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REsumMoO

Coelho JS. Padronizagcdo de teste multiparamétrico para a pesquisa de
anticorpos IgG anti-T.cruzi, anti-T.pallidum, anti-P.vivax e anti-P. falciparum,
empregando a técnica de Dot-ELISA [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina; 2006.

Neste trabalho foi desenvolvido um Dot-ELISA capaz de detectar anticorpos
anti-Plasmodium vivax, anti-Plasmodium falciparum, anti-Trypanosoma cruzi e
anti-Treponema pallidum, simultaneamente. O teste foi padronizado e aplicado
em amostras de pacientes com malaria, doengca de Chagas e sifilis e
comparado com testes de referéncia. Foi utilizado no estudo 52 amostras de
pacientes com doenga de Chagas, 43 pacientes com sifilis, 103 individuos com
infeccao presente (primo-infectado e n&o primo-infectados) ou passada de
malaria, individuos com anticorpos heterdlogos, 30 individuos com leishmaniose
100 individuos saudaveis. O Dot-ELISA-Multi apresentou 100% de
especificidade para todos os antigenos nas amostras de individuos saudaveis e
com anticorpos heterélogos, com exceg¢ao do antigeno TESA que obteve 99%.
A sensibilidade obtida foi de 100% em individuos chagasicos e 88% em
pacientes com sifilis. Em individuos com malaria a sensibilidade obtida foi de
90% para PvMSP149 (antigeno de P. vivax) e 47% para Pf-Zw (antigeno de P.
falciparum). A positividade do teste em individuos nao parasitados com historico
de malaria foi de 92%. Nas amostras de malaria observou-se que em individuos
que tinham tido ultimo episddio de P. vivax, associagao negativa foi observada
entre o tempo passado desde o ultimo episddio e reatividade de Dot-ELISA-
Multi PvMSP149, € associacao positiva entre 0o numero de episddios de malaria
e reatividade de Dot-ELISA-Multi Pf~Zw. Individuos cujo o ultimo episddio foi por
P. falciparum, o Dot-ELISA-Multi P-Zw apresentou associagado positiva com o
numero de episdédios ocorridos. O comparado com os testes de referéncia
utilizados apresentou um nivel muito bom de concordancia para TESA, EAE,
PvMSP149 € um nivel bom de concordancia para Pf-Zw.

Descritores: 1. doenca de Chagas 2. Dot-ELISA 3. Imunoglobulina G 4. malaria
5. Teste multiparamétrico 6. sifilis



SUMMARY

Coelho JS. A multianalyte Dot-ELISA for simultaneous detection of malaria,
Chagas disease and syphilis specific IgG antibodies. [dissertagdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina; 2006.

In the present study, a Dot-ELISA was assembled to test antibodies against
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi and Treponema
pallidum and was standardized and evaluated in serum samples from patients
with malaria, Chagas disease and syphilis, in comparison with reference tests.
The study was carried out on serum samples from 52 patients with chronic
Chagas disease, 103 individuals with current (parasitemic) or past malaria
(aparasitemic), 43 patients with syphilis, 30 with leishmaniosis, 21 individuals
with heterologous antibodies and 100 blood donors. The diagnostic performance
of Dot-ELISA-Multi for serum samples from patients with heterologous
antibodies and from healthy blood donors, an overall 100% specificity was
obtained for all antigens but TESA. A 100% sensitivity was observed in serum
specimens from chronic-chagasic patients and 88% in serum specimens from
syphilis patients. For malaria samples, the positivity was 90% for PvMSP19 and
47% for Pf-Zw antigen. In past malaria individuals, positivity was 92%. Sera from
subjects who had had a P. vivax-malaria last episode presented negative
association between time elapsed since their last malaria episode and results
from Dot-ELISA-Multi PvMSP149; while positive association was observed
between number of malaria episodes and results from Dot-ELISA-Multi Pf-Zw.
For individuals who had had a P. falciparum-malaria last episode, Dot-ELISA-
Multi Pf-Zw results showed positive association with number of malaria episodes
only. Altogether, concerning the reactivity of the five antigens of the Dot-ELISA-
Multi, as compared with their respective reference tests, we have observed a
very good level of concordance for TESA, EAE, PvMSP149 and for Tp-Zw and a
good level for Pf-Zw.

Descriptors: 1. Chagas disease 2. Dot-ELISA 3. 1gG antibodies 4. Malaria 5.
Multiparametric assay 6. Syphilis
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INTRODUGCAO

1. DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, € causada pelo Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Na natureza, T. cruzi é
encontrado em hospedeiros invertebrados (insetos pertencentes a subfamilia
Triatomina, familia Reduviidae, ordem Hemiptera) e em hospedeiros
vertebrados (homem e outros mamiferos), podendo ser transmitido por mais

de 100 espécies de insetos da familia Reduviidae (Kelly, 2000).

A doencga tem ampla distribuigdo na América, estando presente em 18
paises do continente. Estimativas indicam uma prevaléncia de infecgao de
13 milhdes de pessoas no mundo, com cerca de trés milhdes de casos
sintomaticos e uma incidéncia anual de 200.000 casos (Morel e Lazdins,

2003).

No Brasil, a doenca de Chagas apresentava uma elevada incidéncia
no final da década de 70, estimada em cerca de 100 mil casos novos por
ano. Hoje, a doenga encontra-se sob controle, devido a estratégia de
monitoramento entomoldgico, utilizacdo de inseticidas e melhorias
habitacionais (Ministério da Saude, 2006). Apesar da regidao Amazénica nao

ser endémica, Luitgards-Moura et al. (2005) mostraram que em Rondénia



existem todos os elos da cadeia de transmissdo da doenga de Chagas, que

permitem sua instalagdo na auséncia de vigilancia.

Além da transmisséao vetorial, a doenca de Chagas pode ser adquirida
por outros mecanismos, tais como: transfusdes sanguineas, transmissao
ocasional da mae chagasica para o filho, através da placenta (Ministério da
Saude, 1989) e surtos episddicos de transmissao oral (Consenso Brasileiro

em Doencga de Chagas, 2005; lanni e Mady, 2005).

Em &reas urbanas, a transmissdao da doenga de Chagas por
transfusdo de sangue e derivados apresenta grande importancia, como
consequéncia da migracado de populagdes de areas endémicas para centros
industrializados em busca de trabalho (Consenso Brasileiro em Doenca de

Chagas, 2005).

Em mulheres gravidas, a transmissao vertical da doenca de Chagas,
no atual estagio de controle vetorial e transfusional, € o principal mecanismo
de transmissao no Brasil (1%) (Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas,

2005).

De acordo com Coura et al. (2002), mais da metade dos casos
agudos de doenga de Chagas ocorridos na regiao Amazénica, entre 1968 e
2000, sao atribuidos a microepidemias decorrentes de transmissao oral da
infecgdo. Segundo o Ministério da Saude, ocorreram surtos nos estados do

Amapa e Para em 2005 e 2006, respectivamente.



Visando avaliar o impacto das agdes de prevengao e controle da
doencga de Chagas, foi realizado em todo o pais um inquérito soroldgico em
criangas de 0 a 5 anos, que evidenciou a interrupgao da transmissao pelo
Triatoma infestans. Desse modo, em junho de 2006, o Brasil recebeu da
Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) a Certificagdo Internacional
de Eliminacdo da Transmissdo da Doenca de Chagas pelo Triatoma

infestans no pais (Ministério da Saude, 2006).

A doenca de Chagas pode se apresentar sob as formas clinicas
aguda, indeterminada e cronica, com diferentes sintomas para cada fase

(Andrade, 1999. CDC, 2006a).

A fase aguda ocorre em 1% dos casos, geralmente em criangas,
podendo levar a lesdes cerebrais severas e a morte. Os sintomas
desaparecem entre 4 e 8 semanas, mesmo sem tratamento. A fase
indeterminada ocorre aproximadamente 10 semanas apds a infecgao,
podendo durar varios anos. Nesta fase, os individuos sdo soropositivos e/ou
com exame parasitolégico positivo, sem a presenca de sintomas (Andrade,

1999, CDC, 2006a).

A fase crbnica ocorre em mais de um tergo dos infectados e aparece
apo6s 10 a 40 anos de infecgdo, com lesdes irreversiveis que podem atingir o
coragao, esb6fago, colon e sistema nervoso periférico (Andrade, 1999, CDC,

2006a).



2. DIAGNOSTICO DE DOENCA DE CHAGAS

No diagnostico da fase aguda de doenga de Chagas sao utilizados
métodos diretos para pesquisa de tripanossomos na corrente sanguinea.
Caso esses métodos ndo consigam detectar o parasito, devem ser utilizados
métodos de concentracado, tais como micro-hematocrito e QBC (Quantitative

Buffy Coat) que apresentam 80 a 90% de sensibilidade.

O diagnostico molecular pela PCR (Polymerase Chain Reaction) tem
apresentado resultados promissores, permitindo que esta metodologia seja
utilizada como teste confirmatério em casos de sorologia inconclusiva; no
controle pos-terapéutico; em estudos comparativos com novas técnicas
sorologicas ou parasitolégicas e na deteccdo do nivel de parasitemia
(técnica quantitativa) em imunodeprimidos, visando intervengao terapéutica
ou profilatica precoce (Marcon et al., 2002; Galvao et al., 2003; Portela-

Lindoso et al., 2003).

Em casos onde haja forte suspeita de fase aguda e os exames
parasitolégicos resultem negativos, o diagnostico molecular pode ser
associado a pesquisa de anticorpos IgM (Consenso Brasileiro em Doenca de

Chagas, 2005).

Borges-Pereira et al. (2005) utilizaram a PCR em inquérito realizado
no Piaui, obtendo sensibilidade de 74,5%, significantemente maior que a do

xenodiagnéstico. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos



que comparam a PCR com outros métodos diretos para pesquisa de
tripanossomos na corrente sanguinea (Gomes et al., 1999, Castro et al.,

2002).

O diagnostico na fase crénica € essencialmente soroldgico,
associando-se um teste de elevada sensibilidade a outro de alta
especificidade. Como na fase crbnica a parasitemia €& subpatente, os
métodos parasitolégicos convencionais sao de baixa sensibilidade e a PCR
€ indicada em casos de sorologia duvidosa, controle de cura e em areas
onde também exista infeccéo por T. rangeli (Consenso Brasileiro em Doenga

de Chagas, 2005).

Em casos suspeitos de transmissdo vertical, € importante a
confirmacdo do diagndstico sorolégico da mae, seguido do exame
parasitolégico do recém-nascido. Filhos de mae chagasica com exame
parasitolégico negativo devem retornar 6 a 9 meses apds o nascimento, a
fim de realizarem testes soroldgicos para a pesquisa de anticorpos anti-T.
cruzi da classe IgG. Em fungcdo do elevado numero de exames falso-
negativos em caso de transmissao congénita, ndo se recomenda a pesquisa
de anticorpos anti-T. cruzi das classes IgA e IgM (Consenso Brasileiro em

Doenca de Chagas, 2005).

O emprego de extrato de formas epimastigotas (EAE) forneceu
resultados de alta sensibilidade para o diagnostico na fase crbénica da
doencga, sendo indicado na triagem, por apresentar limitagbes na

especificidade, podendo reagir com soros de pacientes com leishmaniose



(Chiller et al., 1990; Velasquez et al., 1993; Umezawa et al., 1996a; 1999;

Sanchez et al., 2001; Malan et al., 2006).

Visando aumentar a especificidade dos testes soroldgicos, tem sido
recomendada a utilizacdo de antigenos purificados, recombinantes e
sintéticos. O emprego de apenas um antigeno especifico pode acarretar
diminuicdo da sensibilidade e, em consequéncia, a tendéncia é de se
empregar varios desses antigenos. Umezawa et al. (1999) avaliaram fracdes
semipurificadas de formas epimastigotas de T. cruzi e concluiram que a
utiizacdo combinada de algumas dessas fragcbes resultavam em testes
sensiveis e especificos no diagnostico da doenca de Chagas. Luquetti et al.
(2000) obtiveram 99,3% de sensibilidade e 96,2% de especificidade em teste
de precipitacdo em gel utilizando particulas de polimeros coloridas e
sensibilizadas com trés peptideos sintéticos diferentes de T. cruzi. Gomes et
al. (2001) avaliaram um teste ELISA com antigenos recombinantes, obtendo
100% de sensibilidade e especificidade. Em amostras com sorologia
inconclusiva, obtiveram resultados concordantes com a clinica. Umezawa et
al. (2004) combinaram trés antigenos recombinantes (JL8, MAP e TcPo),
obtendo melhores indices de especificidade (99,3%) que com extratos

obtidos de formas epimastigotas de T. cruzi (95,8%).

O antigeno de excrecgao e secregao de formas tripomastigotas (TESA)
de T. cruzi tem se mostrado mais sensivel na detecgdo de anticorpos IgM,
tanto pela técnica de Western blotting (Umezawa et al. 1996a) como pela de

ELISA (Umezawa et al. 2001) quando comparado ao extrato alcalino das



formas epimastigotas (EAE). Deste modo, o antigeno TESA apresentou
100% de sensibilidade por ambos os testes, tanto nos casos crbnicos
(pesquisa de IgG) como nos agudos e congénitos (pesquisa de IgM). Além
disso, apresentou 100% de especificidade frente a amostras de individuos

nao chagasicos saudaveis e com outras patologias, incluindo leishmaniose.

Nakazawa et al. (2001) empregaram o teste ELISA com antigeno
TESA, obtendo 100% de sensibilidade em pacientes cronicos de doenga de
Chagas e 100% de especificidade em pacientes com outras doencas

parasitarias.

3. SIFILIS

Sifilis faz parte do grupo das doengas sexualmente transmissiveis
(DST), sendo causada pelo espiroqueta Treponema pallidum, pertencente a
ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae, género Treponema, espécie
pallidum, subespécie pallidum. Além da transmissdo por contato sexual,
pode ocorrer contaminagdo acidental entre profissionais de saude, em
usuarios de drogas endovenosas, em transfusdo de sangue e por via

congénita.

Ocorréncias de epidemias de sifilis sdo relatadas em varias partes do
mundo, mostrando que a doencga ainda constitui um importante problema de

saude mundial (Norris et al., 1993).



Em paises desenvolvidos, a doenca apresenta indices menores. No
Canada, a incidéncia de sifilis entre os anos de 1995 a 1997 chegou a 0,4
para cada 100.000 habitantes. Nos Estados Unidos, durante o mesmo
periodo, a incidéncia chegou a 3,2 para cada 100.000 habitantes. Mesmo
nesses paises, esta associada a pobreza, instabilidade geografica e

dificuldade de acesso ao sistema de saude (CDC, 1998).

Em 2001, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou em 12
milhdes o numero de novos casos de sifilis em adultos em paises em
desenvolvimento. A maior incidéncia ocorreu no sul e sudeste da Asia, com
48% dos casos. Na Russia, houve uma epidemia em 1996, cujas causas
incluem aumento da pobreza, desemprego, declinio da assisténcia
governamental a saude publica e aumento dos movimentos de migragao

populacional com a abertura das fronteiras (Singh e Romanowski, 1999).

No Brasil, somente sifilis congénita & de notificagdo compulsodria. Sua
detecgdo deve ser vista como "evento marcador" cuja importancia
transcende sua ocorréncia individual, ou seja, cada caso representa uma
falha tanto de programas de controle de DST, na populagao geral, quanto do

sistema de atencao pré-natal.

De acordo com o Boletim Epidemiolégico, DST, entre 1998 e 2006, o
numero de casos notificados de sifilis congénita variou de 2840 em 1998 a
5710 em 2005. A incidéncia por mil nascidos vivos, aumentou de 0,9 em

1998 até 1,9 em 2005, mostrando um aumento percentual no decorrer dos
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ultimos anos, que pode ser devido a falhas nos programas de controle ou a

maior eficiéncia na notificagao.

Sifilis apresenta varias fases ou estagios: sifilis primaria, secundaria,
latente (recente e tardia) e terciaria (Larsen et al., 1995). Os sinais e
sintomas sao numerosos e complexos, variando conforme a gravidade da

infeccao e a fase da doencga (Brown et al., 2003).

Sifilis primaria (SP) caracteriza-se pelo surgimento do protossifiloma
ou cancro primario que desaparece espontaneamente em 1 a 4 meses.
Sifilis secundaria (SS) inicia-se meses apds o desenvolvimento do cancro
em cerca de 25% de individuos com SP nao tratada adequadamente. Na
maioria das vezes, a pele é mais afetada apresentando roséolas, lesdes
mucosas e linfoadenopatia generalizada, por vezes reacdo meningea, que
também cedem espontaneamente apds periodo de 2 a 6 semanas (Brown et

al., 2003, Little, 2005).

Em sifilis latente, os sinais e sintomas clinicos desaparecem e a
doencga progride de uma manifestacdo de infecgdo aguda para crdnica.
Infeccbes com menos de 1 ano de duracdo sdo definidas por critérios
epidemiologicos, como sifilis latente recente (SLR) em que podem ocorrer
recaidas para sifilis secundaria e infecgao recorrente (Brown et al., 2003,

Little, 2005).

Segue-se a fase de sifilis latente tardia (SLT), que dura de 5 a 20
anos ou mais da infeccédo inicial, podendo dar lugar a sifilis terciaria (ST),

que é sintomatica, com lesdes destrutivas, cardiovasculares ou do sistema
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nervoso central, com deméncia, psicose, tabes dorsales, ou com o
aparecimento de gomas na pele, 0ossos ou visceras. (Lemos, 2002, Brown et

al., 2003, Little, 2005).

Neurossifilis caracteriza-se por lesées no sistema nervoso central,
atingindo principalmente estruturas ectodérmicas resultando psicose,
deméncia, tabes dorsales. Ocorre principalmente em sifilis tardia, apds longo
periodo de laténcia, como forma terciaria da infecgdo. Também pode ocorrer
em pacientes com histérico de sifilis ndo tratada (incidéncia de 10%), em
infectados por HIV ou em outras situacbes que comprometam o estado

imunoldgico do individuo (Vargas et al., 2000, Brown et al., 2003).

Sifilis congénita ocorre em recém-nascidos de parturientes portadoras
de sifilis (SP ou SS), ndo tratada ou insuficientemente tratada, havendo
nestes casos 50% ou mais de probabilidade de transmissdo placentaria.
Também pode ocorrer transmissdo de méaes com SL ou ST. Como
consequéncia, pode ocasionar abortamento espontaneo, morte fetal e
neonatal, prematuridade e danos a saude do recém-nascido (Rodrigues et
al., 2004). Na maioria dos casos, as criangas diagnosticadas com a doencga
sao assintomaticas ao nascer, contudo os sintomas aparecem do terceiro ao
décimo quarto més de vida e as manifestagbes clinicas sdo inespecificas

tornando dificil o diagndstico (Lago e Garcia, 2000).
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4. DIAGNOSTICO DE SiFILIS

O diagnostico de sifilis baseia-se em sinais e sintomas clinicos,
exames de microscopia com evidenciagdo do T. pallidum nas lesdes ou,
através de testes soroldgicos (treponémicos e nao-treponémicos) que
apresentam diferencas de sensibilidade e especificidade de acordo com o
antigeno utilizado e a fase clinica da doenga (Brown et al., 2003, Little,

2005).

Em SP e ST a sensibilidade dos testes soroldgicos € menor. Na fase
primaria da doenca o diagndstico clinico € de grande importancia, pois a
sensibilidade dos testes sorolégicos varia de 78% a 86%, para os testes
nao-treponémicos e de 76% a 84%, para os testes treponémicos. Durante a
ST os testes ndo-treponémicos e treponémicos apresentam sensibilidade de
71% a 73% e de 94% a 96%, respectivamente. Na fase secundaria da
doencga sao esperados 100% de sensibilidade para ambos os tipos de testes

(Brown et al., 2003, Wheeler et al., 2004; Marangoni et al., 2005).

T. pallidum pode ser detectado em raspados e exsudatos de lesdes
recentes (fases primaria e secundaria), ou aspirados de nddulos linfaticos,
pela técnica de microscopia em campo escuro, pesquisa apds coloragao
pela prata, PCR ou RT-PCR (transcricdo reversa e reacdo em cadeia da
polimerase) e em bidpsias de tecido (Little, 2005; Ministério da Saude, 2006

- www. aids.gov.br).
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Os testes nao-treponémicos utilizam a cardiolipina combinada com
lecitinas e colesterol, formando um antigeno que reage com anticorpos IgM e
IgG. Presente em numerosos tecidos organicos, a cardiolipina é de
especificidade limitada, porém de alta sensibilidade, apresentando pronta

resposta a terapéutica (Larsen et al., 1995; Little, 2005).

Os dois testes nao-treponémicos mais utilizados sdo o teste
cardiolipinico do VDRL (Veneral Disease Research Laboratory) e o teste
RPR (Rapid Plasma Reagen). Testes nao-treponémicos sdo quantificaveis e
podem ser utilizados no acompanhamento do tratamento. A reatividade
surge 1 a 4 semanas apds o aparecimento do cancro na SP, podendo
ocorrer resultados falso-negativos em alguns casos de SLT e ST (Larsen et

al., 1995; Little, 2005).

Os testes treponémicos se baseiam na detecc¢ao de anticorpos contra
componentes de T. pallidum. Sao muitas vezes utilizados para confirmar
resultados positivos dos testes nao-treponémicos, n&o podendo ser
empregados para acompanhamento de tratamento, visto que podem
permanecer reagentes por toda a vida, mesmo apds a cura do individuo

(Little, 2005).

Utilizam-se testes de imunofluorescéncia indireta, como o FTA-ABS
(Fluorescent Treponemal Antibody — Absortion) e FTA-ABS DS (Fluorescent
Treponemal Antibody — Absortion double-staining); teste de aglutinagéao,
como o de microhemaglutinagdo com hemacias (TPHA) e aglutinagdo de

particulas recobertas com antigenos de T. pallidum (TPPA) e testes
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imunoenzimaticos, como ELISA. (Little, 2005). Em estudo realizado por
Rotta (2005), o FTA-ABS apresentou sensibilidade de 99,5% e
especificidade de 88,7%, fornecendo resultados falso-positivos em doencgas
autoimunes. O autor sugere a utilizacdo de reagdes de hemaglutinagao
como testes confirmatdrios, principalmente se o laboratério ndo estiver

equipado com microscopia de fluorescéncia.

Os testes imunoenzimaticos podem ser realizados com extratos de T.
pallidum fixados a suportes, como microesferas ou cavidades de placas
plasticas (ELISA). O uso de antigeno recombinante de T. pallidum mostrou
100% de sensibilidade em amostras de painel e 99,8% de especificidade na
triagem de Banco de Sangue, mostrando-se mais sensivel que o TPHA e

VDRL (Zrein et al., 1995).

A técnica de Western blotting (WB) tem importante papel na
diferenciagdo da reacdo sorolégica falsa da verdadeiramente positiva. As
fracbes mais importantes na identificacdo de anticorpos especificos sao as
de massas moleculares de 47 KDa, 17 KDa e 15 KDa (Young et al., 1994,
Sambri, 2001). Elevados indices de especificidade e sensibilidade foram
encontrados em varios estudos. Byrne et al (1992) obtiveram melhores
indices sensibilidade e especificidade com a técnica de WB em relagdo ao
FTA-Abs. Lemos (2002) sugere a utilizagdo do WB para pesquisa de
anticorpos IgG como confirmatério para sifilis, de modo semelhante ao WB

que é utilizado como confirmatério para HIV. Quando utilizado para a
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pesquisa de anticorpos IgM, o WB apresenta um grande valor diagnodstico

em sifilis congénita (Larsen et al., 1995).

Antigenos de T. pallidum também tém sido aplicados em testes
rapidos imunocromatograficos e representam auxilio diagnéstico de extrema
importancia pela possibilidade de leitura imediata. Sato et al. (2003)
avaliaram um teste rapido imunocromatografico de procedéncia comercial
para detectar anticorpos especificos contra antigenos treponémicos, obtendo
93,6% de sensibilidade e 95,2% de especificidade. O ensaio utiliza como
antigeno um complexo coloidal treponema-selénio, nao necessita de
equipamentos e a leitura é feita em 15 minutos sendo util para aplicagdo em
pesquisa de campo ou em situagdbes onde é necessario um rapido

diagnostico.

Hagedorn et al. (2002) avaliaram um imunoensaio multiparamétrico
com diferentes antigenos recombinantes e polipeptideos sintéticos derivados
de proteinas de T. pallidum, obtendo 100% de sensibilidade e 99,3% de
especificidade. O ensaio foi comparado com FTA-Abs e TPHA, sendo util

para o emprego como teste confirmatario.

Sato et al. (2004) utilizaram a técnica de dot com antigenos
recombinantes de T. pallidum, cepa Nichols em amostras com diagndstico
clinico e soroldgico de sifilis obtendo 95,1% de sensibilidade. O ensaio
obteve 94,7% de especificidade quando testado em amostras de doadores

de sangue e soros reagentes com outras doengas.
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Em neurossifilis ocorre a produgao de anticorpos intratecais, aumento
de proteina e aumento de leucdcitos no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(Brown et al., 2003). O VDRL ¢é positivo em cerca de 90% dos pacientes
sintomaticos e 10% dos ndo sintomaticos, apresentando 99,8% de
especificidade (Larsen et al., 1985). Testes treponémicos mostram-se
reagentes mesmo sem comprometimento neuroldgico, devido a passagem
de anticorpos IgG pela barreira hematoencefafica e, por isso, niveis de

anticorpos do soro e LCR devem ser comparados (Brown et al., 2003).

O diagnéstico de sifilis congénita pode ser feito através da pesquisa
do treponema em raspados de lesdes cutaneas, mucosas ou na secregao
nasofaringea, empregando-se microscopia em campo escuro, e pela
evidenciagdao do treponema no LCR. Em caso de neurossifilis congénita,
recomenda-se a PCR. Os testes cardiolipinicos possuem valor limitado
devido a transferéncia passiva de IgG materno, cujo nivel tende a diminuir
ou se negativar, apos alguns meses; porém, a negativagdo nao exclui a
infeccado. Os testes treponémicos, para pesquisa de IgG, também possuem
valor limitado devido a transferéncia passiva de IgG materno. A pesquisa de
IgM tem grande valor na sifilis congénita; porém, podem ocorrer resultados
falsos positivos, devido a interferéncia de fator reumatodide, e até 40% de
resultados falsos negativos, devido a competicdo com IgG presente no soro.
A utilizacdo da técnica de WB para detecgdo de anticorpos IgM mostrou
maior sensibilidade que os demais testes sorolégicos para a pesquisa de

sifilis congénita (Lemos, 2002).
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5. MALARIA

A malaria é uma doencga infecciosa causada por parasitos do género
Plasmodium, classe Sporozoa, ordem Coccidiida, subordem
Hemosporidiidea, familia Plasmodiidae, transmitida na natureza pela picada
de mosquitos do género Anopheles infectados. A infecgdo pode ser
adquirida também por transfusdo sanguinea, uso compartilhado de agulhas

contaminadas ou via congénita, no momento do parto (Cimerman, 1999).

Quatro espécies podem parasitar o homem, P. falciparum, P. vivax, P.

malariae e P. ovale.

No final de 2004, 107 paises e territorios possuiam areas de risco
para a transmissdo de malaria, onde 3,2 bilhdes de pessoas estavam
expostos a infeccao (OMS, 2005). Estima-se que ocorram entre 350 e 500
milhdées de casos clinicos por ano, sendo a maioria causada por Plasmodium
falciparum e Plasmodium vivax, que sao as espécies de maior distribuicéo

no mundo (Korenromp, 2004).

O risco de aquisicao de malaria nao € uniforme dentro de um mesmo
pais e, frequentemente, é desigual para locais situados em uma mesma
regido, além de sofrer variagbes com as estagdes do ano e ao longo do
tempo. A situagdo da malaria parece estar piorando, especialmente nas

"fronteiras" de desenvolvimento econdmico da Ameérica do Sul e do Sudeste
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da Asia. Os problemas s&o mais graves em areas de conflitos armados e de

deslocamentos de refugiados (Ministério da Saude, 2006).

P. falciparum €& a espécie mais patogénica causando uma
mortalidade estimada em mais de um milhdo de pessoas, contribuindo
indiretamente para outras mortes, principalmente em criangas abaixo de 5
anos e mulheres gravidas, através do sinergismo com outras doengas e
infecgbes, entre elas HIV/AIDS (OMS, 2005). Cerca de 60% dos casos
clinicos de malaria e 80% das mortes ocorrem na Africa ao Sul do Saara

(OMS, 2003). A malaria mata, em média, uma crian¢a a cada 30 segundos.

Estima-se que mais de 200 mil criangas morram por ano devido a
infeccao por Plasmodium sp durante a gravidez. Estudos mostraram que a
associacao da malaria e HIV durante a gestacdo diminui significantemente a
imunidade da gestante aumentando a gravidade da malaria (Mount et al,
2004). Durante a gravidez a malaria € um risco tanto para o bebé quanto
para a méae e deve ser considerada potencialmente grave, especialmente se
a mulher for primigesta, o agente etioldgico for o P. falciparum e/ou quando a

mulher n&o tiver historia de malaria prévia (Jarude et al, 2003).

Dados de 2001 (Mendis et al., 2001) estimavam que 70 a 80
milhdes dos casos de malaria no mundo eram devidos a Plasmodium vivax,
principalmente no Oriente Médio, Asia e Oeste do Pacifico (80 a 90%),
América do Sul e Central (10 a 15%). Provavelmente, de 10 a 20% dos
casos de malaria vivax no mundo ocorrem na Africa. No leste e sul da Africa,

P. vivax representa 10% dos casos e na Africa Central e Oeste, menos de
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1% dos casos. Excluindo-se a Africa, P. vivax é responsavel por 56% dos

casos de malaria.

P. ovale é encontrado principalmente na Africa Ocidental, podendo
ocorrer recaidas de 4 a 5 anos apo6s a primeira infeccdo. P. malariae tem
uma distribuigdo mundial, podendo ocorrer recaidas até 20 anos apds a

primeira infecgao (Institut Pasteur, 2006).

No Brasil, ha trés espécies de plasmddios infectando o homem,
P.falciparum, P.vivax e, eventualmente, P.malariae. Em torno de 99,5% dos
casos de malaria no Brasil ocorrem na Amazébnia Legal, onde a espécie
predominante é P. vivax. Entretanto, no periodo de 1999 a 2004 houve um
aumento na proporgao de malaria por P. falciparum de 18,6% para 23,7%;
este aumento é preocupante, pois a malaria falciparum é a responsavel pela
grande maioria das formas graves e dos o6bitos (Situagao Epidemioldgica da

malaria no Brasil, 2005).

Nos estados das demais regides, os casos registrados s&o quase
totalmente importados da regido Amazénica ou de outros paises onde ocorre
transmissao. Em 2001 e 2002 foi observada uma tendéncia de queda do
numero de casos de malaria, porém a partir de 2003 houve uma reversao,

chegando a 597.907 casos notificados em 2005 (Ministério da Saude, 2006).

Embora o estado de Sao Paulo seja considerado area sem
transmissao ativa de malaria, a Superintendéncia de Controle de Endemias
(SUCEN), tem detectado anualmente casos esporadicos de malaria

autéctone. Branquinho et al (1997) verificaram a infecgdo em anofelinos na
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regiao de Mata Atlantica, rica em plantas da familia Bromeliaceae,
criadouros de formas imaturas de anofelinos. Embora tenha sido encontrado
um baixo nivel de infeccdo, a alta densidade destes mosquitos e sua
voracidade (picam durante as 24 h do dia) poderiam compensar a baixa

porcentagem de espécimes infectados.

Os parasitos do género Plasmodium apresentam um ciclo de vida
complexo que se desenvolve em um hospedeiro vertebrado (ciclo assexuado
— pré-eritrocitico e eritrocitico — responsavel pelas manifestagdes clinicas) e
um invertebrado (ciclo sexuado — no mosquito). Em P. vivax e P. ovale existe
um estagio dormente (hipnozoito) que pode persistir no figado e voltar a

invadir as hemacias, causando recaidas.

O ciclo eritrocitico € responsavel pela patogenia e manifestacdes
clinicas da malaria. Em individuos nao-imunes, o paroxismo malarico € a
principal caracteristica clinica da malaria, constituindo-se por febre, calafrios
e cefaléia, como consequéncia da ruptura das hemacias infectadas com
esquizontes, pois ocorre a exposicao do material do parasito ao sistema

imune e outros sistemas fisioldgicos do hospedeiro.

Em infecgdes naturais, os primeiros dois ou trés ciclos de ruptura
dos esquizontes no sangue podem ser assintomaticos. Os sinais e sintomas
associados com o paroxismo sado especificos para cada espécie de

plasmaodio (Karunaweera et al., 2003).

Nas infec¢des produzidas por P. falciparum, podem ocorrer formas

graves em individuos n&o-imunes, gestantes e criangas, com o
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comprometimento do cérebro, rins, pulmdes, figado e sangue. Em contraste,
infecgbes por P. vivax ndao apresentam, na maioria dos casos, Sérios riscos
ou complicacdes, e 0 paroxismo ocorre em intervalos de 48 horas

(Karunaweera et al., 2003).

Em circunstancias raras e pouco conhecidas, a malaria vivax pode
se apresentar em formas graves e até letais (Mendis et al., 2001). Esses
casos estdo associados a alteracbes hematoldgicas (plaquetopenia,
coagulagao intravascular disseminada, sangramento), lesbes pulmonares,
alteragdes renais, ruptura esplénica, malaria cerebral, entre outras (Alecrim,

2000).

6. DIAGNOSTICO DE MALARIA

O método microscopico (gota espessa e extensdao coradas,
geralmente por Giemsa) € o padréao ouro para o diagnostico laboratorial de
malaria. O método é satisfatoriamente sensivel e especifico e permite a
identificacdo da espécie e o estagio de desenvolvimento do plasmadio,
fornece informacdo sobre a viabilidade do parasito e €& quantificavel.
Contudo, requer alto treinamento e experiéncia do microscopista e pode ter
a sensibilidade comprometida em baixas parasitemias. (Avila e Ferreira,

2001, CDC, 2006).
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Testes imunocromatograficos para a pesquisa de antigenos derivados
de plasmddios sdo uma alternativa a microscopia. Sdo chamados de testes
rapidos (RDT — rapid diagnostic tests), pois os resultados sao obtidos apods 2
a 10 minutos (CDC, 2006). A maioria baseia-se em captura, com anticorpos
monoclonais, de antigenos abundantes em todos os estagios do parasito,
tais como proteina rica em histidina 2 (HRP-2) de P. falciparum, enzima
lactato-desidrogenase especifica (pLDH) ou enzima aldolase da via
glicolitica, encontrada em todas as espécies de Plasmodium (Moddy, 2002).
Em geral, possuem a mesma ou menor eficiéncia que a gota espessa

(Murray, 2003; Belizario et al., 2005).

Avila et al. (2002) compararam o ensaio imunocromatografico que
detecta HRP-2 de P. falciparum com a gota espessa. Os resultados
mostraram que o teste imunocromatografico foi capaz de detectar 71

parasitos/mm?® e a gota espessa, 12 parasitos/mm?.

Em 2000, a OMS elaborou um documento intitulado New Perspectives
in Malaria Diagnosis (WHO/MAL/2000.1091) com recomendacbes para
utilizacdo de testes rapidos no diagnostico de malaria, onde propunham que
os testes deveriam ter em torno de 95% de sensibilidade em relagédo a gota
espessa e deveriam detectar pelo menos 100 parasitos/ul. A determinagao
quantitativa de parasitos viaveis e a diferenciacdo de seus produtos seriam
essenciais para acompanhamento de terapéutica e avaliagdo do tratamento

com drogas antimalaricas (OMS, 2000).
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Diferentes sondas genéticas e marcadores de sondas foram
estudados no diagnéstico da malaria. Em geral, a PCR apresenta alta
sensibilidade e especificidade, além de vantagens no diagnéstico de malaria
mista (Machado et al., 1998, Zaqueri et al., 2002, Kanunfre, 2003). A sua
utilizacdo tem sido indicada, em areas endémicas, para a deteccao de
assintomaticos e triagem de doadores de sangue (Speers et al., 2003,
Kitchen e Chiodini, 2006). A deteccdao de menos de 5 parasitos/ul e a
identificacao das espécies faz da técnica excelente quando comparada com
os niveis de sensibilidade e especificidade de outras técnicas néao
microscopicas para pesquisa de antigeno, podendo ser mais sensivel que a

gota espessa (Moody, 2002).

Farcas et al (2004) avaliaram a PCR em tempo real, obtendo uma
sensibilidade de 99,5% e especificidade de 100%, mostrando-se mais rapida
€ menos suscetivel a contaminagao que a PCR convencional. Perandin et al.
(2004) obtiveram resultados semelhantes quando compararam as duas
técnicas de PCR, em amostras de individuos que haviam visitado areas
endémicas e apresentavam sintomas de malaria. Porém, a PCR em tempo
real ndo foi capaz de detectar P. malariae devido as sequéncias variadas de

RNA.

A aplicacdo dos testes que pesquisam anticorpos anti-Plasmodium
depende do antigeno empregado. Em geral, os testes baseados na pesquisa
de anticorpos contra as formas eritrocitarias sdo uteis em areas endémicas,

para medir o grau de endemicidade da doencga; verificar a presenga ou
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auséncia de infeccbes pelos parasitos da malaria; delinear as zonas com
transmissao; detectar as mudangas sazonais de transmiss&o; investigar a
reintroducdo da malaria em zonas com programas de controle; e avaliar as

atividades de controle (FUNASA — Guia de Vigilancia Epidemioldgica, 1998).

Nas zonas onde a malaria ndo é endémica, os métodos soroldgicos
sao uteis para selecionar doadores de sangue; elucidar casos clinicos
indefinidos; avaliar a terapéutica; diagnosticar casos febris com exames
parasitolégicos negativos; detectar malaria em pessoas que regressam de
zonas endémicas; e detectar individuos com formas latentes da doenca

(FUNASA - Guia de Vigilancia Epidemioldgica, 1998).

O antigeno de P. falciparum obtido de cultura em hemacias tem sido
estudado e aplicado por varios autores, no teste ELISA, na deteccdo de
anticorpos em diversos estudos soroepidemioldégicos e na triagem de

doadores de sangue (Avila et al., 1998).

Sutanto et al. (1992) aplicaram o teste ELISA anti-P. falciparum em
diferentes areas endémicas na Indonésia e notaram diferencas significantes
em areas de alta, média e baixa endemicidade, concluindo que niveis de
anticorpos eram proporcionais ao grau de exposi¢cdo. Snow et al. (1996)
avaliaram o risco de transmissdo de malaria em diferentes grupos de
criangas, empregando a pesquisa de anticorpos IgM. Ferreira et al. (1998)
pesquisaram subclasses de IgG em pacientes com malaria complicada e
nao complicada em comunidades da Regido Amazénica no Brasil,

verificando que na malaria complicada os niveis de IgG; estavam
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diminuidos. Contreras et al. (1999) avaliaram os riscos de malaria
transfusional pesquisando anticorpos anti-P. falciparum em amostras de
banco de sangue, na Venezuela. Perraut et al. (2002) compararam a
reatividade do teste ELISA empregando extratos de diferentes cepas de P.
falciparum, obtendo reatividade semelhante na pesquisa de anticorpos IgG

em pool de soros reagentes.

Em areas nao-endémicas os bancos de sangue nao realizam a
triagem sorologica para malaria, limitando-se a aplicagao de questionarios.
Entretanto, a pesquisa de anticorpos anti-Plasmodium deve ser avaliada,
especialmente porque o numero de doadores em potencial que viaja para
areas endémicas aumenta, ano a ano, em todo o mundo (Kitchen e Chiodini,
2006) e em muitos casos a eficacia do questionario de triagem utilizado pode
ser questionada. Além disso, os testes sorolégicos poderiam excluir casos
de malaria assintomaticos e actoctones de regides consideradas nao-

endémicas (Kitchen e Chiodini, 2006).

Entre os diferentes antigenos recombinantes que tém sido utilizados
na pesquisa de anticorpos anti-Plasmodium, destaca-se a MSP1 (proteina 1
de superficie de merozoito), com 180 a 230 kDa, que esta presente em
todas as espécies de Plasmodium (Holder, 1988; Hirunpetcharat et al.,
1997). E uma das candidatas mais importantes para o desenvolvimento de
uma vacina contra as formas eritrocitarias de P.falciparum e P. vivax (Good,

2005).
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A MSP1 de P. falciparum (PMSP1) tem 185kDa e é o precursor de
varias proteinas importantes da superficie de merozoitos (Holder et al.,
1987, Blackman et al., 1991a). E sintetizada durante a esquizogonia como
uma proteina unica presa a membrana plasmatica do parasito por uma
ancora de (glicosilfosfatidilinositol (GPI). Durante o desenvolvimento do
merozoito, a PMSP1 é clivada por proteases em quatro fragmentos
principais, MSP1g3, MSP139, MSP135 € MSP14, que ficam presos, sob a
forma de um complexo de polipeptideos, na superficie do parasito, pelo
fragmento de 42kDa ligado a porgdo GPI C-terminal (MSP142). Quando o
merozoito & liberado, o fragmento MSP1,, ligado a membrana sofre uma
clivagem proteolitica secundaria (Blackman et al., 1991a, Miller et al., 1993).
O produto de clivagem MSP133 da regido da NH; terminal é soluvel, sendo
liberado junto com o restante do complexo (Blackman e Holder, 1993),
enquanto o fragmento MSP149 da regido COOH terminal permanece na
superficie do merozoito durante a invasdo e é carregado para a nova

hemacia invadida (Blackman et al., 1990,1991a, Blackman, 1994).

Anticorpos monoclonais que impedem a invasao ligam-se a PMMSP1
na regiao C-terminal (Chappel e Holder, 1993). Como a ligagdo desses
anticorpos também inibe a clivagem secundaria do PAMMSP1, foi proposto que
essa seja a base do seu mecanismo protetor (Blackman et al., 1994).
Estudos in vitro indicaram que a destruicdo eficiente do parasito envolve
IgG e IgGs, mas nao IgG, que normalmente é nao-citofilico (Chumpitazi et

al., 1996).
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Nwuba et al., 2002 apresentaram evidéncias que a infec¢ao natural
por P. falciparum induz anticorpos inibidores da clivagem secundaria de
PMSP1 e anticorpos bloqueadores que podem abolir esses efeitos
protetores (Holder et al., 1999), fornecendo um meio eficiente para evaséao
da resposta imune do hospedeiro pelo parasito. O efeito dos anticorpos
bloqueadores pode explicar a auséncia de associagdo entre niveis de
MSP149 e protecao clinica (Dodoo et al., 1999), embora alguns autores
tenham encontrado associagao entre anticorpos anti-MSP149 e protecao

contra malaria (Riley et al., 1992; Branch et al., 1998; Okech et al., 2004).

Os merozoitos de Plasmodium vivax expressam uma proteina de
superficie equivalente a PMMSP1, conhecida como PvMSP1 (Del Portillo et
al., 1991). Porém, em comparagao com PMSP1, ha um menor numero de
estudos a respeito do processamento, destino dos fragmentos e resposta
imune protetora da PvMSP1, o mesmo ocorrendo com a sua
imunogenicidade (Sachdeva et al, 2004). Foi proposto que 0 seu mecanismo
de processamento € semelhante ao do PIMSP1 (Arévalo-Herrera e Herrera,

2001).

A partir da determinacéo da estrutura primaria do gene que codifica a
PvMSP1, varias proteinas recombinantes, baseadas nas sequéncias que
codificam as regides N ou C-terminais da molécula, foram expressas em
diferentes vetores (Cunha et al., 2002, Soares e Rodrigues, 2002, Sachdeva

et al. 2004).
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Estudos sobre a resposta imune naturalmente adquirida contra a
PvMSP1 foram realizados em &reas endémicas de malaria, no Brasil
(Soares et al., 1997, Soares et al., 1999a, 1999b, Morais et al., 2005,
Nogueira et al., 2006), Colémbia (Espinosa et al., 2003) e na Coréia do Sul
(Park et al., 2001, Kim et al., 2003). Esses estudos demonstraram que a
regido C-terminal (MSP149) € a mais imunogénica da molécula e que os

anticorpos especificos estdo associados com episddios recentes de malaria.

Rodrigues et al. (2003) demonstraram que a pesquisa de anticorpos
usando a proteina recombinante derivada da regidao C-terminal (19 kDa)
PvMSP1 pela técnica de ELISA apresentou 90,9% de sensibilidade em
amostras de individuos com gota positiva para P.vivax, que estavam tendo

malaria pela primeira vez.

Testes imunoenzimaticos empregando antigenos nativos e
recombinantes podem ser sensiveis e especificos na detecgcao de anticorpos
circulantes, porém nem sempre se correlacionam com a presenga de
parasitemia, pois podem ser negativos nos primeiros dias de infeccdo e
continuar positivos por varios meses apos o0 clareamento da parasitemia

(Slinger et al., 2001, Kitchen e Chiodini, 2006).
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7. DoT-ELISA

O teste dot-ELISA ou imuno-dot foi desenvolvido por Hawkes et al.
(1982), que obtiveram excelentes resultados com proteinas soluveis, acidos
nucléicos, membranas, organelas, fungos, protozoarios, bactérias e virus.
Utiliza membranas de nitrocelulose e permite a realizagcdo de um grande

numero de ensaios com pequenas quantidades de antigeno (Kurstak, 1986).

O Dot-ELISA foi utilizado para a pesquisa de antigenos e anticorpos
em varias doencas infecciosas e em amostras de doadores de banco de
sangue. Londner et al. (1988) verificaram que o Dot-ELISA foi mais sensivel
que a imunofluorescéncia e menos que o radioimunoensaio para pesquisa
anticorpos anti-P. falciparum, sendo indicado para estudos epidemiolégicos.
Oprandy e Long (1990) empregaram o Dot-ELISA na deteccdo de
esporozoitos de com uma sensibilidade de 10 esporozoitos por pool/ de 1 a
10 mosquitos. Na Venezuela, Contreras et al. (1999) testaram a presenca de
anticorpos anti-Plasmodium falciparum em amostras de doadores de sangue
de areas endémicas e n&o-endémicas de malaria e observaram uma
correlacao entre os resultados de ELISA-IgG e Dot-ELISA-IgG. Anand et al.
(2001) desenvolveram um Dot-ELISA para a pesquisa de rotavirus nas
fezes, recomendando o teste como uma alternativa para a detecgao dos
virus em amostras de campo. Eamsobhana et al. (2004) empregaram uma
glicoproteina de 31-kDa electroeluida de vermes adultos de Parastrongylus

cantonensis para o diagndstico da parastrongiliase humana, obtendo 100%
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de sensibilidade e especificidade. Rai et al. (2004) desenvolveram um Dot-
ELISA em sanduiche para a deteccao direta do antigeno de Streptococcus
pneumoniae no liquor, mostrando-se mais sensivel que a aglutinagdo do
latex. Sato et al. (2004) avaliaram trés antigenos recombinantes de
Treponema pallidum cepa Nichols para o diagndstico de sifilis, obtendo
95,1% de sensibilidade e 94,7% de especificidade. Siavashi et al. (2005)
compararam Dot-ELISA e ELISA de sanduiche na deteccado da hidatidose
humana empregando como antigeno liquido hidatico, obtendo 100% de
sensibilidade no Dot-ELISA. Courtioux et al. (2005) utilizaram o Dot-ELISA
na verificagdo do envolvimento do sistema nervoso central na
tripanossomiase africana através da deteccao de anticorpos especificos no
liquor, recomendando o teste em laboratérios pouco equipados ou no campo

e para melhorar o tratamento do paciente.

8. TESTES MULTIPARAMETRICOS

Os testes sorologicos classicos geralmente permitem a medida de
antigenos ou anticorpos individualmente. Porém, ha circunstancias em que é
desejavel medir mais de uma substancia em uma amostra bioldgica e essa
necessidade tende a aumentar com a heterogeneidade molecular e a

complexidade dos sistemas biologicos (Ekins et al., 1990).
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Um importante desafio desde a década passada tem sido o
desenvolvimento de ensaios multiparamétricos (multianalyte, multiplexed ou
multiplexing), que possibilitem a deteccdo de anticorpos, antigenos,
horménios, drogas etc. diferentes, simultaneamente em um mesmo ensaio e
que possam ser implementados na rotina laboratorial (Kakabakos et al.,
1992; Kricka, 1992). Como consequéncia, tem havido um grande empenho
dos pesquisadores na implementagcdo de ensaios multiparamétricos
automatizados, empregando as mais diversas tecnologias. Prova disso € o
grande numero de publicacbes relativas a esse assunto. Entre elas, os
ensaios que empregam um citdbmetro de fluxo acoplado a um computador,
utilizando micro esferas com diferentes conjuntos de cores de fluorescéncia,
tém sido aplicados aos mais variados tipos de painéis, com resultados
promissores (Fulton, et al.,, 1997; Gordon e McDade, 1997; McDade e

Fulton, 1997; Oliver, 1998; Smith et al., 1998).

O termo inglés multiplexing foi introduzido no Dicionario Oxford, sendo
definido como “a transmissao simultdnea de varias mensagens por um

mesmo canal de comunicagao” (Price, 2001).

O desenvolvimento de ensaios, capazes de detectar,
simultaneamente, anticorpos com diferentes especificidades, tem um
potencial muito elevado para aplicagdo em estudos epidemioldgicos,
desenvolvimento de vacinas, bem como no diagndstico de alergias, doengas
auto-imunes, infecciosas e parasitarias, entre outras (Mezzasoma et al.,

2002), resultando em economia de tempo, reagente e amostra com
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consequente reducdo dos custos. Além disso, reduzem a possibilidade de
erro devida a troca de amostras, pois ndo ha necessidade de aliquota-las

para efetuar os testes separadamente (Oliver et al., 1998).

Os primeiros estudos empregaram ensaios multiparamétricos tendo
como principio a combinacdo de dois, trés ou quatro imunoensaios
diferentes no mesmo sistema de reagdo, marcando o reagente de detecgao
de cada sistema com um marcador diferente. Tém sido desenvolvidos
ensaios empregando marcadores radioativos, enzimaticos,

quimioluminescentes e fluorescentes (Ekins et al., 1990).

Uma alternativa tem sido separar as reagdes individuais em regides
diferentes da fase sodlida, permitindo a utilizacdo do mesmo marcador
(Kricka, 1994). Uma estratégica foi formar um arranjo de discretas zonas
reativas como no teste de alergia que contém 35 linhas, cada uma com um
alérgeno diferente (Brown et al., 1985). Areas de reacéo separadas também
podem ser conseguidas imobilizando diferentes antigenos em membranas
adequadas mediante as técnicas de dof, atracdo ou ligagdo quimica

(Pappas, 1988).

As membranas de nitrocelulose absorvem proteinas com grande
eficiéncia (praticamente 100%), sendo muito uteis, como fase solida, em
ensaios qualitativos, quando o volume da amostra é muito pequeno ou com

antigenos solubilizados em detergentes idnicos (Kurstak, 1986).
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Varios estudos tém empregado a membrana de nitrocelulose como
fase solida nos ensaios multiparamétricos. Donohue et al. (1989)
desenvolveram um método de ensaio multiparamétrico que utiliza a

nitrocelulose sensibilizada com diferentes antigenos de agentes infecciosos.

No sistema descrito por Noya e Alarcon de Noya (1998), que foi
denominado “Multiple Antigen Blot Assay” (MABA), 28 diferentes antigenos
de Schistosoma mansoni e Plasmodium falciparum foram imobilizados em
membrana de nitrocelulose em linhas paralelas delimitadas pelo molde de
um aparelho dotador. As tiras foram cortadas perpendicularmente as linhas
dos antigenos e imersas individualmente em soros, adicionadas ao
conjugado de peroxidase e depois a um substrato quimioluminescente.
Quando comparado ao ELISA convencional para S. mansoni, o MABA
demonstrou ser duas vezes mais sensivel. Os autores recomendam seu uso
na triagem de uma grande variedade de antigenos circulantes ou anticorpos
contra agentes infecciosos em centros de saude e bancos de sangue para

pesquisa de HIV, Chagas, Hepatite, Sifilis, etc.

A comparagdo da reatividade de uma amostra frente a diferentes
antigenos € mais confiavel em um ensaio Dot-ELISA multiparamétrico, pois
todos estdo na mesma tira e sob as mesmas condigdes (Noya e Alarcon de

Noya, 1998).
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JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a padronizacdo e desenvolvimento de técnicas
que se prestem a realizagao de varios ensaios em uma unica amostra e ao
mesmo tempo tém sido o grande desafio dos métodos para diagndstico.
Todo esse esforgo visando principalmente a reducido dos custos, diminuicdo
do tempo de reacdo, obtencdo de resultados mais confiaveis e aumento da

produtividade dos laboratérios.

A técnica de Dot-ELISA foi escolhida para a padronizagdo do ensaio
multiparamétrico, devido a sua versatilidade, economia de reagentes e
sensibilidade. A capacidade de absorver quase 100% das proteinas
aplicadas na membrana de nitrocelulose facilita a padronizacédo da
quantidade de antigeno necessaria para cada sistema do ensaio

multiparamétrico.

A analise simultdnea de amostras para a pesquisa de anticorpos anti-
P. vivax, anti-P. falciparum, anti-T. pallidum e anti-T. cruzi tém grande
importancia devido ao risco em comum de transmissdo pelo sangue
contaminado e via congénita e pela sobreposicdo das areas de incidéncia

das infec¢des adquiridas.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o método Dot-ELISA multiparamétrico para a pesquisa de
anticorpos IgG anti-T. cruzi, anti-T. pallidum, anti-P. vivax e anti-P.

falciparum.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar o Dot-ELISA individualmente para malaria, doenca de

Chagas e sifilis.

b) Padronizar o Dot-ELISA multiparamétrico (Dot-ELISA-Multi) para

malaria, doenca de Chagas e sifilis.

c) Avaliar a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade do ensaio

padronizado.



CASUISTICA E MATERIAIS E METODOS
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CASUisTICA E MATERIAIS E METODOS

1. CASUISTICA

Neste estudo foram utilizadas amostras de soro de individuos com

as seguintes caracteristicas clinicas:

a) 40 amostras de soros padrdo, sendo 10 amostras negativas para
anticorpos 1gG anti-T. cruzi, T. pallidum, P. vivax e P. falciparum, 10
amostras positivas para anticorpos I1gG anti-T. cruzi , 10 anti-T. pallidum e

10 anti-P. vivax e P. falciparum.

b) 52 amostras de soros de pacientes com doenga de Chagas cronica,
residentes em area endémica (Montes Claros, MG). O diagndstico inicial foi
confirmado clinica e sorologicamente por ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) e hemaglutinagdo com antigeno de formas
epimastigotas de T. cruzi e por Western blotting com TESA (Trypomastigote

Excreted-Secreted Antigen).

c) 43 amostras de soro de pacientes com sifilis, em diferentes estagios

clinicos da doenga: 12 na fase latente recente (LR), 19 na fase latente tardia
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(LT), 2 com sifilis primaria (SP), 7 com sifilis secundaria (SS) e 3 com sifilis
terciaria (ST). O diagndstico inicial foi confirmado clinica e sorologicamente
por testes treponémicos (FTA-Abs, hemaglutinacdo e Western blotting) e

n&o-treponémico (VDRL).

d) 103 amostras de individuos, dos quais se tinha: o histérico em relagao ao
numero de malarias, tempo decorrido desde o ultimo episddio de malaria,
espécie de plasmaddio da ultima malaria, o resultado da analise microscopica
da gota espessa corada por Giemsa e dos testes ELISA Pf-Zw e
imunofluorescéncia indireta com antigenos de P. vivax e P. falciparum para a
pesquisa de anticorpos IgG. Destas, 79 amostras eram de moradores em
regido endémica para malaria e 24 eram de pacientes atendidos na SUCEN
— Superintendéncia de Controle de Endemias, Sado Paulo, SP. De acordo
com o resultado da gota espessa, as amostras foram divididas em trés
subgrupos, cujas caracteristicas parasitolégicas e epidemiologicas estdo

descritas na tabela 1.

d.1. Gota espessa positiva para P. vivax* — 41 amostras de pacientes,
sendo que 20 tinham malaria pela primeira vez (Belém, PA — 19, Ariquemes,
RO — 1) e 21 haviam tido episédios anteriores de malaria, causados por
P.falciparum ou P. vivax (Belém, PA — 11, Alta Floresta, MT — 5, Colider, MT

— 3, lgarapé-Acgu, PA — 1, Conceigédo do Araguaia, PA —1).
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d.2. Gota espessa positiva para P. falciparum* — 30 amostras de
pacientes, sendo que 15 tinham malaria pela primeira vez (Ariquemes, RO —
5, Alta Floresta, MT — 2, Colider, MT — 1, Redencéao, PA — 1, Manaus, AM —
1, Humaita, AM — 1, Porto Velho, RO — 1, Amazoénia Legal — 1, Nigéria — 1,
Costa do Marfim — 1) e 15 haviam tido episédios anteriores de malaria,
causados por P.falciparum ou P. vivax (Alta Floresta, MT — 5, Colider, MT —
4, Ariquemes, RO - 2, Porto Velho, RO - 1, Itaituba, PA — 1, Sdo Félix do

Xingu, PA — 1, Conceigédo do Araguaia, PA —1).

* Seis amostras eram de pacientes com infeccao mista por P.falciparum e P.

vivax.e, portanto, foram consideradas em ambos os grupos, d.1 e d.2.

d.3. Gota espessa negativa — 38 amostras de individuos residentes em
area endémica para malaria (Alta Floresta, MT) que relataram ter tido
malaria de 3 dias até 2 anos e meio antes da coleta, mas que nao
apresentavam parasitas detectaveis a observacdo microscopica, no

momento da coleta das amostras.

e) 21 amostras de soros de pacientes com anticorpos heterdlogos,
sendo 7 com anticorpos para mononucleose infecciosa detectados por
imunofluorescéncia indireta com o antigeno de capsidio viral do virus

Epstein-Barr, 7 positivas para fator reumatéide medido por nefelometria e 7
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positivas para fator anti-ndcleo detectado por imunofluorescéncia indireta

com ceélulas HEp-2.

f) 100 de amostras de sangue de doadores saudaveis da Fundagao Pro-
Sangue/Hemocentro de S&o Paulo, SP, triados por ELISA para HIV-1 e 2,
HTLV 1/2, HBV (anticorpo anti-HBV e antigeno HBV), HCV; por VDRL e
ELISA para sifilis e por imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagao e ELISA
para doenca de Chagas. Esses eram os testes feitos no Banco de Sangue

em outubro de 1999, época em que as bolsas de sangue foram coletadas.

g) 30 amostras de pacientes com leishmaniose, sendo com 18 da forma
cutanea (LC) e 12 da mucocutanea (LMC). O diagndstico inicial foi
confirmado clinica e sorologicamente por teste de imunofluorescéncia
indireta e ELISA com antigeno de formas promastigotas de Leishmania

major-like.



Tabela 1. Caracteristicas parasitolégicas e epidemioldgicas dos pacientes e residentes em area endémica, estudados no
grupo de area endémica de malaria.

Subgrupos de malaria (n)

Procedéncia (n)

Malarias anteriores

Namero ° Tempo ” Espécie ° (%)
(mediana) (mediana)
Gota espessa negativa (38) MT (38) 1a60 (7) 3 dias a 2,5 anos P. falciparum (26)
(90 dias) P. vivax (58)
Gota espessa positiva (65)
[ ]
Primeiro episddio de malaria (20) PA (19) - - -
RO (1)
Episodios anteriores de malaria (21) PA (13) 2a 200 (2) 20 dias a 10 anos P. falciparum (10)
MT (8) (255 dias) P. vivax (43)
[ ]
Primeiro episodio de malaria (15) RO (6), MT (3) - - -
PA (1), AM (2),
Amazobnia Legal (1)
Nigéria (1), Costa do Marfim (1)
Episodios anteriores de malaria (15) MT (9) 2a20(9) 1a 11 meses P. falciparum (40)
RO (3) (225 dias) P. vivax (47)
PA (3)

@ Numero de episddios de malarias anteriores

b Tempo decorrido desde o ultimo episddio de malaria
° Espécie de plasmadio do ultimo episddio de malaria

197
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2.  .AsPecTos ETIicOSs DA PESQUISA

Parte das amostras de soro utilizada no estudo estava estocada no
Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do IMTSP e foi colhida,
mediante consentimento informado do paciente, para realizacdo de
pesquisas afins. O laboratério Fleury cedeu excedente das amostras
colhidas de pacientes da rotina, sendo que nenhuma amostra foi colhida
especialmente para este estudo. O laboratério preserva a identidade desses
pacientes, revelando apenas o resultado dos exames solicitados pelo
médico. A SUCEN (Superintendéncia de Controle de Endemias), Sao Paulo,
SP forneceu amostras de pacientes com atendidos no seu Ambulatério, que
estavam com parasitemia no momento da coleta. Segundo parecer da
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
FMUSP, nenhuma objecao deve ser feita a utilizagdo de material biolégico
estocado, originalmente colhido no contexto de pesquisas afins com o atual
projeto, desde que garantida a preservagdo rigorosa do anonimato dos
individuos originariamente envolvidos e a conservacdo e utilizagéo
eticamente corretas do material, bem como das informagdes obtidas a partir
dele. Todas as amostras de sangue que foram coletadas no presente projeto
obedeceram aos critérios estabelecidos pela resolugdo n°. 196, de 10 de

outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude.
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Este estudo foi aprovado pelos comités de ética (CAPPesq) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e do Instituto de

Medicina Tropical de Sao Paulo.

3. OBTENGAO DE ANTIGENOS PARA O DOT-ELISA

3.1. TRYPANOSOMA CRUZI

Dois diferentes antigenos de T.cruzi foram empregados no Dot-
ELISA-Multi: Extrato Alcalino de Epimastigota (EAE) e antigeno de secregéo
e excregcdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (TESA). Os antigenos
foram cedidos gentilmente pela Profa. Eufrosina S. Umezawa e produzidos
no Laboratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o

Paulo.

3.1.1. PREPARO DO ANTiGENO EAE

As formas epimastigotas da cepa Y foram cultivadas em meio LIT
(liver infusion triptose serum medium), preparado com infusdo de figado,

triptose, soro bovino fetal, solugdo de hemoglobina, glicose e sais. Depois de
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adicionar hemoglobina, toda a mistura foi filtrada e aquecida a 68°C por uma
hora. Os epimastigotas obtidos da cultura foram lavados e incubados com
NaOH 0,3 N e mantidos por 18 horas a 4°C e neutralizados (pH 7,4) com
solugdo de HCI 0,3 N. Os residuos insoluveis foram removidos por
centrifugacédo (Hoshino-Shimizu et al., 1978; Lissaldo et al., 1994; Umezawa
et al., 1996b). A quantificacdo de proteinas foi feita usando o método Macro-
BCA (bicinchoninic acid) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA),

conforme protocolo do fornecedor.

3.1.2. OBTENGCAO DO ANTIGENO TESA

Para a obtencdo do antigeno TESA, células LLC-MK, foram
infectadas com 5 x 10° formas tripomastigotas de T.cruzi cepa Y, incubadas
durante quatro dias, lavadas duas vezes e re-incubadas por 18 a 20 horas, a
37°C em 5% de CO,, em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
USA) contendo ou ndo 2% de soro fetal bovino. O sobrenadante obtido,
contendo 10 x 10° formas tripomastigotas por mL, foi centrifugado a 2.800 x
g por 10 minutos a 4°C, filtrado em membrana de acetato celulose (0,20 um)
e estocado a —70°C (Umezawa et al., 1996a, 2001). A dosagem de proteinas
no antigeno TESA sem soro fetal bovino foi feita usando o método Micro-
BCA (bicinchoninic acid) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA),

conforme protocolo do fornecedor.
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3.2. TREPONEMA PALLIDUM

O extrato antigénico de T. pallidum foi cedido gentilmente por Elaine
Antunes de Lemos e produzido no Laboratério de Soroepidemiologia e

Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

3.2.1. PREPARO DO ANTiIGENO (TP-ZW)

A extragdo do antigeno Tp-Zw foi realizada de acordo com
procedimento descrito (Lemos, 2002; Alderete et al., 1985). A cepa Nichols
de T.pallidum foi mantida por passagens seriadas em testiculos de coelhos
que receberam em cada testiculo 1,0 mL de suspensao de treponemas, com
boa mobilidade e sem contaminagdo bacteriana. Apds inoculagdo cada
animal recebeu uma dose intramuscular de 0,2 mL do imunossupressor
Depo®medrol (The Upjohn Co. Michigan, EUA). Apés 10 dias de inoculagao,
os animais foram sacrificados e os testiculos retirados em condicbes
assépticas, lavados com solugao fisioldgica estéril, transferidos para frascos
de vidro e cortados em pedagos menores. A retirada do treponema foi
realizada a 37°C, com solugdo de PBS (solugdo salina tamponada com
fosfatos, 0,01 M, pH 7,2) estéril, contendo 10% de soro normal de coelho
onde foi observada em microscopia de campo escuro a quantidade de

treponemas viaveis. Testiculos com rendimento inferior a 80 treponemas por
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campo (400x) foram descartados. As solugdes utilizadas foram centrifugadas
a 2.300 x g, por 10 minutos, a 4°C, para retirada de restos celulares. Parte
da suspenséao de treponemas foi utilizada na inoculagao de novos coelhos e
o restante centrifugado a 8.200 x g por 30 minutos a 4°C, lavado duas vezes
com PBS e o sedimento final armazenado em freezer —70°C até o uso. O
extrato antigénico de T.pallidum foi obtido através da extragcdo com
Zwittergent® (Calbiochem Co, La Jolla, CA, USA). Os sedimentos dos
treponemas, provenientes de um total de 8 coelhos infectados, foram
ressuspensos em 5 mL de PBS contendo 1mM do inibidor de proteases
fluoreto de fenilmetilsulfonila (phenylmethyl sulfonyl fluoride — PMSF) (Sigma
Chemical CO, St Louis, MO, USA). Apés homogeneizagao, a suspensao foi
centrifugada a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de PBS contendo 1 mM
de PMSF acrescido de 0,97 uL de Zwittergent®a 10% em PBS. Adicionou-se
1,7 mL de PSF contendo 1mL de PMSF e centrifugou-se a 15.000 x g, por
30 minutos, a 4° C. O processo de extracao foi repetido por mais duas vezes
sendo o sobrenadante dialisado em membrana benzoilatada (D-7884, Sigma
Chemical CO, St Louis, MO, USA) por 24 horas, com trés trocas de PBS.
Para a dosagem das proteinas utilizou-se o método Bio-Rad Dc Protein
Assay Reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), fundamentado

na metodologia descrita por Lowry et al. (1951).
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3.3. PLASMODIUM FALCIPARUM E PLASMODIUM VIVAX

Para a pesquisa de anticorpos para malaria, foram empregados

antigenos de P. falciparum e de P. vivax.

3.3.1. MANUTENGAO DE P. FALCIPARUM

A cepa ADA, isolada no estado de Rondbénia de um paciente cujo
nome & Adalberto, em 1982, de P. falciparum é mantida no Laboratério de
Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical por
cultivo in vitro (Trager e Jensen, 1976) e por congelamento em Nitrogénio

(N2) liquido.

Os eritrécitos infectados por P. falciparum foram descongelados em
banho-maria a 37° C, por 2 minutos, e colocadas em tubo estéril. Para cada
1 mL de células congeladas, adicionou-se 0,2 mL de NaCl 12%, sob
agitacado. Apds 5 minutos em repouso, adicionaram-se 10 mL de NaCl 1,6%
com uma agulha de 21 G (1 a 2 gotas/ segundo). O material foi centrifugado
a 1.500 x g por 10 minutos e o sedimento foi ressuspenso com 10 mL de
NaCl 0,9% e dextrose 0,2%. Apdés nova centrifugacdo, o sedimento de

eritrocitos foi adicionado ao meio de cultura, para recuperacéo dos parasitos.
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Os parasitos foram cultivados assincronicamente em hemacias
humanas do grupo O, Rh positivo, em placas de Petri contendo 8 mL de
meio RPMI 1640 suplementado com glicose, hipoxantina, bicarbonato de
sodio, tampao Hepes, gentamicina e soro humana A, Rh positivo. Apos
acertar-se o hematocrito para 4%, as placas foram incubadas a 37°C, em
dessecadores com tensdo de 5% de CO,. Os meios de cultura foram
trocados diariamente. Quando a parasitemia alcangcou um minimo de 4%, ou

a cada trés dias, foi feito o repique para duas novas placas de Petri.

Quando a parasitemia atingiu niveis acima de 10%, com
predominadncia de formas em anel, os eritrocitos de cultivo foram
centrifugados e para cada 1 mL de sedimento adicionou-se 0,34 mL de
glycerolyte na velocidade de uma gota/ segundo, sob leve agitagdo. Apds 5
minutos em repouso, adicionou-se mais 1,36 mL de glycerolyte, nas mesmas
condicdes anteriores. O produto final foi dividido em aliquotas de 1 mL em
ampolas de congelamento e, apds 18 horas a -80° C, foi armazenado em

botijao com N liquido.

3.3.2. PREPARO DO EXTRATO ANTIGENICO SOMATICO DE P.

FALCIPARUM (PF-2ZW)

Quando a parasitemia alcangou no minimo 10%, com predominéancia

de esquizontes, as culturas foram centrifugadas a 1.500 x g, por 10 minutos,
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para a separagao das hemacias. Apos lavagens por duas vezes com PBS,
as hemacias foram lisadas pela adicdo de saponina (Merck, Darmstadt, FR,
Germany) a 0,04% em PBS (Hall et al., 1983). Ap6s homogeneizar e
incubar por 20 minutos a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a
3.000 x g a 4°C por 15 minutos, para separagdo dos plasmddios. Apds
lavagens por trés vezes com PBS, o sedimento foi processado

imediatamente para extragdo dos componentes antigénicos.

Antigenos somaticos foram extraidos com detergente anfétero
Zwittergent® a 2% em PBS contendo os seguintes inibidores de proteases:
aprotinina (50 ug/mL), leupeptina (1 ug/mL), antipaina (1 ug/mL) e PMSF (1

mM).

Aproximadamente, 100 mg (peso umido) de sedimento de parasitos
foram ressuspensos na solugdo de Zwittergent® a 2% em PBS com os
inibidores de proteases e submetidos a uma homogeneizagdo com pipeta
Pasteur até total dissolugdo, observada visualmente. Em seguida,
centrifugou-se por 30 minutos, a 14.000 x g, 4°C. O conteudo protéico do
sobrenadante foi quantificado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951) e 0

antigeno aliquotado e estocado em N; liquido.
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3.3.3. OBTENGAO DO ANTIGENO DE P. vivax (PvMSP1,9)

A proteina recombinante derivada da regido C-terminal (19 kDa) da
Proteina 1 de Superficie do Merozoito de P.vivax (MSP149) foi expressa em
Escherichia coli a partir do vetor de expressao pET-14b em fusdo com cauda
de histidina (Hiss-MSP149) (Cunha et al., 2001; Rodrigues et al., 2003). A

concentragao protéica foi determinada pelo método de Bradford (1976).

O antigeno recombinante de MSP-119 de P. vivax (PvMSP149) foi
cedido gentilmente pela Profa. Dra. Irene da Silva Soares do Laboratério de
Parasitologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo.

4. TESTES UTILIZADOS COMO REFERENCIA

Para malaria, foram empregados testes ELISA com o0s mesmos
antigenos utilizados na técnica Dot-ELISA. As amostras de doencga de
Chagas foram ensaiadas pelo Western Blotting com antigeno TESA (TESA-
Blot). Para sifilis, utilizou-se o teste de imunofluorescéncia indireta (FTA-Abs,
Wama Diagnoéstica, Sdo Carlos, SP, Brasil), seguindo as instru¢des do

fabricante.
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4.1. ANTICORPOS ANTI-T. CRUZI

4.1.1. TESA-BLoT

Foi utilizado o teste de referéncia TESA-Blot (Umezawa, et al.,
1996a). O kit para realizagao do TESA-Blot foi produzido no Laboratério de
Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo, sendo cedido gentilmente por Elaine Antunes de Lemos, tendo sido

realizado de acordo com o procedimento padronizado.

Fitas de nitrocelulose contendo antigeno TESA (antigenos de
secrecao e excregao obtidos pelo cultivo de formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi) foram preparadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenga de SDS-PAGE seguida de transferéncia
eletroforética para membrana de nitrocelulose. Inicialmente, as tiras foram
incubadas por 1 minuto, sob agitagdo, com 1 mL de tampao TRIS 10 mM
(pH 7,4) contendo NaCl 154 mM (TRIS-NaCl) e proteinas do leite. Apds o
umedecimento das fitas, acrescentou-se 10 uL de soro puro ou 20 uL de
soro glicerinado (diluigdo 1/100) e incubou-se por 2 horas, a temperatura
ambiente, com agitagdo. Apos incubacéo, as tiras foram lavadas 5 vezes por
5 minutos, sob agitagdo, com tampao TRIS-NaCl. Em seguida, adicionou-se
1mL de conjugado anti-lIgG humana-peroxidase e incubou-se por 1 hora, nas

condigdes anteriores. Apos novo ciclo de lavagens, adicionou-se 1 mL de



54

solugdo cromogena (4-cloro-a-naftol 0,56 mM em tampao TRIS-NaCl
contendo 0,025% de H»05), incubou-se por 10 minutos, como anteriormente
e procedeu-se a duas lavagens rapidas com H,O destilada, para interromper
o desenvolvimento de cor. Apds a secagem das tiras, a positividade do teste
foi verificada visualmente pela presenca de bandas na regido de massa
molecular de 120 a 200 kDa. A presenca de bandas fora dessa regiao foi

considerada reacao negativa.

4.1.2. ANTICORPOS ANTI-T. PALLIDUM

4.1.2.1. FTA-ABs (“"FLUORESCENT TREPONEMAL ANTIBODY

ABSORPTION")

Para a determinacdo de anticorpos anti-Treponema pallidum nas
amostras de soro foi utilizado um Kit comercial (WAMA Diagndstica, Sao
Carlos, SP, Brasil), conforme instrugdes do fabricante. Os soros foram
inativados por 30 minutos, a 56°C, diluidos 1/5 em solugao absorvente
(Treponema cepa Reiter) e deixadas em repouso por 15 minutos. Apds as
ldaminas sensibilizadas atingirem a temperatura ambiente, uma gota de cada
controle e das amostras diluidas foi adicionada nas areas reativas das
laminas, que foram incubadas em camara umida por 30 minutos a

temperatura ambiente. Apds trés lavagens por cinco minutos com PBS, foi
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adicionada uma gota do conjugado anti-lgG humana-isotiocianto de
fluoresceina, incubaram-se as laminas em camara umida por 30 minutos a
temperatura ambiente, protegendo da luz e, em seguida, procedeu-se a
outro ciclo de lavagens. As areas reativas da lamina foram cobertas com
glicerina tamponada e laminula e observadas em microscopio de
imunofluorescéncia. De acordo com a intensidade de fluorescéncia, os
resultados foram classificados de + (intensidade fraca) a ++++ (intensidade

forte).

4.1.3. ANTICORPOS ANTI-P. FALCIPARUM E ANTI-P. VIVAX

4.1.3.1. TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) coM PF-Zw

Foi utilizada a técnica descrita por Sanchez et al. (1993). Placas Nunc
polysorp de fundo plano foram sensibilizadas com 100 puL do extrato
antigénico de Plasmodium falciparum a 5 ug/mL e incubadas por 2 horas a
37°C e 18 horas a 4°C em camara imida. Apos trés lavagens com PBS 0,01
M (pH 7,2) com Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as placas foram bloqueadas
com 200 uL de leite desnatado a 5% em PBS-T (PBS-TL-5%) e incubadas
por mais 2 horas a 37°C em camara Umida. Apds novo ciclo de lavagens,
foram adicionadas 100 uL das amostras de soro diluidas a 1/100 em leite

desnatado a 2% em PBS-T (PBS-TL-2%) as cavidades, em duplicata, com
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incubacdo de 40 minutos a 37°C em camara Umida. Apds lavagem, 100 L
do conjugado enzimatico anti-IgG humana-peroxidase, diluido em PBS-TL-
2%, foi adicionado e incubou-se por 40 minutos a 37°C em camara Umida.
Outro ciclo de lavagem foi realizado adicionando-se em seguida a solugéo
cromoégena (100 ulL/cavidade): 5 mg de ortofenilenodiamina (OPD) e 5 uL de
H20O, 30% em 12,5 mL de tampao citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0), por 30
minutos a 37°C, em local protegido da luz. A reagao foi interrompida com a
adicao de H,SO4 2N (50 ulL/cavidade). A leitura da reacgéo foi feita medindo a
absorbancia em leitora de placas de ELISA (Titertek Multiskan MCC340)
com filtro de 492 nm. Para cada amostra calculou-se o indice de reatividade
(IR) como a razédo entre a absorbéancia pelo limiar de reatividade do teste.
Foram consideradas reagentes as amostras que apresentaram IR igual ou

superior a 1.

4.1.3.2. TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) com PYMSP1,9

Foi utilizada a técnica descrita por Rodrigues et al., 2003 com
algumas modificagcdes baseadas no trabalho de Kudo et al., 2005. Placas de
poliestireno Costar 3590, High Binding, foram sensibilizadas com 4 pg/mL do
antigeno MSP-149 (50 L/ cavidade) diluido em tampéao carbonato 0,05M (pH
9,6), por 2 horas a 37°C e “overnight” a 4°C. Apds uma lavagem com PBS-T,

as placas foram bloqueadas com 200 puL PBS-TL-5% e incubadas por 2
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horas a 37°C em camara Umida. Apos trés lavagens, foram adicionadas 50
uL das amostras de soro diluidas a 1/100 em PBS-TL-5% as cavidades, em
duplicata, com incubacdo de 30 minutos a 37°C em camara Umida. Apos
lavagem, 50 puL do conjugado enzimatico anti-lgG humana-peroxidase
(Sigma 0170) diluido a 1/20.000 em PBS-TL-5% foi adicionado e incubou-se
por 30 minutos a 37°C em camara Umida. Apds outro ciclo de lavagem,
adicionou-se a solugao cromoégena (100 ulL/cavidade): OPD a 1 mg/mL em
tampao citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0) e 5 uL de H20, 30%, por 30 minutos a
37°C, em local protegido da luz. A reagao foi interrompida com a adicéo de
H,SO4 2N (50 ul/cavidade). A leitura da reagdo foi feita medindo a
densidade 6ptica em leitora de ELISA (Titertek Multiskan MCC340) com filtro
de 492 nm. Para cada amostra calculou-se o indice de reatividade (IR) como
a razao entre a absorbancia pelo limiar de reatividade do teste. Foram

consideradas reagentes as amostras que apresentaram IR = 1.

4.2. PADRONIZAGCAO DO DOT-ELISA

A padronizagdo do Dot-ELISA foi baseada na técnica descrita por
Pappas, 1998, com as modificagcdes que se mostraram necessarias. O Dot-
ELISA foi padronizado separadamente para cada um dos 5 antigenos

estudados.
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Nesta etapa de padronizagao, utilizaram-se 40 soros padréo e soros
de painel. O painel negativo constitui-se de 100 amostras de Banco de
Sangue e o painel positivo foi composto por 48 amostras para o teste com
Tp-Zw, 52 com TESA; 16 com EAE; 24 com Pf-Zw e 29 com PvMSP1q.

Essas amostras fazem parte da casuistica descrita no item 4.1.

Para selecionar os antigenos que forneciam os melhores resultados,
inicialmente, testaram-se dois extratos de PfZw, trés extratos de Tp-Zw e
sete lotes de TESA, sendo dois produzidos a partir de culturas de células em
RPMI sem soro fetal bovino e cinco de culturas em meio RPMI com soro
fetal bovino. Também, se testaram dois conjugados anti-lgG-peroxidase da

Sigma (A6029 e A0170) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA).

Definidos os antigenos e conjugado a serem empregados, foram
avaliadas as seguintes condicbes de reacgdo: concentragdo de antigeno,
diluicdo das amostras, diluigdo do conjugado, diluente de amostra e

conjugado; tempo de incubacgéo.

As tabelas 2 e 3 mostram as condicbes estudadas.



Tabela 2. Resumo das variaveis estudadas na padronizagao do Dot-ELISA.

Antigeno Diluicdo do antigeno pug/mL Diluigdo do soro Diluicao do conjugado anti-igG-peroxidase
Pf-Zw 26 — 52 — 104 — 207 1/50 1/200
415 - 830 - 1660 1/100 1/250
1/500
PvMSP1,4 3-5-11-22-43 1/100 1/200
87 —175-350 - 700 1/500
EAE 4-8-16-33-66 1/50 1/200
133 - 268 — 535 - 1070 1/100 1/250
1/500
TESA 20-40 1/50 1/200
1/100 1/250
1/500
Tp-Zw 6-12-25-50-100 1/50 1/200
200-400 - 800 1/100 1/250
1/500

6S



Tabela 3. Resumo das condi¢des estudadas na padronizagcéo do Dot-ELISA.

Condigoes Tempo incubagao Diluente Lavagens apos
(horas)
Sensibilizagao _ Carbonato-bicarbonato ® _
(antigeno) PBS
H,O miliQ
Bloqueio 0,5 PBS-TL 5% H>0 miliQ — 10 x (2 min)
1
2
Soro 0,5 PBS H>0 Milig — 3 x (2 min)
1 PBS-T® PBS-T — 2 x (2 min) + H,0 Milig — 1 x (2 min)
2 PBS-L 5% °©
PBS-TL 1%, 2%, 3%, 5%

Conjugado 0,5 PBS H>0 Milig — 3 x (2 min)
1 PBS-T PBS-T — 2 x (2 min) + H,0 Milig — 1 x (2 min)
2 PBS-L 5%

PBS-TL 1%, 2%, 3%, 5%

Substrato 0,5 Protocolo da Sigma H,0 MILIQ - 3 x (2 min)
1

@ Tampao carbonato-bicarbonato 0,05 M, pH 9,6
® PBS 0,001 M, pH 7,2 com 0,05% de Tween 20
° PBS-T com 5% de leite desnatado

09
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4.3. PADRONIZAGAO DO DOT-ELISA-MuLTI

Para a padronizagédo do Dot-Elisa-Multi utilizaram-se as condigdes de
reacdo que forneceram os melhores resultados de sensibilidade e
especificidade nos ensaios com os antigenos testados separadamente,
frente a padrdes positivos e negativos e amostras de painel, no Dot-ELISA.
Além disso, levou-se em consideracdo tempo de incubagdo menor e

facilidade na leitura visual da reacao.

A seguir descrevem—se as condi¢cdes de reagao que forneceram os

melhores resultados no Dot-ELISA-Multi.

a) Utilizaram-se membranas de nitrocelulose (0,2 upm; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) cortadas em tiras de 4 x 30 um, que foram
dotadas com 1uL de cada antigeno nas concentragdes de 104 ug/mL (P~
Zw); 175 ug/mL (PvMSP14g); 33 ng/mL (EAE); 40 pg/mL (TESA) e 800
ug/mL (Tp—Zw). Apds a sensibilizagdo as tiras ficaram por 1 hora a

temperatura ambiente.

b) As tiras foram bloqueadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e 5%
de leite desnatado (PBS-TM), por 1 hora a temperatura ambiente, com
agitacdo, sendo lavadas 10 vezes (2 minutos cada) em agua destilada, com
agitacdo. Posteriormente as fitas ficaram secando por 1 hora a temperatura

ambiente e foram estocadas a 4°C.
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c) Adicionou-se 0,6 mL das amostras, diluidas a 1/100 em PBS-TM, nas
cavidades do suporte de reagao contendo as membranas e incubou-se por 1
hora a temperatura ambiente, com agitacdo. Apds, as tiras foram lavadas 3

vezes (2 minutos cada), como anteriormente.

d) Adicionou-se 0,6 mL do conjugado anti-lIgG humana-peroxidase (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, USA), diluido a 1/500 em cada cavidade. Incubou-
se por 1 hora a temperatura ambiente e procedeu-se a outro ciclo de

lavagens como no item anterior.

e) Foi preparada uma solugdo mae do substrato contendo 30 mg de 4-
cloro-a-naftol (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) em 10 mL de metanol
absoluto e estocada a 4°C. Para a revelagao, adicionou-se 0,6 mL do
substrato diluido (2 ml de solugdo mae de substrato + 5 uL de H,O, 30% em
10 mL de PBS) em cada cavidade e incubou-se por 1 hora, procedendo-se a

novo ciclo de lavagens.

A figura 1 apresenta um modelo de tiras de nitrocelulose dotadas
com os antigenos empregados no Dot-ELISA-Multi. O desenvolvimento de
coloragao azul nas areas de reagao corresponde a teste positivo, enquanto

que auséncia de coloragéao indica teste negativo.



63

C 3 BAK 2K | 1

EAE TESA  Pv-MsSP1 _ Pf-Zw  Tp-Zw

C 2K ) ®|>2

Figura 1. Representagdo esquematica das rea¢cdes na membrana de nitrocelulose
sensibilizadas com EAE e TESA de T. cruzi, PvMSP1,9 de P. vivax, Pf-Zw
de P. falciparum e Tp-Zw de T. pallidum do Dot-ELISA-Multi. A tira 1
mostra reagdes positivas para os antigenos EAE, TESA, Pv-MSP-144 e Pf-
Zw. A tira 2 mostra reagdes positivas para EAE, TESA e Tp-Zw.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando os programas Sigma
Stat (Jandel Scientific) versdo 1.0, WinEpiscope 1.0 e Microsoft Excel. Os

niveis de significancia dos testes foram fixados aceitando um erro tipo 1 de

5% (o = 0,05).

A sensibilidade e especificidade dos testes foram calculadas usando a
féormula de Galen, 1980, sendo determinados intervalos de confianca de 95%
de probabilidade (IC 95%). A associagdo entre resultados e dados
epidemioldgicos foi avaliada pela correlagdo de Spearman. Para a
comparagao entre propor¢cdes empregaram-se os testes exato de Fisher ou
x?, conforme indicado. O grau de concordancia entre os resultados do Dot-

ELISA-Multi e dos testes de referéncia foi estimado pelo indice kappa (k).
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RESULTADOS

1. PADRONIZACAO DO DOT-ELISA

1.1. DoT-ELISA TESA

O conteudo protéico dos lotes de TESA produzidos a partir de culturas

sem soro fetal variou de 30 a 40 ug/mL.

Com os soros padrao positivos e negativos, o antigeno TESA, obtido
em meio com soro fetal bovino, apresentou reagao de mais facil visualizagao

quando utilizado puro.

A seguir, as condigbes que se mostraram mais adequadas no Dot-

ELISA estio descritas:

e Amostras de soro diluidas 1/100 e incubadas 1 hora, a temperatura

ambiente.

e Conjugado A6029 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) na dilui¢ao de

1/500 e 1 hora de incubagéo.
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e Revelagdo com substrato 4-cloro-a-naftol (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,

MO, USA) apés 1 hora de incubagao.

Nessas condigdes, a sensibilidade dos diferentes lotes variou entre

96% e 100%, em amostras de painel (tabela 4).

Tabela 4. Sensibilidade e especificidade com intervalos de confianca de
95% de probabilidade (IC 95%) de diferentes lotes de antigeno
TESA no Dot-ELISA, frente a soros positivos (N = 52) e negativos

(N =100).
Lote TESA Sensibilidade % Especificidade %
(1C 95%) (1C 95%)
Sem soro ?
278 96 (87 — 100) 99 (95 - 100)
279 98 (90 — 100) 99 (95 - 100)
Com soro ”
229 98 (90 — 100) 99 (95 - 100)
230 100 (93 — 100) 99 (95 - 100)
232 98 (90 — 100) 99 (95 - 100)
362 98 (90 — 100) 99 (95 - 100)
471 98 (90 — 100) 99 (95 - 100)

Antigeno TESA produzido a partir de culturas de células LLC-MK; infectadas com T.cruzi,
sem soro fetal bovino (a) e com 2% de soro fetal bovino (b).
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1.2. Dot-ELISA EAE

Nas condi¢gbes descritas no item anterior, o antigeno EAE forneceu
melhores resultados nas concentragdes 66, 33 e 16 ug/mL, com os soros
padrao positivos e negativos. Em amostras de painel, a sensibilidade foi de
100% nas trés concentragdes e a especificidade foi de 84%, 100% e 100%,

respectivamente (tabela 5).

Tabela 5. Sensibilidade e especificidade com intervalos de confiangca de
95% de probabilidade (IC 95%) do antigeno EAE no Dot-ELISA,
em diferentes concentragdes frente a soros positivos (N = 16) e
negativos (N = 100).

EAE (ng/ml) Sensibilidade % Especificidade %
(IC 95%) (IC 95%)
66 100 (79 —100) 84 (75 -91)
33 100 (79 —100) 100 (96 — 100)
16 100 (79 —100) 100 (96 — 100)

1.3. Dot-ELISA Tr-Zw

Em soros padrao positivos e negativos, verificou-se que os melhores

resultados foram obtidos com as concentragées de 800 (puro) e 400 ug/mL
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de antigeno Tp-Zw, nas mesmas condi¢des descritas no item 1.1. Em
amostras de painel (48 positivas e 98 negativas), a sensibilidade foi mais
elevada na concentracao de 800 ug/mL e a especificidade na de 400 pug/mL

(tabela 6).

Tabela 6. Sensibilidade e especificidade com intervalos de confianga de
95% de probabilidade (IC 95%) do antigeno Tp-Zw no Dot-
ELISA, em diferentes concentracdes frente a soros positivos (N =
48) e negativos (N = 98).

Tp-Zw (ug/ml) Sensibilidade % Especificidade %
(1C 95%) (IC 95%)
800 94 (83 - 99) 95 (89 —98)
400 90 (77 —97) 98 (93 — 100)

1.4. Dot-ELISA Pr-Zw

A partir dos testes com os soros padrédo positivos e negativos,
verificou-se que os melhores resultados foram obtidos com as
concentragbes de 104, 208 e 415 ug/mL de antigeno Pf-Zw, nas mesmas
condi¢cbes descritas no item 1.1. A tabela 7 apresenta os resultados de
sensibilidade e especificidade das quatro concentracbes de antigeno

selecionadas, testadas em amostras de painel, observando-se que indices
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mais elevados (sensibilidade = 96% e especificidade = 100%) foram obtidos

com 104 ug/mL de antigeno Pf-Zw.

Tabela 7. Sensibilidade e especificidade com intervalos de confianga de
95% de probabilidade (IC 95%) do antigeno Pf~-Zw no Dot-ELISA,
em diferentes concentracdes frente a soros positivos (N = 24) e
negativos (N = 100).

Pf-Zw (ug/mL) Sensibilidade % Especificidade %
(IC 95%) (IC 95%)
52 88 (68 — 97) 100 (96 — 100)
104 96 (79 —-100) 100 (96 — 100)
208 71 (49 -87) 74 (64 — 82)
415 63 (41 -81) 55 (45 - 65)

1.5. Dot-ELISA PVYMSP1,9

A partir dos testes com soros padrao positivos e negativos, verificou-
se que os melhores resultados foram obtidos com as concentragdes de 175,
350 e 700 pug/mL de antigeno PvMSP119 nas mesmas condigbes descritas
no item 1.1. Com 3, 5 e 11 ug/mL os soros padréo positivos apresentaram
resultados negativos, enquanto que com 22, 43 e 87 ug/mL, as amostras
foram reagentes, embora a coloragado do dot fosse bem menos intensa. Nao

houve diferenga entre as concentragcées de 175, 350 e 700 pug/mL, sendo
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escolhida 175 pg/mL de antigeno, que com as amostras de painel (29
positivas e 100 negativas) forneceu 93% de sensibilidade e 100% de

especificidade.

2. PADRONIZACAO DO Dot-ELISA-MULTI

No capitulo de Casuistica e Materiais e Métodos, no item 4.3
descrevem-se as condicbes de reagcao que forneceram os melhores

resultados no teste multiparamétrico.

2.1. SENSIBILIDADE E POSITIVIDADE DO DOT-ELISA-MULTI

2.1.1. ANTICORPOS ANTI-T. CRUZI

A sensibilidade (Cl 95%) do Dot-ELISA-Multi para os antigenos EAE e
TESA foi de 100% (93%-100%) nas 52 amostras de pacientes com a forma

cronica da doenga de Chagas (tabela 8).

Entre as amostras de pacientes com sifilis, duas reagiram com TESA
e EAE e uma com TESA. Essas trés amostras também reagiram no teste de

referéncia TESA-blot.
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Das amostras de pacientes com malaria, houve sete reagentes com
os antigenos de T. cruzi (quatro com TESA e trés com TESA e EAE), sendo
seis dessas amostras confirmadas pelo TESA-blot. Entre os soros de
individuos que relataram malarias anteriores, dois reagiram com TESA, um
com EAE e um com ambos os antigenos, sendo duas dessas amostras

confirmadas pelo TESA-blot.

2.1.2. ANTICORPOS ANTI-T. PALLIDUM

Nas 43 amostras de pacientes com sifilis, o Dot-ELISA-Multi
apresentou 88% (79%-98%) de sensibilidade para o antigeno Tp-Zw; as
cinco amostras ndo reagentes eram de pacientes com as formas latente
tardia (2), primaria (2) e terciaria (1). Todas as amostras de pacientes com
sifilis latente recente e secundaria reagiram com o antigeno Tp-Zw (tabela

8).

Nas amostras de pacientes com malaria, encontraram-se seis

amostras reagentes para Tp-Zw, sendo quatro confirmadas pelo FTA-Abs.

Nenhuma das amostras de pacientes com doenga de Chagas reagiu

com o antigeno Tp-Zw.
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2.1.3. ANTICORPOS ANTI-P. VIVAX E ANTI-P. FALCIPARUM

Nas 103 amostras de moradores em regido endémica para malaria, o
Dot-ELISA-Multi forneceu 81% (73%-88%) de positividade para PvMSP11q
elou Pf-Zw, sendo 70% (61%-79%) para PvMSP119 € 30% (21%-39%) para
Pf-Zw (tabela 8). Vinte e cinco amostras reagiram com ambos os antigenos
e 20 ndo reagiram com nenhum dos antigenos. Nenhuma das amostras de
pacientes com doenca de Chagas ou sifilis reagiu com os antigenos para

malaria.

2.2. EsPECIFICIDADE DO DOT-ELISA-MuLTI

A tabela 8 apresenta os resultados de especificidade.

As 21 amostras de pacientes com anticorpos heterdlogos estudadas no
Dot-Elisa-Multi foram n&o-reagentes para os cinco antigenos empregados,

obtendo-se uma especificidade de 100% (84%-100%).

Entre as 100 amostras de doadores de sangue, houve uma amostra
que reagiu com TESA no Dot-ELISA-Multi, que foi ndo reagente no teste de
referéncia TESA-blot. Com os demais antigenos, as 100 amostras foram

nao-reagentes. Deste modo, a especificidade do teste foi de 99% (95%-
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100%) com TESA e 100% (96%-100%) com os outros quatro antigenos

utilizados no Dot-ELISA-Multi.

Entre as amostras de pacientes com leishmaniose, quatro (LMC =3 e
LC = 1) reagiram com os antigenos TESA e EAE. Esses quatro soros
reagiram no TESA-Blot. Com os demais antigenos ndo houve reatividade.

Estas amostras ndo foram consideradas no calculo da especificidade do

teste.

Tabela 8. Desempenho diagnostico do Dot-ELISA-Multi para detecgao de
anticorpos IgG especificos anti-T. cruzi, anti-T. pallidum, anti-P.
vivax e anti-P. falciparum. Os resultados s&o apresentados em

numero de pacientes positivos (n) e sensibilidade ou positividade
(%).

Dot-ELISA-Multi n (%)
Amostras (n)

TESA EAE Tp-Zw PvMSP1,4 Pf-Zw

Doenca de 52 (100) 52 (100) 0 (0) 0(0) 0(0)
Chagas (52)

Sifilis (43) 3(7) 2(5) 38 (88) 0 (0) 0 (0)
Malaria (103) 10 (10) 5 (5) 6 (6) 72 (70) 31 (30)
Doadores de 1(1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
sangue (100)

Anticorpos
heterélogos (21) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0)

Leishmaniose (30) 4 (13) 4 (13) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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2.3. DOT-ELISA-MULTI X TESTES UTILIZADOS COMO REFERENCIA

2.3.1. ANTICORPOS ANTI-T. CRUZI

Comparando-se a positividade do Dot-ELISA-Multi com os antigenos
de T. cruzi com a positividade do TESA-blot, verificou-se que das 66
amostras reagentes com o antigeno TESA no Dot-ELISA-Multi, 63 foram
confirmadas no TESA blot; destas 59 foram reagentes no Dot-ELISA-Multi
com EAE. Em relagdo ao TESA-blot, foi observado um nivel muito bom de
concordancia para os antigenos TESA (k= 0,964) e EAE (k= 0,987) no Dot-

ELISA-Multi.

2.3.2. ANTICORPOS ANTI-T. PALLIDUM

Comparando-se a positividade do antigeno Tp-Zw no Dot-ELISA-Multi
com a positividade do FTA-Abs, verificou-se que das 47 positivas no teste de
referéncia, cinco amostras foram negativas no Dot-ELISA-Multi e das 44
positivas neste ultimo teste, duas foram negativas no FTA-Abs. A

concordancia entre os testes foi de k= 0,895.
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2.3.3. ANTICORPOS ANTI-P. VIVAX E P. FALCIPARUM

Comparando-se a positividade dos antigenos Pf-Zw e PvMSP149 no
Dot-ELISA-Multi com a positividade desses mesmos antigenos no teste de
referéncia ELISA, verificou-se que, com Pf-Zw apenas 57% (31 em 54) das
amostras que reagiram no teste de referéncia foram reagentes no Dot-
ELISA-Multi. Com PvMSP149, 96% (72 em 75) das amostras reagiram por
ambos os testes. Em relacdo ao PvMSP14g, foi observado um nivel muito

bom de concordancia (k= 0,960) e para Pf-Zw, um bom nivel de

concordancia (k= 0,672).

2.4. DoOT-ELISA-MULTI NOS SUBGRUPOS DE MALARIA

A tabela 9 apresenta os resultados obtidos nos subgrupos de malaria.
O Dot-ELISA-Multi PvMSP149 apresentou 90% (77%-97%) de sensibilidade
para as amostras de pacientes com parasitemia por P. vivax; enquanto que
nas amostras de pacientes com P. falciparum o Dot-ELISA-Multi Pf-Zw
mostrou 47% (28%-66%) de sensibilidade. No total, para as 65 amostras de
pacientes com P. vivax e/ou P. falciparum, a sensibilidade do Dot-ELISA-
Multi PvMSP149 e/ou Pf-Zw foi 75% (63%-85%). Nas amostras de individuos
com gota espessa negativa e relato de malarias anteriores, o Dot-ELISA-

Multi apresentou 92% (79%-98%) de positividade, sendo 34% (20%-
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51%) para Pf-Zw e 76% (60%-89%) para PvMSP1;:9. Nas amostras
de pacientes com infeccdo por P. vivax e sem relato de malarias anteriores,
0 Dot-ELISA-Multi apresentou 85% (62%-97%) de sensibilidade, sendo 5%
(0%-25%) para Pf-Zw e 85% (62%-97%) para PvMSP149. Nas amostras de
pacientes com malaria por P. vivax com relato de malarias anteriores, o Dot-
ELISA-Multi apresentou 100% (84%-100%) de sensibilidade, sendo 33%
(15%-57%) para Pf-Zw e 95% (76%-100%) para PvMSP149. Nas amostras
de pacientes com P. falciparum e sem relato de malarias anteriores, o Dot-
ELISA-Multi apresentou 27% (8%-55%) de sensibilidade, sendo 13% (2%-
40%) para Pf-Zw e 13% (2%-40%) para Pv-MSP149. Nas amostras de
pacientes com malaria por P. falciparum com relato de malarias anteriores,
obteve-se 87% (60%-98%) de sensibilidade, sendo 67% (38%-88%) para

PvMSP119 € 80% (52%-96%) para Pf-Zw.

A sensibilidade do teste ELISA Pf-Zw em amostras de pacientes que
tinham seu primeiro episédio de malaria, quer por P. vivax ou P. falciparum,
foi significativamente menor que nas amostras de pacientes que haviam tido
episédios anteriores de malaria. Por outro lado, o Dot-ELISA-Multi Pf-Zw
apresentou sensibilidade significantemente maior apenas nas amostras de
pacientes que haviam apresentado episoédios anteriores de malaria com
parasitemia por P. falciparum. Ambos os testes mostraram sensibilidade
semelhante com o antigeno for PvMSP119 nas amostras de pacientes com
parasitemia, independentemente se era o primeiro episddio de malaria ou

nao (tabela 10).



Tabela 9. Desempenho diagnéstico do Dot-ELISA-Multi na detecgao de anticorpos IgG especificos anti-P. vivax e anti-P.
falciparum. Os resultados sdo apresentados em numero de pacientes positivos (n) e sensibilidade ou positividade

(%).
Dot-ELISA-Multi n (%) Testes de Referéncia n (%)
Subgrupos de malaria (n) PF-Zw PVMSP1,,  Pf-Zw elou ELISA Pf- ELISA ELISA Pf-Zw elou
PVMSP119 Zw PVMSP119 PVMSP119
Gota espessa neaativa (38) 13(34) 29(76) 35(92) 29%(76) 32*(84) 37(97)
Gota espessa positiva (65) 18(28) 43(66) 49(75) 25%(38) 44*%(68) 50(77)
. )** 8(20) 37(90) 38(93) 14(34) 37(80) 37(90)
Primeiro episodio de malaria (20) 1(5) 17(85) 17(85) 2(10) 17(85) 17(85)
Episodios anteriores de malaria 7(33) 20(95) 21(100) 12(57) 20(95) 20(95)
(21
. ko 14(47) 12(40) 15(50) 16(53) 13(43) 19(63)
Primeiro episédio de malaria (15) 2(13) 2(13) 4(27) 3(20) 3(20) 5(33)
Episédios anteriores de malaria 12(80) 10(67) 13(87) 13(87) 10(67) 14(93)
(15)

e " Nos testes de referéncia para anticorpos anti-P. vivax e anti-P. falciparum, 43 amostras reagiram com ambos os antigenos e 16 amostras nao
reagiram com nenhum dos dois antigenos.
e ** Seis amostras de pacientes com infecgdo mista por P. vivax e P. falciparum foram consideradas nos grupos de P. vivax e de P. falciparum.

LL



Tabela 10. Sensibilidade (%) do ELISA e Dot-ELISA-Multi para anticorpos

falciparum e/ou P. vivax

IgG em pacientes com infeccao por P.

Plasmodium vivax

Plasmodium falciparum

Teste Primeiro Episodios p°? Primeiro Episodios p°
episédio % anteriores % episoédio % anteriores %
ELISA Pf-Zw 5 50 0,005%* 14 90 0,001%*
ELISA PvMSP1, 84 94 0,608 14 50 0,085
Dot-ELISA-Multi Pf-Zw 5 19 0,312 14 80 0,003*
Dot-ELISA-Multi PYvMSP1,, 84 94 0,608 7 50 0,050

@ Teste exato de Fisher
* p < 0,05 - diferenga estatisticamente significante.

8L
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2.5. RELAGCAO ENTRE ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTI-P. VIVAX E ANTI-

P. FALCIPARUM E VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS

As amostras de pacientes com gota espessa negativa e que haviam
relatado episddios anteriores de malaria foram analisadas de acordo com a
espécie Plasmodium envolvida no ultimo episddio (tabela 11). Amostras de
pacientes que tinham tido o ultimo episddio de malaria por P. vivax
apresentaram associagao negativa entre o tempo decorrido desde o ultimo
episodio de malaria e resultados do ELISA PvMSP149 (p = 0,00) e do Dot-
ELISA-Multi PvMSP149 (p = 0,00); enquanto que associagdo positiva foi
observada entre o numero de episddios de malaria e resultados do ELISA
Pf-Zw (p = 0,00) e Dot-ELISA-Multi P-Zw (p = 0,00). Individuos que tinham
tido ultimo episédio de malaria por P. falciparum apresentaram associacao
positiva somente entre os resultados do Dot-ELISA-Multi Pf-Zw com o
numero de episddios de malaria (p = 0,00). Quando o ultimo episédio foi
causado por P. falciparum, nao houve associacdo nem no Dot-Elisa-Multi,

nem no ELISA, com o antigeno PvMSP149 (p > 0,5).
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Tabela 11. Associacdo entre testes sorologicos e dados epidemiologicos
em amostras de pacientes com gota espessa negativa e relato
de malarias anteriores.

Ultimo episédio P. vivax Ultimo episédio P. falciparum

Antigeno r p r p
Pv-
MSP1,4

ELISA x -0,17 0,44 0,21 0,54
Numero

ELISA x -0,68 0,00 -0,43 0,20
Tempo

Dot- -0,31 0,14 0,00 1,00
ELISA-

Multi x

Numero

Dot- -0,60 0,00 -0,38 0,26
ELISA-

Multi x

Tempo

Dot- 0,65 0,00 0,87 0,00
ELISA-

Multi x

ELISA

Antigeno
Pf-Zw

ELISA x 0,71 0,00 0,68 0,25
Numero

ELISA x -0,05 0,82 -0,42 0,21
Tempo

Dot- 0,62 0,00 0,80 0,00
ELISA-

Multi x

Numero

Dot- 0,27 0,20 -0,34 0,33
ELISA-

Multi x

Tempo

Dot- 0,65 0,00 0,84 0,00
ELISA-

Multi x

ELISA

Numero = niumero de episédios de malaria; Tempo = tempo decorrido desde o ultimo
episddio de malaria; p < 0,05 = associagao significante entre os parametros. Os dados
epidemioldgicos referem-se ao tempo decorrido desde o ultimo episddio de malaria e ao
numero de episddios em amostras de individuos com gota espessa negativa de dois
grupos de moradores de areas endémicas, de acordo com a espécie de Plasmodium
relatada no ultimo episédio de malaria.
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DiscussAo

Neste estudo, desenvolveu-se um teste imunoenzimatico rapido,
simples, sensivel e especifico para deteccdo de anticorpos contra P.
falciparum, P. vivax, T. cruzi e T. pallidum. Essa multiplicidade do teste
permite aplica-lo em estudos epidemioldgicos. (Eamsobhana et al., 2004). E
um teste qualitativo em que se podem utilizar varios antigenos em unico

ensaio levando a redugao de reagentes e amostras.

A padronizacdo do Dot-ELISA separadamente para cada um dos
antigenos estudados permitiu a determinagdo das melhores condi¢cbes de
reacao, que foram sendo adequadas umas as outras a fim de se obter uma
condicdo geral para o teste multiparamétrico. Na escolha das condigbes de
reacao, levou-se em conta, além da sensibilidade e especificidade, a

visualizacéo da reacao.

Comparando-se os testes Dot-ELISA e Dot-ELISA-Multi, quanto aos
niveis de sensibilidade e especificidade para um mesmo antigeno, verifica-
se que houve discrepancia entre os valores encontrados para a
sensibilidade. Este fato foi devido a casuistica utilizada, pois nos ensaios
separados com cada antigeno, empregaram-se soros padrao € um numero
menor de amostras de painel, enquanto que no ensaio multiparamétrico foi
testado um numero maior de amostras de painel. Esta diferenga ocorreu
principalmente com os antigenos de Plasmodium para cuja padronizagao

nos ensaios separados empregaram-se amostras com sorologia positiva
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pelo teste ELISA com os respectivos antigenos, o que n&o ocorreu no teste
multiparamétrico em que o critério de inclusao foi a gota espessa positiva ou

o relato de malarias anteriores.

Nenhum dos soros de pacientes com anticorpos heterélogos e de
individuos doadores de sangue reagiu com os antigenos EAE, Pv-MSP1 g,
Pf-Zw e Tp-Zw no Dot-ELISA-Multi, nas condicbes padronizadas. Apenas
uma amostra de doador de sangue reagiu com antigeno TESA. Portanto, o
antigeno EAE foi mais especifico que o TESA no Dot-ELISA-Multi, no grupo
de doadores de sangue, provavelmente porque, no Banco de Sangue, as
amostras de doadores haviam sido previamente triadas com testes que
empregam formas epimastigotas de T. cruzi, mas ndo com TESA, que € um
antigeno liberado por formas tripomastigotas em cultura. TESA e EAE
possuem determinantes antigénicos diferentes; a maioria das moléculas
liberadas ao meio de cultura pelas formas tripomastigotas pertence a sua
superficie, enquanto que moléculas comuns aos dois antigenos nao sao de

superficie (Umezawa et al., 2001).

A reatividade de uma fragdo complexa, como € o caso do TESA,
depende da técnica empregada, como foi observado com outros antigenos
(Umezawa et al., 1996a, b). Deste modo, a reatividade cruzada de alguns
soros com determinado antigeno, pode ser evitada empregando-se técnicas
diferentes, como ocorre com o antigeno TESA que ndo reage com soros de
pacientes com leishmaniose pela técnica de WB (Umezawa et al., 2001),

embora possa reagir nos testes ELISA e Dot-ELISA.
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Em relacdo as amostras de pacientes com malaria ou sifilis que
reagiram com TESA e/ou EAE no Dot-ELISA-Multi e que foram confirmadas
pelo TESA-Blot, ndo é possivel afirmar com seguranga que se trate de casos
de doenca de Chagas, embora se saiba da alta especificidade do TESA-Blot
(Umezawa et al., 1996a; Neto et al., 2005; Frade, 2005), das formas de
transmissdo em comum e da sobreposicdo das areas de transmissdo. A
regido Amazoénica, além de concentrar mais de 99% dos casos de malaria
registrados no pais, apresentou entre 1998 e 2005, um aumento de 1,5%
para 13,3% de casos de sifilis congénita notificados. Além disso, a regido
possui palmeiras de diversas espécies, habitats frequentes de triatomineos,
transmissores da doenca de Chagas, em areas silvestres. (Boletim
epidemiologico, AIDS e DST, 2006; Ministério da Saude, malaria, situagao

da doenga no Brasil, 2006).

A ocasional presenca de doenca de Chagas nos individuos com
leishmaniose, que reagiram com antigenos de T. cruzi no Dot-ELISA-Multi e
foram confirmadas pelo TESA-Blot, € desconhecida e possivelmente
improvavel. Porém, essa “possivel’” falsa positividade atribuida a
leishmaniose devera ser mais bem investigada, pois ndo se conhece o

histérico desses pacientes em relacdo a doenca de Chagas.

Em relagdo ao antigeno Tp-Zw no Dot-ELISA-Multi, das seis amostras
de individuos com histérico de malaria que apresentaram reagao, quatro
reagiram com o FTA-Abs. Sabe-se que na malaria, podem ocorrer falso-

positivos em testes nao-treponémicos para sifilis (Rotta, 2005). Embora no
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Dot-ELISA-Multi ndo tenham sido empregados antigenos lipidicos, a
especificidade dessas amostras devem ser mais bem interpretadas.
Segundo alguns autores, testes de hemaglutinacdo e WB podem ser
aplicados como confirmatérios nessas amostras (Sambri et al, 2001, Rotta,

2005).

Os dados deste trabalho confirmam estudos prévios com as técnicas
TESA blot (Umezawa et al., 1996a, b) e ELISA (Umezawa et al., 2001),
mostrando 100% de sensibilidade para o Dot-ELISA-Multi com TESA em
amostras de pacientes com doenca de Chagas na fase cronica. O antigeno
TESA, para emprego no teste ELISA, deve ser obtido a partir de meio de
cultura sem soro fetal bovino (Umezawa et al., 2001). Por outro lado, no Dot-
ELISA-Multi obteve-se maior sensibilidade com os antigenos TESA, obtidos

a partir de culturas em RPMI com soro fetal bovino a 2%.

O Dot-ELISA-Multi apresenta algumas vantagens, quando comparado
ao Western blotting, pois seu custo € menor, € de mais facil execugao,
dispensando o SDS-PAGE e a transferéncia eletroforética para membranas
de nitrocelulose. Além disso, pequenas quantidades de antigeno sao
suficientes para sensibilizacdo da membrana de nitrocelulose e a técnica
nao requer equipamentos caros ou sofisticados (Noya e Alarcon de Noya,

1998).

Em relacdo as amostras de pacientes com sifilis, o Dot-ELISA-Multi

apresentou 100% de sensibilidade em amostras de pacientes com as formas
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latente recente e secundaria. Este resultado esta de acordo com o obtido em
outros testes treponémicos (Larsen et al., 1995; Marangoni et al., 2000;
Castro et al., 2003), que, geralmente, dao resultados positivos devido a
grande variedade de anticorpos contra os componentes antigénicos do T.
pallidum (Lemos, 2002), que se observam nos soros dos pacientes nessas

fases da sifilis.

As cinco amostras de sifilis ndo reagentes pelo Dot-ELISA-Multi,
apresentavam reagdes de baixa intensidade de fluorescéncia (+1) no FTA-
Abs, condicdo em que o teste de referéncia possui baixa especificidade
(Larsen et al., 1986). Essas amostras nao-reagentes apresentaram menos
de trés bandas imunodominantes no Western blotting para pesquisa de
anticorpos IgG anti-T. pallidum (dados n&o apresentados). De acordo com
alguns autores, o Western blotting deve ser considerado positivo quando trés
ou quatro dos antigenos com massa molecular de 15,5; 17, 44,5 e 47 kDa
sdo detectados (Byrne et al., 1992, Backhouse e Nesteroff, 2001). Para
outros autores, amostras reativas para pelo menos uma das bandas
imunodominantes TpN47, Tp17 ou TpN15 devem ser consideradas positivas

(Lemos, 2002).

A amostragem de sifilis primaria e secundaria estudada foi muito
pequena para se tirar conclusdes quanto a sensibilidade do Dot-ELISA-Multi
nessas fases da doenca. Apesar disso, sabe-se que na sifilis primaria, a

sensibilidade de testes cardiolipinicos e treponémicos, como hemaglutinagao
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e FTA-Abs, é baixa, em torno de 44-76%, 50-83% e 75-92%,

respectivamente (Goh, 2005).

Considerando-se a utilizagdo do Dot-ELISA-Multi para triagem de
doadores de banco de sangue, a sensibilidade encontrada de 88%, para
sifilis, esta aquém do desejavel, porém deve-se salientar que as amostras de
soro empregadas fazem parte de um painel de soroteca e encontravam-se
glicerinadas, o que pode ter afetado a sua reatividade com o Tp-Zw. Deste
modo, o proximo passo sera a aplicagdo do ensaio em amostras frescas.
Porém, ndo se deve esquecer que um ponto critico no diagndstico da sifilis

sao os baixos titulos de anticorpos especificos observados.

Como era de esperar, nas amostras do grupo de malaria, a
positividade do Dot-ELISA-Multi foi maior para o antigeno PvMSP149 (p <
0,0001), pois P. vivax € a espécie mais prevalente no Brasil (OMS, 2005). A
positividade do ELISA Pf-Zw foi significantemente maior (p = 0,002) que no
Dot-ELISA-Multi Pf-Zw. Porém, 70% das amostras ndo reagentes no teste
multiparamétrico eram de pacientes que tinham tido o ultimo episédio de
malaria por P. vivax. Além disso, em amostras de individuos com gota
espessa negativa, 88% das amostras negativas no Dot-ELISA-Multi Pf-Zw
foram reagentes no Dot-ELISA-Multi Pv-MSP149 e as outras trés amostras
eram de individuos que tinham tido o ultimo episédio de malaria ha mais de

um ano (P. falciparum) ou dois (P. vivax) da coleta.
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Como ja havia sido verificado por outros autores (Soares et al., 19993;
Morais et al.,, 2005), uma propor¢ao significante de individuos expostos
naturalmente a malaria, mas sem parasitemia, apresentaram anticorpos IgG
especificos contra PvMSP149, como detectado no Dot-ELISA-Multi (76%) e
ELISA (84%). Entretanto, a persisténcia desses anticorpos ainda € uma
questdo que deve ser mais bem estudada. Utilizando outro recombinante
produzido em bactéria, baseado no PvMSP149 (GST-ICB10), Soares et al.
(1999a), verificaram que os titulos de anticorpos diminuiam de um modo
relativamente rapido, apés o tratamento. Contudo, alguns autores tém
mostrado que anticorpos especificos contra PvMSP149 permanecem por

longo periodo de tempo apds a infecgdo (Lim et al., 2004).

Nao foi observada associacao entre o numero de episoddios de malaria
e a reatividade ao antigeno PvMSP1, pois esta ja é elevada nos pacientes
que estdo com malaria pela primeira vez. Por outro lado, foi observada uma
associagao negativa entre a reatividade ao antigeno PvMSP149 € 0 tempo
decorrido desde o ultimo episédio de malaria por P. vivax, mas nao por P.
falciparum, confirmando a alta especificidade do PvMSP19 (Rodrigues et al.,
2003; Morais et al., 2005). Os resultados do Dot-ELISA-Multi Pf-Zw
mostraram uma associag¢ao positiva com o numero de episddios de malaria,
independentemente da espécie envolvida no ultimo episddio, sugerindo uma
reatividade cruzada entre o antigeno Pf-Zw e os anticorpos produzidos nas

infecgdes por P. vivax.
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O Dot-ELISA-Multi PvMSP149 apresentou 90% de sensibilidade em
pacientes com gota espessa positiva para P. vivax. Trés das quatro
amostras nao-reagentes eram de pacientes que tinham malaria pela primeira
vez 0 que pode refletir que um atraso no switch de IgM para IgG. Entre
pacientes com gota espessa positiva para P. falciparum, os resultados foram
bem diferentes, pois a baixa sensibilidade do Dot-ELISA-Multi Pf-Zw (47%)
foi devida aos baixos niveis de anticorpos especificos detectados em

pacientes que apresentam o primeiro episédio de malaria.

Considerando ambos os antigenos de Plasmodium, a sensibilidade
geral em amostras de pacientes com gota espessa positiva foi de 75%. A
baixa sensibilidade obtida com o antigeno Pf-Zw na malaria por P.
falciparum esta de acordo com outros trabalhos (Slinger et al., 2001), visto
que nos primeiros dias apos a infeccdo os niveis podem ser muito baixos e
nao detectaveis pelos testes sorolégicos (Kitchen e Chiodini, 2006). Além
disso, a duragao do tempo de sintomas foi de 5 dias ou menos em 73% dos
pacientes cujas amostras foram nao-reagentes no teste. A sensibilidade com
antigeno PvMSP119 em soros de pacientes com primeira infeccao por P.
vivax (84%) também estd de acordo com resultados obtidos por outros

autores (Rodrigues et al., 2003).

O antigeno PvMSP149 apresentou sensibilidade semelhante em
amostras de pacientes com gota espessa positiva para P. vivax, quer
apresentando o primeiro episédio de malaria ou tendo sofrido episédios

anteriores (p = 0,608), corroborando com a idéia de que um unico episodio
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de malaria desencadeia resposta de anticorpos especificos na grande
maioria dos individuos (Rodrigues et al., 2003). Este comportamento nao foi
observado em amostras de pacientes infectados por P. falciparum, em que
se obteve menor sensibilidade para anticorpos especificos no grupo de

pacientes com primeiro episédio de malaria (p = 0,03).

No caso das amostras incluidas no grupo da malaria, em que nem
todas eram reagentes pelo teste de referéncia, verificou-se que com
PvMSP119, 96% (72 entre 75) das amostras foram reagentes pelo ELISA e
Dot-ELISA-Multi, enquanto que com Pf-Zw, apenas 57% (31 entre 54) das
amostras reagiram com ambos os testes. Deve-se salientar que, no caso do
PvMSP149, 0 mesmo lote de antigeno foi empregado nos dois testes, o que

nao ocorreu com o Pf-Zw, em que os lotes foram diferentes.

Em relagdo ao antigeno Pf-Zw, deve-se salientar que a detecgdo de
anticorpos especificos necessita ser melhorada, talvez empregando

proteinas recombinantes.

Para PvMSP149, embora nido se tenha obtido sensibilidade maxima, o
teste pode ser util em estudos epidemioldgicos, na triagem de amostras de
sangue e no diagnostico sorolégico da malaria por P. vivax, pois nao
apresenta reacdo cruzada com anticorpos produzidos na malaria por P.
falciparum (Rodrigues et al., 2003). Em bancos de sangue, o principal risco
de contaminagdo advém de individuos semi-imunes, que geralmente sao

assintomaticos e convivem com altos niveis de anticorpos e baixas
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parasitemias. Por outro lado, individuos com parasitemia decorrente do
primeiro episdédio de malaria ou nao-imunes geralmente apresentam
sintomas caracteristicos e, dificilmente se candidatam a doagdo ou seriam

rejeitados durante a entrevista (Kitchen e Chiodini, 2006).

A comparagao entre os resultados, em amostras negativas e
positivas, do Dot-ELISA-Multi com os respectivos testes utilizados como
referéncia mostrou haver um nivel de concordancia muito bom para os
antigenos TESA, EAE, Pv-MSP149 e Tp-Zw. A concordancia com Pf-Zw foi

boa.

Concluindo, o teste multiparamétrico Dot-ELISA (Dot-ELISA-Multi),
aqui apresentado, € muito util e de facil execucdo; utiliza pequenas
quantidades de antigeno, pode ser aplicado em condi¢bes de campo onde
nao haja recursos ou equipamentos sofisticados e permite a leitura a olho

nu.
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CONCLUSOES

1. Foi padronizado um ensaio multiparamétrico, Dot-ELISA-Multi, para a
pesquisa de anticorpos IgG anti-P. falciparum, anti-P. vivax, anti-T.

cruzi e anti-T. pallidum em amostras de soro.

2. O Dot-ELISA-Multi mostrou elevada sensibilidade para Doenca de
Chagas Croénica, Sifilis Latente Recente, Sifilis Secundaria e Malaria

por Plasmodium vivax.

3. O Dot-ELISA-Multi mostrou elevada especificidade em pacientes com
anticorpos heterélogos e em individuos “saudaveis” (doadores de

banco de sangue).

4. Nao foi possivel confirmar ou descartar a presenca de Doenca de
Chagas nas amostras de leishmaniose, malaria e sifilis, que reagiram

com TESA e/ou EAE no Dot-ELISA-Multi.

5. O Dot-ELISA-Multi apresentou elevado grau de concordancia com os
testes utilizados como referéncia para os antigenos TESA, EAE,

PYMSP11¢ € Tp-Zw.

6. N&o houve associacdo entre o numero de episddios de malaria e a
reatividade ao antigeno PvMSP149, pois esta ja & elevada nos

pacientes que estdo com malaria pela primeira vez.
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Houve associacdo negativa entre a reatividade ao antigeno
PvMSP149 € 0 tempo decorrido desde o ultimo episddio de malaria

por P. vivax

O antigeno PvMSP1,9 foi altamente especifico, apresentando baixa

reatividade com anticorpos produzidos em infecgao por P. falciparum.

Houve associacao positiva entre a reatividade ao antigeno Pf-Zw e o
numero de episédios de malaria, independentemente da espécie

envolvida no ultimo episédio.

O antigeno Pf-Zw apresentou reatividade cruzada com anticorpos

produzidos nas infecgdes por P. vivax.

O antigeno PvMSP149 apresentou sensibilidade semelhante em
amostras de pacientes com gota espessa positiva para P. vivax, quer
apresentando o primeiro episédio de malaria ou tendo sofrido

episodios anteriores.

O antigeno Pf-Zw apresentou sensibilidade menor em amostras de
pacientes infectados por P. falciparum que apresentavam o primeiro

episodio de malaria.

O antigeno Pf-Zw nao foi util para os pacientes com P. falciparum que

estavam tendo malaria pela primeira vez.
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Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAOQ i
I-DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL:
NOME DO PACIENTE.......o et s a e e s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°.......cccoiiimiimiimnninsnsssssssnsssssninns SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.......... | |

ENDEREGO:.......oo s s s s an s N APTO
BAIRRO:.......ccccirriirrrr CIDADE:..........cccomirmrirnnn s
CEP:.es TELEFONE: DDD(.............. )eer e ————

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°......ooeeeeeeeeseeeesseeeesssesssseesssseessesenene SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.................... T
ENDEREGO:........ooeemeeseeeessseessssssssssssssesssasessssssssssssssaesssasssssssssssssssssssssanns [T APTO
BAIRRO: .......ooovereeeesneesassssssssssasssssssssssssssassssans CIDADE: ........ceeeeeeereeessessssssesesesesasesssaseeees
(o1 I, TELEFONE: DDD(.............. Yevereeesnemessssssssssssseseessssesssasesssesesssa

Il- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Padronizagao de teste multiparamétrico para a
pesquisa de anticorpos IgG anti-T.cruzi, anti- T.pallidum, anti-P.vivax e anti-P. falciparum,
empregando a técnica de Dot-ELISA.

2. PESQUISADOR: Antonio Walter Ferreira

CARGO/FUNGCAO: Diretor do Instituto de Medicina Troppical de S&o Paulo

INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° CRF:11.806

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA: risco minimo

4.DURAGAO DA PESQUISA: 36 meses

lll- REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Neste estudo pretendemos padronizar um ensaio multiparamétrico para pesquisa de
anticorpos para sifilis, malaria e doenga de Chagas, utilizando a técnica de Dot-ELISA.
Para isso, precisamos de amostras de pacientes com malaria, leishmaniose, anticorpos
heterélogos, sifilis e doenga de Chagas que foram cedidas e colhidas conforme
consentimentos. Os resultados obtidos poderao acrescentar informagoes importantes no
conhecimento das doengas e podera beneficiar no futuro todas as pessoas que estdao
expostas a malaria, doenga de Chagas e sifilis.

IV- ESCLARECIMENTOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1.acesso, a qualquer tempo, as informagoes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

2.liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3.disponibilidade de assisténcia nos servigos de saude, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

4 salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

5.viabilidade de indenizagao por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.

V- INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DO RESPONSAVEL PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS

CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

VI- CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO:

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, .......... [ - de 2003.

assinatura do sujeito da pesquisa Antonio Walter Ferreira
ou responsavel legal Pesquisador



Dados dos pacientes com sifilis (NR= ndo reagente; R= reagente).
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AMOST|CLINICA Hestorr Blothg Fta- | rpya | VDRL Dot-ELISA-Multi TESA
T:)/\II\EW T:)Ar/\ﬁs T;\)Al(l%1 TX\II\JBM Tpl\\llggﬁo Tpl\\l/\ég-% e EAE | TESA | Pf-Zw |PvmsPis| Tp-Zw | -Blot

1 SLR X X X X X X POS | POS | 2 NR NR R NR R

7 SLR X X X POS | POS | 4 NR NR NR NR R

10 Ss 1 X 1 X X POS | POS | 8 NR R NR NR R R
14 | SLT 1 X 1 POS | POS | 4 R R NR NR R R
16 Ss X X 1 X X 1 POS | POS | 32 NR NR NR NR R

17 SP X 1 POS | 320 | 4 NR NR NR NR NR

18 | SLT X X 1 POS | POS | 4 NR NR NR NR R

21 SLT 1 X 1 POS | POS | 1 NR NR NR NR R

25 | SLT X X X POS | POS | 0 NR NR NR NR R

26 | SLT X X X X POS | POS | 2 NR NR NR NR R

29 | SLT X X X X POS | POS | 4 NR NR NR NR NR

30 SP 1 1 POS | POS | 8 NR NR NR NR R

31 SLR X X X 1 X POS | POS | 8 NR NR NR NR R

33 | ss X X X X X X POS | POS | 256 NR NR NR NR NR

34 ST X POS | 2 NR NR NR NR R

36 Ss X X X POS | POS | 128 NR NR NR NR R

37 | SLT X POS | POS | 4 NR NR NR NR R

38 | SLR X X X X POS | POS | 2 NR NR NR NR R
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Anexo lll

Dados pessoais dos pacientes sem parasitemia com relatos de malarias anteriores
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Numero de Tempo da | ELISA Dot-ELISA-Multi
Amostra malarias Local Te[r(l);();glno ultima malaria | IFI (Pf) | IFI (Pv) | Gota ELI;@ P Pv- TESA-Blot
anteriores (espécie) MSP19 | EAE | TESA |Pv-MSP19| Pf-Zw Tp-Zw
55 32 Alta Floresta| 10 anos | 8 dias (pf) | 10240 | 320 |Neg| 12,5 13,3 NR NR R R NR
342 30 AltaFloresta| 11 anos | 2anos (pv) | 10240 | 40 |Neg| 13,6 0,1 NR NR NR R NR
108-B 30 Alta Floresta| 5 anos 15 dias (pf) | 10240 20 Neg 9,5 1 ,3 NR NR NR R NR
136 15 AltaFloresta| 6 anos | 6 meses (pf) | 10240 | 640 |Neg| 13,9 | 15,3 NR R R R NR R
170 50 Alta Floresta| 1,16 anos | 8 meses (?) | 10240 | 160 |Neg| 9,7 3,0 NR NR R R NR
140 30 Alta Floresta | 8 anos 1ano (pf) | 10240 | 320 |[Neg| 12,1 1,0 R NR NR R NR R
148 60 Alta Floresta | 5 anos 1ano (pv) | 10240 | 160 |Neg| 13,3 1,0 NR NR NR R NR
153 60 Alta Floresta | 5 anos 1,5anos | 10240 | 320 [Neg| 11,6 1,7 NR NR R R NR
106 ? Alta Floresta| 10 anos ? 5120 | Neg [Neg| 97 0,6 NR NR NR R NR
147 20 AltaFloresta| 1ano |1,2anos (pf)| 5120 | Neg |Neg| 8,2 1,7 NR NR NR R NR
287 7 AltaFloresta| 13 anos | 1ano(pf) | Neg | Neg |Neg| 6,7 0,6 NR NR NR NR NR
59 7 AltaFloresta| 13 anos | 1,5anos (pf)| Neg | Neg |Neg| 6,9 0,5 NR NR NR NR NR
155 40 AltaFloresta| 9anos | 1,1ano(pv) | Neg | Neg |Neg| 5,1 3,4 NR NR R R NR
166 2 AltaFloresta| 11 anos |5meses (pv)| Neg | 320 |Neg| 05 18,8 NR NR R NR NR
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309 4 Alta Floresta| 8 anos | 20 dias (pv) | Neg 160 [Neg| 1,0 13,6 NR NR R NR NR
43 8 AltaFloresta| 9 anos |5 meses (pv)| Neg 160 |Neg| 2,8 6,7 NR NR R NR NR
125-B 3 AltaFloresta| 8anos | 2anos (pv) | Neg 160 [Neg| 0,9 14,7 NR NR R NR NR
42 5 AltaFloresta| 9 anos |3 meses (pv)| Neg 80 |Neg| 0,8 5,1 NR NR R NR NR
78 1 AltaFloresta| 18 anos | 2 anos (pv) | Neg 80 |[Neg| 05 0,8 NR NR NR NR NR
389 2 Alta Floresta| 1 ano 10 dias (pv) | Neg 80 ([Neg| 04 9,2 NR NR R NR NR
236 4 Alta Floresta| 18 anos | 2,5 anos (pf) | Neg 80 |[Neg| 02 11,3 NR NR R NR NR
144 2 AltaFloresta| 13 anos |4 meses (pv)| Neg 80 |Neg| 04 7,9 NR NR R NR NR
101 12 |AtaFioresta| 10 anos 13”‘(’;)4 M1 Neg | 80 |Neg| 28 | 7,1 R R R NR | NR
336 20 AtaFloresta| 9anos | 15dias (pv) | 160 | 10240 [Neg| 35 | 22,7 | NR NR R NR NR
318 15 AltaFloresta| 10 anos | 10dias (pv) | 160 | 5120 |Neg| 14 | 20,4 | NR NR R NR NR
251 20 AltaFloresta| 9 anos | 7dias(pv) | 2560 | 2560 |Neg| 134 | 22,0 | NR R R R NR
153 30 AltaFloresta| 8anos | 15dias (pv) | 320 | 2560 |Neg| 1,9 22,2 NR NR R NR NR
126 6 AltaFloresta| 9anos | 15dias (pv) | 320 | 2560 |[Neg| 3,1 22,5 NR NR R NR NR
404 2 AltaFloresta| 11 anos | 13 dias (pv) | 160 | 2560 |Neg| 3,0 11,1 NR NR R NR NR
260 2 Alta Floresta| 1 ano 1 mes(pv) 80 2560 [Neg| 24 18,6 NR NR R NR NR
395 2 Alta Floresta| 6 anos | 15 dias (pv) | 80 2560 |Neg| 1,0 23,4 NR NR R NR NR
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252 2 AltaFloresta| 1 ae 4 me| 7 dias (pv) 80 2560 [Neg| 1.4 24,4 NR NR R NR NR

8 20 AltaFloresta| 18 anos | 20 dias (pf) | 2560 | 2560 |Neg| 4.9 10,8 NR NR R R NR
255 2 AltaFloresta| 13 anos |1 mesde (pv)| 80 1280 |Neg| 1,1 23,1 NR NR R NR NR
135 3 AltaFloresta| 4 anos | 3dias (pv) 80 1280 [Neg| 1,3 23,0 NR NR R NR NR
391 2 Alta Floresta| 17 anos | 12 dias (pv) | 40 1280 |Neg| 0,7 16,8 NR NR R NR NR
58 21 Alta Floresta| 13 anos | 1,5anos (?) | 160 640 |Neg| 3,4 17,4 NR NR R NR NR
313 3 AltaFloresta| 11 anos | 45dias (pv) | 160 | 640 [Neg| 1,0 | 18,8 | NR NR R NR NR
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Dados pessoais dos pacientes com gota espessa positiva (P. vivax) sem relatos de malarias anteriores (primo-infectados).

Numero de Gota ELISA Pv- :
Amostra malarias Local PY) ELISA Pf-Zw|~1etig Dot-ELISA-Multi TESA-Blot
anteriores
EAE | TESA | 600 | Przw | Tpzw
3B 0 Belém | 10000 1,2 1,6 NR R R R NR NR
4B 0 Belém [ 3500 0,7 2,1 NR NR R NR NR
6B 0 Belém [ 1500 0,9 2,5 NR R R NR NR R
10B 0 Belém | 4500 0,5 2,4 NR NR R NR NR
52B 0 Belém | 2000 0,8 1,7 NR NR R NR NR
12B 0 Belém | 9500 0,7 2,6 NR NR R NR NR
17B 0 Belém | 1000 1,0 2,1 NR NR R NR NR
19B 0 Belém | 3500 0,9 2,2 NR NR R NR NR
21B 0 Belém | 4000 0,2 1,3 NR NR R NR NR
22B 0 Belém [ 6500 0,5 1,7 NR NR R NR NR
24B 0 Belém [ 500 0,4 0,2 NR NR NR NR NR
25B 0 Belém | 4000 0,3 1,8 NR NR R NR NR
26B 0 Belém | 1000 0,5 2,6 R R R NR NR R
30B 0 Belém | 200 0,2 0,8 NR NR NR NR NR
31B 0 Belém | 2000 0,5 2,6 NR NR R NR NR
32B 0 Belém | 2000 0,4 1.1 NR NR R NR NR
39B 0 Belém | 1500 0,3 0,3 NR NR NR NR NR
42B 0 Belém [ 1500 0,5 2,1 NR NR R NR NR
44B 0 Belém [ 10000 0,4 2,1 NR R R NR NR R
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Dados pessoais dos pacientes com gota espessa positiva (P. vivax) com relatos de malarias anteriores.
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Numero de Dot-ELISA-Multi
Amostra|  malarias Local | 'empono | Tempoda |ioypplip pyy| GO g s przw| ELISA Pv- TESA- 1eTA-Abs
. Local Ultima malaria MSP19 Pv- Blot
anteriores EAE | TESA Pf-Zw | Tp-Zw
MSP19
7 40 Alta Floresta| 18 anos Atual 160 | 2560 PV 2+ 3,2 2,4 NR NR 2 NR R R
14-B Muitas Alta Floresta 2 anos Neg 160 Pv 2+ 0,6 2,3 NR NR 2 NR NR
8 25 Alta Floresta] 19 anos 2 anos (PV) 40 160 Pv 2+ 0,8 2,4 NR NR 2 NR NR
30B 200 Alta Floresta 8 anos 20 dias 160 160 Pv 2+ 0,9 1,4 NR NR 2 NR NR
10 Iguarapé + 2V 11 27,2 NR | NR | 2 R | NR
Acu
8 1 Belém 8 meses (pv) v 5000 1,6 14,9 NR NR 2 NR NR
13 1 Belém 10 anos v 6000 0,1 9,9 NR NR 2 NR NR
15 2 Belém 1 ano (pv) v 500 1,4 14,0 NR NR R NR NR
20 1 Belém 9 meses (pv) v 5000 1,1 14,5 NR NR R NR NR
34 2 Belém 1 ano v 1500 1,7 14,2 NR NR R NR NR
35 1 Belém 10 ano v 4000 0,1 0,5 NR NR R NR NR
36 4 Belém 3 meses v 10000 0,4 12,9 NR NR R NR NR
37 7 Belém 6 mes\‘f)s bV, v 6000 3,5 4,2 NR | NR | NR R NR
45 1 Belém 3 meses (pv) v 5000 1,0 14,3 NR NR R NR NR
50 2 Belém 13 meses v 5000 0,6 14,0 NR NR R NR NR
60 1 Belém v 2500 1,1 14,9 NR NR R R NR
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Dados pessoais dos pacientes com gota espessa positiva (P. falciparum) sem relatos de malarias anteriores (primo-infectados).

Numero de Localde | Local onde F | G0 | Eisa | ELISA .
Amostra mala_rlas Local infeccdio reside IFI (Pf) (Pv) Pf-Zw Pv- Dot-ELISA-Multi TESA-Blot FTA-Abs
anteriores MSP19
EAE | TEsA | PV | Przw Tp-Zw
MSP19
190 0 Alta Floresta 10 10 | Pf60/mm® 0,1 0,2 NR NR NR NR NR
752/84 0 Sucen Ariqguemis RO SP 40 0,5 0,7 NR NR NR NR NR
385/85 0 Sucen Colider MT SP 10 4080 0,5 0,2 NR NR NR NR NR
196/85 0 Sucen Lagos Nigéria | em transito 10 22040 0,3 1,7 NR NR NR NR NR
781/85 0 Sucen Ariguemis RO | em transito 10 3840 0,2 0,2 NR NR NR NR NR
12/86 0 Sucen Redengao PA SP 22560 0,9 3,5 NR NR R NR NR
33/86 0 Sucen Ariguemis RO SP 47640 0,2 0,5 NR NR NR NR NR
17/89 0 Sucen [Amazoénia Legal SP 27120 0,3 0,9 NR NR NR NR NR
5/86 0 Sucen Ariguemis RO SP 12000 0,2 0,8 NR NR NR NR R R
27/02 0 Sucen At;jc:)jﬁacr)f?;ta SP 21840/1080| 6,7 0,8 NR R NR R R
32/04 0 Sucen Manaus AM SP 28080 0,3 0,7 NR NR NR NR NR
34/86 0 Sucen Humaita AM SP 5280 0,2 0,5 NR NR NR NR NR
18/89 0 Sucen | AlaFloresta | gp 4960 03 0.0 NR NR NR NR NR
110/05 0 Sucen [Porto Velho RO[Sao Vicente 12320/240 3,2 0,3 NR NR NR R NR
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Dados pessoais dos pacientes com gota espessa positiva (P. falciparum) com relatos de malarias anteriores.
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Dot-ELISA-Multi

Numero de Local | Tempo da Tempo ELISA
Amostra| malarias | Local | L0989 | cnde | aitima |IFIPA| IFI(Pv) | de Gota | ELISAPE | "5 TESA-Blot | FTA-Abs
; infecgao ) . . Zw
anteriores reside malaria sintomas MSP19 Py
EAE | TESA |,5p1o| PFZW | TP-Zw
Alta Pf
109-b 20 Floreata Atual | 1280 | 10 12000/mma| 1 0,6 NR | NR | NR R NR
265/85 20 Sucen |Colider MT| SP pv 1280 | NR | 27dias | Pf 7.0 38 | NR | NR | R R R NR
incontaveis
628/85 3 Sucen |Ariauemes | oo 5120 | NR 1dia | Pf2000 9,4 14,9 R R R R R R NR
RO 1209
884/85 |  varias Sucen PO“gge'm sP ov  |10240] NR | 13 dias 29 45 | NR | NR | R R R R
401/86 2 Sucen |ltaituba PA| SP pf 10240 NR | 4dias | Pf21.960 9,9 0,6 NR | NR | NR R NR
Sao Felix
118/87 10 Sucen | do Xingu |, S pf 10240| NR 1dia | Pf12.000 9,7 3,5 NR | NR R R NR
PA transito 120g
912/87 7 Sucen |Ariauemes | —em of 1280 | NR | 2dias | PT40:080 | 54 45 | NR | NR | R R | NR
RO transito 120g
130 B 16 Alta Tmeses |, 10 Pf240mm3| 1,1 0,1 NR | NR | NR | NR | NR
Floresta Pf
928 2 Alta 4 meses Pv| 80 10 Pf120/mm3| 0,7 0,7 NR | NR | NR | NR | NR
Floresta
117 20 Alta 2anosPv | 640 | 160 PF60/mm3| 52 0,9 NR | NR | NR R NR

Floresta
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Dados pessoais dos pacientes com gota espessa positiva (P. falciparum e P. vivax) com e sem relatos de malarias anteriores.

Namero Dot-ELISA-Multi
de Localde| 2% | Tempo | T€MPO | gy | |y | Tempo ELISA Pf- |ELISA Pv- TESA-
Amostra Ari Local infecco onde no local da ultima ®h | Pv) de Gota 7w MSP19 Pv- Blot FTA-Abs
malarias ¢ reside maléria sintomas EAE | TESA |\1spqo| PFEW | Tp-Zw
anteriores|
Alta 1 més PV +/2
330 10 Floresta 16 anos (V) 160 | 80 Pf 1,3 10,8 NR NR R 0
P 3480m°
Conceigéo 360G/PV
do em .
239/85 2 Sucen Araguaia | transito pv 2560 6 dias |2+/48360 2,6 10,5 NR NR R R
PA PF
Colider | em 1024 Pv
360/85 7 Sucen A pf 9 dias |2+/56440 7,0 10,8 NR NR R R R R
MT transito 0 of
Ariqguemi . . Pv 3+ Pf
393/85 0 Sucen SRO Guarulhos primo | 320 | NR | 22 dias 1440 0,9 2,6 R R R 0 R
Colider | Francisco 1024 . Pv 3+
389/85 5 Sucen MT Morato pv 0 7 dias pf/120g 57 2,8 NR NR R R
Colider . 244450
302/85 15 Sucen MT SP pf 2560| NR | 7 dias of 480g 1,9 13,3 NR NR R R
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Dados dos pacientes com doencga de Chagas (fase cronica).
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Amostra

ELISA

Hemoaglutinagéo

TESA-Blot

Dot-ELISA-Multi

EAE | TESA Mg Yoo | Przw | Tozw

CBU 12CH 10,3 R R R R NR NR NR
CBU 40CH 43 R R R R NR NR NR
CBU 42CH 10,8 R R R R NR NR NR
CBU 44CH 6,3 R (1/20) R R R NR NR NR
CBU 45CH 9,5 R (1/640) R R R NR NR NR
CBU 46CH 10,2 R (1/160) R R R NR NR NR
CBU 55CH 5,2 R R R R NR NR NR
CBU 70CH 9,9 R R R R NR NR NR
CBU 71CH 44 R R R R NR NR NR
CBU 72CH 11,8 R R R R NR NR NR
CH 1/98 75 R (1/160) R R R NR NR NR
CH 10/93 6,6 R R R R NR NR NR
CH 2/93 5,9 R R R R NR NR NR
CH 2/98 12,2 R (1/640) R R R NR NR NR
CH 3/93 11,0 R R R R NR NR NR
CH 4/93 12,1 R R R R NR NR NR
CH 4/98 10,3 R (1/320) R R R NR NR NR
CH 5/98 10,6 R (1/320) R R R NR NR NR
CH 6/93 10,4 R R R R NR NR NR
CH 6/98 10,3 R (1/320) R R R NR NR NR
CH 7/93 12,6 R R R R NR NR NR
CH 8/93 9.8 R R R R NR NR NR
CH 9/93 10,9 R R R R NR NR NR
F 282 R R R R R NR NR NR

F 383 R R R R R NR NR NR

F 416 R R R R R NR NR NR

F 554 R R R R R NR NR NR

F 579 R R R R R NR NR NR

F 604 R R R R R NR NR NR

F 613 R R R R R NR NR NR

F 662 R R R R R NR NR NR

F 689 R R R R R NR NR NR
STC 554 7.8 R R R R NR NR NR
STC 555 6,9 R R R R NR NR NR
STC 556 6.9 R R R R NR NR NR
STC 560 7.4 R R R R NR NR NR
STC 564 6,1 R R R R NR NR NR
STC 565 5,1 R R R R NR NR NR
STC 567 7.3 R R R R NR NR NR
STC 569 49 R R R R NR NR NR
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STC 571 53 R R R R NR NR NR
STC 574 8,0 R R R R NR NR NR
STC 578 8,3 R R R R NR NR NR
STC 579 6,7 R R R R NR NR NR
STC 583 6,3 R R R R NR NR NR
STC 587 44 R R R R NR NR NR
STC 591 5,2 R R R R NR NR NR
STC 595 6,8 R R R R NR NR NR
STC 602 58 R R R R NR NR NR
STC 606 6,6 R R R R NR NR NR
STC 608 6,0 R R R R NR NR NR
STC 611 5,2 R R R R NR NR NR
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Anexo X

Carta de aceitagao do trabalho ” A multianalyte Dot-ELISA for simultaneous detection
of malaria, Chagas disease and syphilis specific IgG antibodies” enviado a revista
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease.

From: "Diagn Microbiol Infect Dis" <dmid@jmilabs.com>
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Sent: Tuesday, December 12, 2006 2:07 PM

Subject: Your Submission

Ms. Ref. No.: DMID-06-226R1
Title: A multianalyte Dot-ELISA for simultaneous detection of

malaria,
Chagas disease and syphilis specific IgG antibodies

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
Dear Dr. Sanchez,

| wish to confirm acceptance your paper "A multianalyte Dot-ELISA

for
simultaneous detection of malaria, Chagas disease and syphilis

specific
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wish to thank you for submitting this manuscript. Please consider the
journal in the future for the publication of your excellent work in
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field.

With kind regards,
Thomas R. Fritsche, MD, PhD

Associate Editor

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
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