openepi.com/DiagnosticTest/DiagnosticTest.htm

53

8 RESULTADOS

Nesta secdo foram apresentados os resultados obtidos no presente estudo.

8.1 Otimizacdo do sistema de LAMP convencional para o diagnéstico da doenca de

Chagas

O sistema de LAMP utilizando os primers descritos por Thekisoe et al. (2010) néo
apresentou reprodutibilidade durante os ensaios preliminares, mesmo apés modificacdes nas
condicBes de reacdo (temperatura, tempo de reacdo, concentracdo de betaina, adicdo dos
primers do loop e substituicdo da enzima Bst 3.0 DNA Polymerase pela Bst 2.0 WarmStart
DNA Polymerase), havendo amplificacdo constante do controle negativo de reacao.

Para avaliar a possibilidade de contaminacdo cruzada com DNA de Leishmania infantum,
patégeno de estudo do mesmo laboratério de pesquisa, foi realizada uma PCR convencional
utilizando os primers externos de Thekisoe et al. Através da eletroforese dos produtos da PCR
foi possivel observar amplificacdo de DNA de L. infantum e de T. cruzi (Figura 9). Devido a
falta de especificidade, o sistema de Thekisoe et al. foi excluido da pesquisa e ndo prosseguiu

para as etapas seguintes.

Figura 9 — PCR convencional utilizando os primers externos de Thekisoe et al. (2010)
M 1 2 3 4 5 6

ngl'
o“ l

Fonte: A autora.

Legenda: Eletroforese dos produtos de PCR convencional
utilizando os primers externos de Thekisoe et al. (2010).
M — Marcador molecular (100pb); 1- 1ng de DNA de L.
infantum; 2- 1ng de DNA de L. infantum; 3- 1ng de DNA
de T. cruzi; 4- 1ng de DNA de T. cruzi; 5- Controle
negativo (mix de reagentes sem DNA); 6- Controle
negativo (mix de reagentes sem DNA).
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Ja o sistema de LAMP utilizando os primers de Orddfiez et al. (2020) apresentou
reprodutibilidade durante os ensaios e os melhores resultados foram observados com as
seguintes condicdes de reacdo: 1x Isothermal buffer, 0,8mM de MgSO4, 1M de betaina, 2,5mM
de dNTP mix, 5 pmols de cada primer F3 e B3, 40 pmols de cada primer FIP e BIP, 5 pmols
de cada primer LF e LB, 8U da enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase, temperatura de
65 C° e tempo de reacdo de 60 minutos. Houve amplificacdo de DNA de T. cruzi nas trés

concentragdes avaliadas (10pg, 1pg e 100fg) (Figura 10).

Figura 10 - Resultado da reacdo de LAMP utilizando os primers de Ordoéfiez et al.

(2020)
A B M 1 2 3 CN

6 I

PR

Fonte: A autora.

Legenda: A- Deteccdo visual do resultado da reagdo de LAMP utilizando o corante
Sybr Green | (iluminacdo natural); B — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de
LAMP. M — Marcador molecular (100pb); 1- 10 pg de DNA de T. cruzi; 2- 1 pg de
DNA de T. cruzi; 3-100 fg de DNA de T. cruzi; CN - Controle negativo (mix de
reagentes sem DNA).

8.2 Sensibilidade analitica do sistema de LAMP convencional

Apo6s otimizado, o sistema de LAMP convencional foi avaliado quanto a sensibilidade
analitica. O sistema apresentou um limite de deteccdo visual de 10 fg, contudo através da
eletroforese em gel de agarose foi possivel observar uma pequena amplificacdo de DNA até
100 ag (Figura 11).
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Figura 11 — Resultado do teste de sensibilidade analitica do sistema de LAMP convencional
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Fonte: A autora.

Legenda: A- Detecgéo visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o
corante Sybr Green | (iluminacdo natural); B- Deteccédo visual do resultado da
reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green | (luz ultravioleta); C-
Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M — Marcador molecular
(100pb); 1- 1 ng; 2- 100 pg; 3- 10 pg; 4- 1 pg; 5- 100 fg; 6- 10 fg; 7- 1 fg; 8- 100
ag; 9- 10 ag; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA).

8.3 Especificidade analitica do sistema de LAMP convencional

O sistema de LAMP convencional se mostrou especifico para o alvo (Trypanosoma cruzi),
ndo apresentando amplificacdo de DNA de nenhum outro microrganismo avaliado (Leishmania
infantum, Leishmania braziliensis, Sporothrix brasiliensis, Mycobacterium tuberculosis e

Schistosoma mansoni) (Figura 12).
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Figura 12 — Resultado do teste de especificidade analitica do sistema de LAMP
convencional

A 1 2 3 4 5 6 7

Tc LL g 958 M e G

Fonte: A autora.

Legenda: A- Detecgdo visual do resultado da reacdo de LAMP
utilizando o corante Sybr Green | (iluminagdo natural); B- Deteccao
visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green
I (luz ultravioleta); C- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de
LAMP. M — Marcador molecular (100pb); 1- 1 ng de DNA de T. cruzi;
2- 1 ng de DNA de Leishmania infantum; 3- 1 ng de DNA de
Leishmania braziliensis; 4- 1 ng de DNA de Sporothrix brasiliensis; 5-
1 ng de DNA de Mycobacterium tuberculosis; 6-1 ng de DNA de
Schistosoma mansoni; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem
DNA).

8.4 Otimizacdo do sistema de LAMP em tempo real para o diagnéstico da doenca de

Chagas

O sistema de LAMP em tempo real amplificou 0 DNA de T. cruzi (1ng) utilizado durante
0s experimentos preliminares. Na avaliacdo da sensibilidade analitica, o sistema apresentou um

limite de deteccéo de 10 fg (Figura 13).
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Figura 13 — Resultado do LAMP em tempo real utilizando a curva de diluicdo seriada de
DNA de T. cruzi
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Fonte: A autora.
Legenda: Linha vermelha — 1 ng de DNA de T. cruzi; Linha amarela — 100 pg de DNA de T. cruzi; Linha azul
escuro — 10 pg de DNA de T. cruzi; Linha roxa — 1 pg de DNA de T. cruzi; Linha rosa — 100 fg de DNA de T.
cruzi; Linha azul claro — 10 fg de DNA de T. cruzi; Linha lilas — CN Controle negativo (mix de reagentes sem
DNA).

8.5 Aplicacéo do sistema de LAMP convencional nas amostras de individuos expostos ao
surto agudo de doenca de Chagas em Ibimirim/PE

Apbs padronizacdo das condicBes de reacdo, o sistema de LAMP convencional foi aplicado
nas 77 amostras de individuos expostos ao surto agudo de doenca de Chagas ocorrido em
Ibimimim/PE. Das 77 amostras, 19 foram consideradas positivas e 58 foram consideradas

negativas para a doenca de Chagas (Figura 14).



Figura 14 — Resultado do LAMP convencional aplicado nas amostras biologicas
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Fonte: A autora.

Legenda: A- Detec¢do visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando
o corante Sybr Green | (iluminag&o natural em fundo branco); B- Detecc¢éo
visual do resultado da reagdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green |
(iluminacdo natural em fundo preto); C- Visualizacdo do resultado da
reacdo de LAMP através do equipamento iBright FL1500 (Invitrogen); D-
Detecgéo visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr
Green | (luz ultravioleta); C- Eletroforese em gel de agarose dos produtos
de LAMP. M- Marcador molecular (100pb); Amostras 24 a 33; CP-
Controle positivo (1ng de DNA de T.cruzi); CN- Controle negativo (mix
de reagentes sem DNA).
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8.6 Analise comparativa entre os resultados obtidos pelo sistema de LAMP e os critérios
estabelecidos pela Secretaria Estadual de Salude do Estado de Pernambuco para

diagnostico dos casos

Uma andlise comparativa foi realizada relacionando o diagnostico segundo os critérios da
SES/PE e os resultados obtidos pelo sistema de LAMP (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise comparativa entre os resultados pelo sistema de LAMP e os critérios

diagnosticos considerados pela SES/PE para definicdo dos casos

Critérios clinico-epidemioldgico e
LAMP laboratorial SES/PE
Positivo Negativo
Positivo 13 6 19
Negativo 25 33 58
Total 38 39 77
Kappa 0.1895
Valor de p 0.0277

Fonte: A autora.

Considerando as amostras de 38 pacientes classificados como casos pela SES/PE, de
acordo com critérios clinico-epidemioldgico e laboratorial, a sensibilidade do sistema LAMP
foi de 34.21%, com intervalo de confianca (IC) inferior 21,21 e superior 50,11 e a especificidade
foi de 84,62% (IC inferior 70,27 e superior 92,75); valores preditivos positivo e negativo de
68,42% e 56,9%, respectivamente; acuracia de 59,74% e concordancia considerada ruim,
segundo Landis e Koch (1977).

Também foi realizada uma andlise comparativa considerando apenas os 28 pacientes
classificados pela SES/PE de acordo com o critério laboratorial em relagdo ao diagnostico pelo
sistema de LAMP (Tabela 2).
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Tabela 2 — Anélise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e os casos definidos

pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco pelo critério laboratorial

Critério laboratorial SES/PE
LAMP Positivo Negativo
Positivo 11 8 19
Negativo 17 41 58
Total 28 49 77
Kappa 0.2466
Valor de p 0.0123

Fonte: A autora.

A sensibilidade do sistema LAMP em relacdo aos casos definidos apenas pelo critério
laboratorial foi de 39,29% (IC inferior 23,57 e superior 57,59) e a especificidade foi de 83,67%
(IC inferior 70,96 e superior 91,49); valores preditivos positivo e negativo de 57,89% e 70,69%,

respectivamente; acurdcia de 67,53% e concordancia considerada razoavel, segundo Landis e

Koch (1977).

Destes 28 pacientes, 11 foram positivos pelo sistema de LAMP, concordando com 0s

resultados dos testes parasitolégicos diretos e/ou sorolégico.

Quando considerados apenas os resultados das amostras coletadas até 3 dias apés

implementacdo do tratamento etiologico para doenca de Chagas (n=14) (Tabela 3), 11

apresentaram resultados concordantes com os obtidos pelo diagnéstico através do sistema de

LAMP.

Tabela 3 — Pacientes considerados casos pela SES/PE de acordo com critério laboratorial

tratados até 3 dias

(Continua)
Paciente | Carga parasitaria Tempo de
(fg/uL) — Momento 0 | tratamento
(dias)
2 8,32 fg 0
3 99,5 fg 2
5 14.346,68 fg 1
6 20,5 fg 2
7 2.975,95 fg 2
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Tabela 3 — Pacientes considerados casos pela SES/PE de acordo com critério laboratorial
tratados até 3 dias

(Continuacéo)

Paciente | Carga parasitaria Tempo de
(fg/uL) — Momento 0 | tratamento
(dias)
9 1.297,16 fg 2
10 151,55 fg 3
16 6.033,75 fg 3
17 4.716,02 fg 2
18 2.926,35 fg 0
21 7.475,6 fg 1
24 281,46 fg 2
30 2.214,47 fg 3
34 3.381,64 fg 0

Fonte: A autora.

Considerando os 10 casos classificados pelo critério clinico-epidemioldgico, todos os que
foram submetidos aos testes sorolégicos e/ou parasitolégicos apresentaram resultados
negativos. Entretanto, quando submetidos ao diagndstico pelo sistema de LAMP, 2 foram

positivos e 8 foram negativos para deteccdo de DNA de T. cruzi.

8.7 Andlise comparativa entre o sistema de LAMP e o diagnoéstico padrdo ouro para a
doenca de Chagas

Dentre as amostras de sangue de 77 individuos expostos ao surto agudo de doenca de
Chagas, 62 amostras foram submetidas ao diagnostico pelo sistema de LAMP e ao diagnéstico
pelos métodos parasitologicos diretos, apresentando resultados concordantes em 41 amostras
(66,12%) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Anélise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o diagnostico

parasitologico para a doenca de Chagas

Diagnostico parasitologico
LAMP Positivo Negativo
Positivo 10 8 18
Negativo 13 31 44
Total 23 39 62
Kappa 0.2404
Valor de p 0.0271

Fonte: A autora.

Entre os mesmos 77 individuos, 72 amostras foram submetidas ao diagndstico pelo sistema
de LAMP e ao diagndstico soroldgico pelo teste imunoenzimatico (ELISA), apresentando

resultados concordantes em 50 amostras (69,44%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o diagnostico

soroldgico para a doenca de Chagas

Diagnostico sorologico
LAMP Positivo Negativo
Positivo 11 8 19
Negativo 14 39 53
Total 25 47 72
Kappa 0.2858
Valor de p 0.0067

Fonte: A autora.

Em relacdo do diagnostico parasitoldgico, o sistema de LAMP apresentou 43,48% de
sensibilidade (IC inferior 25,63 e superior 63,19) e 79,49% de especificidade (IC inferior 64,47¢

superior 89,22). A acurécia foi de 66,13%, com valores preditivos positivo e negativo de

55,56% e 70,45%, respectivamente. A concordancia foi considerada razoavel, segundo Landis

e Koch (1977).

Em relacdo do diagnostico soroldgico, o sistema de LAMP apresentou 44% de

sensibilidade (IC inferior 26,67 e superior 62,93) e 82,98% de especificidade (IC inferior 69,86

e superior 91,11). A acurécia foi de 69,44%, com valores preditivos positivo e negativo de

57,89% e 73,58%, respectivamente. A concordancia foi considerada razoavel, segundo Landis

e Koch (1977).
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8.8 Analise comparativa entre o sistema de LAMP e o sistema de qPCR (TcSAT-1AM)

para o diagnostico da doenca de Chagas

As amostras de sangue de todos os individuos expostos ao surto agudo de doenca de Chagas
(n=77) foram submetidas ao diagnostico pelo sistema de LAMP e pelo sistema de qPCR
(TcSAT-IAM). Destas, 63 amostras (81,81%) apresentaram resultados concordantes entre 0s
dois sistemas, sendo 14 positivas e 19 negativas. Cinco amostras obtiveram resultado positivo
para deteccdo do DNA de T. cruzi apenas pelo sistema de LAMP, enquanto nove amostras
obtiveram resultado positivo apenas para o sistema de qPCR (TcSAT-IAM) (Tabela 6).

Tabela 6 — Analise comparativa entre os resultados do sistema de LAMP e o sistema de gPCR

(TcSAT-IAM) para o diagndstico da doenca de Chagas

TcSAT-IAM
LAMP Positivo Negativo
Positivo 14 5 19
Negativo 9 49 58
Total 23 54 77
Kappa 0.5432
Valor de p <0.0001

Fonte: A autora.

A sensibilidade do sistema LAMP em relacdo ao sistema TcSAT-1AM foi de 60,87% (IC
inferior 40,79 e superior 77,84) e a especificidade foi de 90,74% (IC inferior 80,09 e superior
95,98); valores preditivos positivo e negativo de 73,68% e 84,48%, respectivamente; acuracia

de 81,82% e concordancia considerada moderada, segundo Landis e Koch (1977).

8.9 Anélise comparativa dos custos das técnicas de LAMP e gPCR.

O custo total por reacdo de LAMP foi de R$2,91, j& para a qPCR foi em torno de R$17,56,

levando em consideragéo a cotacdo de maio de 2021 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Analise comparativa dos custos por reacdo de LAMP em relacdo a g°PCR

LAMP convencional gPCR
Reagentes Custo por Reagentes Custo por
reacdo (R$) reacdo (R$)
Bst 2.0 WarmsStart R$0,60 SYBR® Green R$17,46
DNA Polymerase Master Mix
Primers R$0,20 Primers R$0,10
Isothermal R$0,08 - -

Amplification Buffer
Sulfato de magnésio | R$0,005 - -

Betaina R$0,02 - -

dNTP R$1,77 - -

SYBR® Green | R$0,24 - -
Custo total R$2,91 Custo total R$17,56

Fonte: A autora.

E importante salientar que o preco por reacdo de LAMP para o sistema utilizado no presente
estudo foi ainda maior que o habitual, devido a necessidade do dobro de dNTP utilizado
normalmente em reagdes de LAMP.

Considerando os custos com equipamentos, para 0 LAMP é necessario apenas um aparelho
aquecedor, como por exemplo um termobloco, com custo médio de R$3.000, enguanto para
realizacdo da qPCR é necessario um termociclador para PCR em tempo real com custo entre

R$30.000 e R$50.000, além de um computador para analise dos dados.

8.10 Desenvolvimento de um kit baseado em LAMP para o diagndstico da doenca de

Chagas

No primeiro ensaio apds um més de armazenamento do mix de reagdo em geladeira foi
verificado que o0s reagentes se mantiveram estaveis, havendo amplificagcdo de DNA de T. cruzi
nas quatro concentracOes avaliadas (1ng, 10pg, 100fg e 10fg) (Figura 15).
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Figura 15 — Resultado do primeiro teste de desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o

diagnostico da doenca de Chagas

7
C
A

\ 4 Ch

Fonte: A autora.

Legenda: A- Detecgdo visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green |
(iluminacéo natural); B- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M- Marcador molecular
(100pb); 1- 1 ng; 2-10 pg; 3-100 fg; 4-10 fg; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA).

No segundo ensaio ap6s dois meses de armazenamento do mix de reacdo em geladeira
também foi verificada a amplificacdo de DNA de T. cruzi nas quatro concentrac@es avaliadas
(1ng, 10pg, 100fg e 10fg) (Figura 16).

Figura 16 — Resultado do segundo teste de desenvolvimento do kit baseado em LAMP para o

diagndstico da doenca de Chagas
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Fonte: A autora.
Legenda: A- Deteccdo visual do resultado da reacdo de LAMP utilizando o corante Sybr Green | (iluminacéo
natural); B- Eletroforese em gel de agarose dos produtos de LAMP. M- Marcador molecular (100pb); 1- 1 ng; 2-
10 pg; 3-100 fg; 4-10 fg; CN- Controle negativo (mix de reagentes sem DNA).

CN CN
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9 DISCUSSAO

No presente estudo desenvolvemos sistemas de LAMP para o diagndstico de uma das
doencas mais negligenciadas, a doenca de Chagas. A técnica de LAMP possui diversas
vantagens que a tornam ideal para ser utilizada em paises endémicos para a doenca: é de facil
execucdo, possui elevada sensibilidade e que ndo depende da habilidade do observador
(diferentemente das técnicas parasitologicas), é altamente especifica devido a utilizacdo de
quatro a seis conjuntos de primers, diminuindo a chance de reacdes cruzadas (diferentemente
das técnicas soroldgicas), além de ser acessivel e necessitar equipamentos simples, sendo uma
das principais vantagens em relacdo a outras técnicas moleculares (AVENDANO;
PATARROYO, 2020; DEA-AYUELA et al., 2018; NJIRU, 2012).

Durante os ensaios iniciais de otimizacao utilizando o sistema descrito por Thekisoe et al.
(2010) observamos auséncia de reprodutibilidade mesmo apds modificacdes nas condi¢des de
reacdo, o que também foi observado por Rivero e colaboradores em testes preliminares
utilizando estes primers (RIVERO et al., 2017).

Devido a constante amplificacdo do controle negativo, a possibilidade de contaminacéo da
reacdo com DNA de Leishmania sp., patégeno de estudo do mesmo laboratorio de pesquisa e
que possui similaridade genética com o Trypanosoma cruzi (GHEDIN et al., 2004) foi
investigada. Por ser uma técnica altamente sensivel, um dos fatores criticos durante os ensaios
de LAMP é o risco de contaminacdo com amplicons dispersos no ambiente (TOMITA et al.,
2008).

Desta forma, ensaios de PCR convencional utilizando os primers externos desenvolvidos
por Thekisoe et al. (2010) foram realizados. Como estes primers apresentam como alvo a regido
18S rRNA, regido conservada entre os tripanossomatideos, é possivel que ocorra amplificacdo
de DNA de espécies de Leishmania sp. (HERNANDEZ et al.,1993; ULIANA et al.,1991), o
que foi confirmado no presente estudo.

A amplificagéo simultdnea de DNA de Leishmania sp e de T. cruzi utilizando primers de
LAMP gue possuem como alvo o gene 18S rRNA também foi relatada por Rivero et al. (2017)
utilizando os primers desenvolvidos por Mikita (2014), corroborando com 0s nossos achados.

Em locais endémicos para doenca de Chagas e Leishmaniose, como em Pernambuco
(Brasil), esse sistema ndo deve ser usado como método diagnostico, podendo apresentar
resultados falso positivos. Isto demonstra a importancia de testes de avaliacéo da especificidade

durante o desenvolvimento de métodos diagndsticos.



67

Devido a estes fatores o sistema de Thekisoe et al. (2010) foi excluido da pesquisa e a
otimizacdo do sistema de LAMP prosseguiu utilizando os primers descritos por Ordofiez et al.
(2020). Estes primers possuem como alvo uma sequéncia de DNA sateélite repetitiva em
tandem, garantindo uma maior sensibilidade devido ao maior nimero de cépias quando
comparado ao 18S rRNA, além de ser mais especifico para o alvo (GONZALEZ et al.,1984;
REQUENA et al.,1992).

Durante o processo de otimizacdo, modificagdes no tempo de reacdo e nas concentracoes
de dNTP e MgSO4 foram avaliadas. Contudo os melhores resultados foram observados
mantendo o protocolo descrito no artigo de referéncia (ORDONEZ et al., 2020). Durante os
ensaios foi utilizada a enzima Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase que possui maior
estabilidade durante a preparacdo do mix de reacdo em temperatura ambiente, devido a presenca
de um aptadmero de ligacdo reversivel que inibe sua atividade em temperaturas abaixo de 45 C°
(POOLE et al., 2012). Essa caracteristica pode representar uma importante vantagem na
utilizacdo em Kits diagndsticos.

A sensibilidade do sistema de LAMP convencional otimizado foi de 10 fg, utilizando a
cepa de referéncia de T. cruzi (Cepa Y). O limite de detec¢do observado por Ordofiez et al.
(2020) para as cepas CL Brener e Dm28 foi de 5fg e 50fg, respectivamente. Besuschio e
colaboradores também desenvolveram primers tendo como alvo uma sequéncia de DNA
satélite repetitivo, obtendo a sensibilidade de 0,01fg para as cepas Tcl e TcVI (BESUSCHIO
et al., 2017). Além das diferentes condi¢Ges de reacdo, uma possivel explicacdo para as
diferencas de sensibilidade analitica entre os sistemas sdo as variagdes moleculares entre as
cepas utilizadas, como o tamanho do genoma e o contetdo de sequéncias repetitivas (SOUZA
etal.,2011).

Em relacdo a especificidade analitica, Ordofiez et al. (2020) utilizaram DNA de diversos
parasitas, incluindo Leishmania infantum e Leishmania donovani, ndo havendo amplificacéo
de DNA de nenhum deles. Estes resultados corroboram com os nossos achados, demonstrando
gue o sistema desenvolvido pode ser utilizado em locais endémicos para Leishmaniose e para
Doenca de Chagas. Além disso, ndo houve amplificagdo de outros patdgenos como S. mansoni,
M. tuberculosis e S. brasiliensis.

No presente estudo também foi desenvolvido um sistema de LAMP em tempo real para o
diagndstico da doenga de Chagas. Durante os ensaios foi utilizado o corante Syto 9 em

substituicdo ao Sybr Green 1, pois ele ndo interfere no processo de amplificagdo do DNA
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podendo ser utilizado para acompanhamento da reagdo em tempo real (OSCORBIN et al., 2016;
QUYEN etal., 2019). A sensibilidade analitica do sistema de LAMP em tempo real foi de 10fg,
em concordancia com a sensibilidade observada para o sistema de LAMP convencional.

O sistema de LAMP em tempo real representa mais uma alternativa para utilizagdo em
locais que ja possuam infraestrutura e equipamentos necessarios, pois seu custo por reagdo é
menor em relacdo ao LAMP convencional devido a diferenca de valor entre o Syto 9 (R$0,018)
e 0 Sybr Green | (R$0,24). Além disso, a utilizagdo do Syto 9 reduz a chance de contaminagao
da reagéo por ser aplicado antes do processo de amplificacédo, diferentemente do Sybr Green I.

O sistema de LAMP convencional foi aplicado em amostras de individuos envolvidos em
um surto agudo de transmissao oral ocorrido em Pernambuco. Este foi o primeiro surto agudo
ocorrido no estado e considerado o maior do pais. Outros casos semelhantes foram relatados
em Santa Catarina, Paraiba, Amapa, Bahia, Para, entre outros estados, demonstrando a
crescente preocupagdo com a ocorréncia de casos de transmissdo oral no Brasil (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DA SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015; COURA,
2015; NOBREGA et al., 2009).

Dos 28 casos considerados pela SES/PE através do critério laboratorial (diagndstico
parasitolégico e/ou soroldgico positivo), 14 amostras foram obtidas até 3 dias de inicio do
tratamento, destas, 11 foram consideradas positivas pelo sistema de LAMP. Nas 14 amostras
restantes ndo foi possivel detectar o DNA de T. cruzi através do sistema de LAMP, como
também pelo sistema de qPCR, pois estas foram obtidas de 7 a 31 dias ap6s o inicio do
tratamento. O tratamento tripanocida na fase aguda possui uma elevada eficécia, reduzindo
significativamente a carga parasitaria (BRITTO, 2009; OLIVEIRA et al., 2008), portanto, € de
extrema importancia para o diagndstico molecular que a coleta das amostras seja realizada antes
do inicio da terapia anti-parasitaria.

Neste estudo, 2 amostras classificadas pelo critério clinico-epidemiol6gico pela SES/PE
obtiveram resultados negativos pelo diagndstico parasitologico e soroldgico, contudo,
apresentaram resultado positivo pelo sistema de LAMP em concordancia com a presenca de
manifestacdes clinicas nos pacientes. Isto pode ser explicado devido a elevada sensibilidade das
técnicas moleculares na deteccdo de DNA de T. cruzi (ALONSO-PADILLA et al.,2017;
SCHIJMAN, 2018).

Além disso, dos 39 individuos negativos pelos critérios de classificagdo da SES/PE, ou

seja, assintomaticos e negativos pelo diagndstico parasitolégico e soroldgico, 6 apresentaram
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positividade pelo sistema de LAMP. Duas dessas amostras apresentaram resultados
concordantes com o diagnostico pelo sistema de gPCR, engquanto quatro foram positivas apenas
pelo sistema de LAMP.

Comparando os resultados apenas do diagndéstico parasitoldgico em relagdo ao diagnostico
pelo sistema de LAMP, foi observada que das 23 amostras positivas pelas técnicas
parasitologicas, 10 foram positivas pelo LAMP, em concordancia com o diagnostico pelo
sistema TcSAT-1AM, enquanto 13 amostras foram negativas pelo LAMP. Contudo, 10 destas
ja haviam sido coletadas ap6s 13 a 29 dias de tratamento e 2 amostras apresentavam carga
parasitaria abaixo de 150fg.

Semelhantemente, das 25 amostras positivas pelas técnicas sorologicas, 11 foram positivas
pelo LAMP, em concordancia com o diagnéstico pelo sistema TcSAT-IAM, enquanto 14
amostras foram negativas pelo LAMP. Contudo, 12 destas ja haviam sido coletadas de 7 a 29
dias ap6s o tratamento e 1 amostra apresentou carga parasitaria abaixo de 150fg.

Uma amostra apresentou resultado discordante, sendo positiva para o diagnéstico
parasitologico, sorologico e pela gPCR, coletada com 3 dias de tratamento e com elevada carga
parasitaria (2.214,47 fg), porém apresentou resultado negativo no LAMP. Para avaliar a
possibilidade de um erro técnico durante o ensaio de LAMP para esta amostra, repetimos o
experimento duas vezes, mas os resultados se mantiveram negativos. Uma provavel explicacdo
para este resultado seria a possibilidade de degradacdo de DNA devido ao tempo de
armazenamento da amostra.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a importancia da coleta prévia da
amostra, em relacdo ao inicio do tratamento, para que seja possivel garantir uma maior
confiabilidade dos resultados. Além disso, é importante salientar que as amostras do presente
estudo estavam armazenadas a cerca de dois anos antes da sua utilizacdo nos ensaios de LAMP,
e fatores como o tempo de armazenamento ou manipulagdo de maneira indevida poderiam
afetar consideravelmente os resultados, devido a possivel degradacdo do material genético
(MELO et al.,2010).

O sistema TcSAT-1AM foi utilizado no diagndstico molecular das amostras no momento
da ocorréncia do surto e considerado decisivo para implementacéo/suspensdo do tratamento,
tornando-se um sistema validado e por isto também foi considerado como teste padrdo para

analises comparativas com o sistema de LAMP.



70

Das 77 amostras submetidas ao diagndstico pelos dois sistemas, 63 (81,81%) apresentaram
resultados concordantes. Cinco amostras foram positivas apenas pelo sistema de LAMP, mas
foram negativas tanto pelo sistema TcSAT-IAM como para os testes parasitologico e
soroldgico. Neste caso, ndo pode ser descartada a possibilidade de resultados falso-positivos
devido a chance de contaminagéo. Nove amostras obtiveram resultados positivos apenas para
o sistema TcSAT-1AM, apresentando carga parasitaria abaixo de 150fg ou coletadas com mais
de 8 dias do inicio do tratamento.

Considerando todos estes resultados, o sistema de LAMP apresentou uma concordancia
considerada moderada em relacdo ao TcSAT-IAM, segundo Landis e Koch (1977), com
sensibilidade, especificidade e acuracia de 60,87%, 90,74% e 81,82%, respectivamente.

Avendafio e Patarroyo (2020) relataram a necessidade da busca por novas ferramentas que
possam garantir um diagnostico precoce da doenca de Chagas, enfatizando as principais
limitacdes das técnicas parasitoldgicas e sorolégicas e demonstrando a relevancia das técnicas
de amplificacdo de &cidos nucléicos para este fim. Uma importante alternativa seria a utilizacéo
de um “padrao-ouro composto”, ou seja, 0 uso das técnicas ja preconizadas em conjunto com
técnicas moleculares, com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos resultados.

A técnica de LAMP poderia ser utilizada neste caso, pois demostrou uma boa concordéncia
com a gPCR, sendo mais facilmente aplicada em locais de recursos limitados, uma vez que o
custo para sua realizacdo foi aproximadamente seis vezes menor em relacdo a qPCR. Além
disso, a técnica de LAMP pode ser realizada apenas com um banho-maria, diferente da gPCR
que necessita de um laboratério bem equipado com no minimo um termociclador em tempo
real, além de um computador para analise dos dados (GONCALVES et al., 2014).

Para garantir uma maior aplicabilidade do sistema de LAMP na rotina laboratorial,
iniciamos o desenvolvimento de um Kit protétipo baseado em LAMP para o diagndstico da
doenca de Chagas. Este kit teve como objetivo avaliar a possibilidade de utilizacdo de um mix
de reagentes em solucdo aquosa mantidos em geladeira. Além disso, buscamos reduzir uma das
principais limitagcdes da técnica, o elevado risco de contaminagdo devido a necessidade da
abertura do tubo para aplicacdo do corante de revelacdo. Para isto, implementamos o corante
na interface interna da tampa do tubo e garantimos que este ndo teria contato com a reagéo até
0 momento da inversdo do tubo, para que ndo houvesse interferéncia no processo de

amplificagéo.
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Os resultados preliminares foram satisfatorios, pois foi demonstrado que os reagentes se
mantiveram estaveis no mix de reacdo durante dois meses, mesmo mantidos em geladeira sem
haver necessidade de congelamento, sendo uma caracteristica importante para o uso da técnica
como point-of-care (POC) a estabilidade dos componentes de reacdo (DEA-AYUELA et al.,
2018). A utilizacéo do corante na tampa do tubo reduziu o risco de contaminacao e os resultados
da reacdo foram facilmente visualizados a olho nu apos a inversao do tubo. Estudos posteriores

deverdo ser realizados para prosseguir com a avaliacdo do kit diagnostico.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

O sistema de LAMP convencional se mostrou promissor para o diagndstico
complementar de casos agudos suspeitos de doenca de Chagas;

A coleta da amostra ap0s o inicio do tratamento interferiu nos resultados obtidos pelo
sistema de LAMP, devido a reducdo da carga parasitaria, e por isso recomendamos que
as amostras direcionadas ao diagnostico molecular sejam coletadas antes do inicio do
tratamento;

Sugerimos que o sistema de LAMP seja utilizado em conjunto com as técnicas ja
preconizadas formando um “padrao ouro composto”;

O sistema de LAMP em tempo real desenvolvido no presente estudo representa mais
uma alternativa para laboratdrios equipados, devido ao maior custo-beneficio em
relacdo ao sistema de LAMP convencional;

O kit diagnostico baseado em LAMP demonstrou potencial para ser implementado na

rotina laboratorial, principalmente em locais de recursos limitados.
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