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INTRODUCAO

Para confirmagdo da suspeita clinica da doenca de Chagas, dois métodos diferentes de técnicas
soroldgicas devem ser aplicadas simultaneamente. Em caso de desacordo entre os dois testes soroldgicos
em duas amostras consecutivas, um teste para confirmagdo molecular como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) é aconselhdavel. A PCR demonstra uma sensibilidade analitica maior comparada ao
xenodiagndstico e a hemocultura.

Diferentes protocolos que visam a identificar a presenga do K-DNA do T.cruzi tem sido avaliados
para confirmar a presenga de infecgdo nos pacientes com diagndstico indeterminado. Os Minicirculos do
cinetoplasto representam um alvo para a PCR, uma vez que estdo presentes em um nimero elevado de
copias na rede de DNA mitocondrial. Além disso, cada molécula de K-DNA contém quatro regioes
conservadas que podem servir de alvo para a amplificagdo. Entretanto, o uso da PCR como método
diagndstico para doenga de Chagas ndo apresenta um protocolo estabelecido e, portanto, necessita de
avaliagoes em cenarios clinicos.

OBJETIVO
Avaliar protocolos de PCR, utilizando seqiiéncias de oligonucleotideo disponivel na literatura cientifica
indicados para detecgdo do K-DNA do T.cruzi, para o diagndstico de Doenga de Chagas.

METODOLOGIA

Esta investigacdo foi realizada no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro de Chagas (IPEC -
FIOCRUZ), no periodo de Maio a Novembro de 2008. Sessenta pacientes foram selecionados a partir
de uma seqiiéncia de individuos atendidos no IPEC com suspeita de doenga de Chagas cronica,
utilizando-se dois testes soroldgicos simultaneos como referéncia para o diagndstico. Foram selecionados
os primeiros 30 doentes nesse periodo e sorteados aleatoriamente 30 ndo doentes do mesmo periodo.

Dos sessenta pacientes selecionados (30 com sorologia positiva e 30 com sorologia negativa),
foram realizadas trés coletas em intervalos de aproximadamente uma semana. Em cada coleta eram
obtidas duas aliquotas de 5mL de sangue em tubos contendo EDTA. Em uma das aliquotas acrescentou-
se Guanidina 6M na proporgdo de 50%.(v/v). A outra aliquota foi diretamente armazenada em EDTA a -
20°C. O DNA foi obtido a partir de 200uL do sangue total, utilizando-se kit comercial (Qiagen) e
submetidos ao protocolo de PCR estabelecido utilizando os oligonucleotideos “121“ e "122" para a
amplificagdo da regido hipervariada do K-DNA (fig.1). A figura 2 mostra os amplicons da regido alvo
com aproximadamente 330 pares de bases. Para diferentes combinagoes de resultados das amostras
seriadas foram estimadas as sensibilidades e especificidades da PCR para ambos os protocolos. A
especificidade é a fragdo dos que obtiveram resposta negativa no teste entre aqueles que ndo possuem
a doenga, enquanto a sensibilidade é a fragdo dos que obtiveram resposta positiva no teste entre
aqueles que possuem a doenga.
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Fig.1: Modelo esquematico da estrutura molecular do minicirculo do K-DNA do T.cruzi.

Os blocos em azul representam as regioes conservadas ( Locais de hibridizagdo dos
oligonucleotideos "121" e "122"). Baseado nessa informagdo, esperamos amplicons com
aproximadamente 330 pares de bases.

Fig 2: Amplificagdo da seqiiencia do K-DNA de T. cruzi. Linha 1, 100pb (marcador de peso molecular);
linha 2 -12, Produtos de PCR das amostras dos pacientes; linha 13 - controle positivo (DNA de amostra de
paciente com diagndstico confirmado de Doenca de Chagas Cronico: linhal4, controle negativo (DNA
genomico de paciente negativo para o diagndstico de Doenga de Chagas): linha 15, controle de mix da PCR.

RESULTADOS

O protocolo utilizado revelou uma tendéncia a baixa acuracia. A metodologia aplicada demonstrou
uma maior sensibilidade entre as amostras armazenadas em guanidina (92%) e maior especificidade entre
as amostras armazenadas em EDTA (96%), quando analisadas em série. No entanto, analisando-se os
resultados de PCR das amostras isoladamente,ou seja, como aquela amostra como a unica disponivel, a
sensibilidade e especificidade parecem ser melhores em amostras armazenadas em EDTA. A melhor
sensibilidade e especificidade foram: 70% e 73% respectivamente, em amostras em EDTA, enquanto as
amostras armazenadas em guanidina, submetidas ao mesmo protocolo, apresentaram sensibilidade e
especificidade de 61% e 50% respectivamente.

Tabela 1: Estimativas de sensibilidade e especificidade para os dois protocolos de conservagdo das
amostras no diagnostico de doenca de Chagas cronica por PCR considerando diferentes interpretagoes
entre “em série” ou “"em paralelo”; onde cada paciente teve trés amostras coletadas e de uma (qualquer)
a todas trés amostras deveria evidenciar amplificagdo para se considerar o voluntario doente.

EDTA GUANIDINA + EDTA
Deteccdo de s D x| {1 —a
- Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
Em 1 amostra 70 % 73 % 92 % 0 %
Em 2 amostras 36 % 90 % 84 % 14 %
Em 3 amostras 13 % 96 % 61 % 50 %
DISCUSSAO

Quando utilizada uma dnica amostra dos pacientes, o protocolo de PCR realizada com os
oligonucleotideos escolhidos ndo demonstrou performance desejada para o diagndstico de doenga de
Chagas cronica utilizando-se como teste de referéncia a sorologia. De forma ordindria, para a rotina
clinica, ambos os protocolos ndo demonstram ser uma boa ferramenta para a confirmagdo do diagndstico.
Desse modo, esse teste ainda ainda ndo deve ser implementado para uso na rotina do diagndstico de
pacientes com suspeita de doenca de Chagas Cronica com resultados soroldgicos inconclusivos.

Entretanto a utilizagdo de novas estratégias, incluindo o teste de outros oligonucleotideos, outras
regioes alvo de amplificagdo, novos métodos de obtengdo do DNA do T.cruzi, entre outros protocolos
alternativos bem como a utilizacdo de diferentes kits de extracdo, coleta e/ou extragdo de diferentes
volumes, poderia contribuir para o aprimoramento do teste tornando-o aplicavel para a confirmagdo do
diagndstico de doengca de Chagas cronica. Ainda, estudar a performance do PCR em um maior nimero de
amostras de voluntarios permitira maior precisdo e melhor interpretagdo dos resultados.
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