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Resumo: A Doenga de Chagas (DC) € uma parasitose endémica nos paises da América do Sul. causada pelo
Trypanossoma cruzi Apesar dos avancos diagnésticos e da utilizacdo de técnicas moleculares e soroldgicas, muitos
casos de resultados falsos negativos sdo reportados. O presente trabalho teve como objetivo analisar o perfil clinico,
epidemioldgico de 21 pacientes com exames moleculares e soroldgicos para DC. Com caréter retrospectivo, realizado
em prontudrios do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto de pacientes com teste para de Reacdo da Polimerase em
Cadeia (PCR) qualitativo, realizados no periodo de janeiro de 2010 a abril de 2015. Doze pacientes possuiam exames
confirmatdrios para a DC enquanto dez pacientes apresentaram sorologia e PCR negativas e eram assintomaticos para
DC. Os parametros de comparagdo obtidos para os exames foram de: sensibilidade de 50%, especificidade de 47,37%,
acuracia de 52,38%, valor preditivo positivo de 10%, valor preditivo negativo de 90,91%. A padronizagdo de técnicas
com alta sensibilidade e especificidade, sem custos excessivos podera constituir-se em importante ferramenta para o
diagnostico confirmatorio da DC, em especial em casos assintomaticos.

Palavras-chave: Tripanossomiase americana; Reagdo da polimerase em Cadeia; Exames imunolégicos

Abstract: Chagas' disease (DC) is an endemic parasitic disease in the South American countries caused by
Trypanosoma cruzi. Despite the diagnostic advances and the use of molecular and serological techniques, many cases of
false negative results are reported. The present study aimed to analyze the clinical and epidemiological profile of 21
patients with molecular and serological tests for CD. A retrospective study was carried out in the medical records of the
Sdo José do Rio Preto Base Hospital of patients with a qualitative Polymerase Chain Reaction (PCR) test performed
from January 2010 to April 2015. Twelve patients had confirmatory tests for DC whereas ten patients had negative
serology and PCR and were asymptomatic for DC. The comparison parameters obtained for the tests were: sensitivity
of 50%, specificity of 47.37%, accuracy of 52.38%, positive predictive value of 10%, negative predictive value of
90.91%. The standardization of techniques with high sensitivity and specificity, without excessive costs may constitute
an important tool for the confirmatory diagnosis of CD, especially in asymptomatic cases.
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INTRODUCAO

Carlos Chagas descreveu em 1909 uma nova doenca, a
tripanossomiase americana ou doenga de Chagas (DC), tendo
como agente etioldégico um protozoario flagelado nomeado de
Trypanossoma cruzi (ALMEIDA et al., 2007). Essa endemia
afeta de 7 a 8 milhGes de pessoas na América Latina e
acarreta em 10 mil mortes/ano (MOTA et al, 2014,
CEVALLOS et al., 2014; OMS, 2020). No Brasil estima-se
mais de 1 milhdo de pessoas infectadas (ALMEIDA et al.,
2013; ALMEIDA et al., 2007).A incidéncia por via oral é
crescente no Brasil, em geral por alimentos como o acai e 0
caldo de cana contaminados com vetores infectados por T.
cruzi, caracterizando a via a mais frequente entre os 2000 a
2013, com 1081 casos versus 100 casos vetoriais (DIAS et
al.,2015).

A DC possui trés fases caracteristicas, a aguda, a
cronica e a indeterminada. Na fase aguda a alta parasitemia é
frequente, com deteccdo do protozodrio em sangue
periférico(DIEZ, et al., 2007; QVARNSTROM, et al., 2012) e
sorologia reagente para anticorpos anti-T.cruzi da classe
imunoglobulina M, o IgM, e posteriormente da classe
imunoglobulina G, o IgG(ANDRADE, et al, 2014). Na fase
crbnica, existem raros parasitos circulantes e a sorologia em
geral € reagente para anticorpos da classe IgG. Na cronica
indeterminada, o paciente também apresenta sorologia
positiva para anticorpos da classe 1gG, porém sem
sintomatologia associada como: eletrocardiograma (ECG)
normais, raio-x de térax normais e sem sintomas cardiacos ou
gastro-intestinais (DIAS et al., 2015).

Quanto ao diagnoéstico, preconizado pelo Consenso
Brasileiro (2020) é estabelecido & realizacdo de técnicas
sorologicas como imunofluorescéncia, enzima imunoensaio,
quimioluminescéncia,hemaglutinacdo indireta(OLIVEIRA, et
al., 2010; MARCHI, et al., 2007). Contudo pode haver
discrepancia entre os resultados, reagbes falso-positivas com
Leishmania (MARCHI, et al., 2007; DIAS et al., 2016;
CAMPQOS, et al., 2009)que carecem de confirmacdo. O teste
molecular qualitativo tem sido amplamente utilizado como
ferramenta auxiliar para o diagnéstico, monitorizacdo da
progressdo da doenca e avaliacdo terapéutica.

As estratégias com uso das reacBes da polimerase em
cadeia (PCR) tém sido desenvolvidas com o objetivo de
analisar amostras clinicas infectadas pelo T. cruzi, no entanto,
técnicas  qualitativas  apresentam  resultados  falsos,
(QVARNSTROM et al., 2012; DIAS et al., 2015), até mesmo
em amostras sucessivas do mesmo paciente. Por outro lado, a
PCR quantitativa apresenta maior sensibilidade, devido o uso
de maltiplos alvos para 0 genoma do parasita, menos riscos
de amplificar contaminantes, além dos fatores intrinsecos de
cada metodologia, entretanto de alto custo e dificil
padronizacdo. As dificuldades na PCR qualitativa e
quantitativa devem-se a variabilidade genética do T. cruzi
(QVARNSTROM, et al., 2012).

Resultados contraditorios e inconclusivos em testes
sorolégicos e moleculares foram detectadas em testes
reproduzidos nas mesmas amostras ((DIAS et al., 2015).
Resultados sorodiscordantes, titulacBes indeterminadas e
soronegativas com achados clinicos da doenca foram
reportados em estudos anteriores (BATISTA et al., 2009).
Desta forma, aspectos relacionados a diagnéstico laboratorial
podem contribuir para determinacdo de metodologias padré&o.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar par@metros para os testes
de sorologia anti T-cruzi e reacdo da polimerase em cadeia
em pacientes com Doenca de Chagas em um Hospital
quaternario do Noroeste paulista.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo é do tipo retrospectivo, com analise de 21
pacientes com sorologia reagente ou ndo reagente e
realizaram exames de PCR para Doenca de Chagas. Os dados
referem-se a prontuarios de pacientes do Hospital de Base de
S&o José do Rio Preto. Esta unidade hospitalar é de grande
porte e referéncia nacional. A coleta de dados foi realizada
por prontuério eletrénico e formato papel, de pacientes
confirmados com a DC. Esse estudo foi aprovado pelo
CEP/FAMERP com o numero 43.868.115.2.0000.5415.
Foram incluidos no estudo todos os pacientes que realizaram
sorologia para DC de 2010 a 2015 e que tinham realizado
exame de PCR. Os pacientes que ndo possuiam exame
molecular foram excluidos da analise.

Os testes soroldgicos realizados pelo hospital foram
pelo método de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
IgG, com um cut off de 1,00. Os testes de PCR foram
encaminhados para o Instituto Adolfo Lutz. A técnica de PCR
foi a convencional de amplificacdo do DNA de
Trypanossoma cruzi, com os oligonucleotideos TCZ1 e TCZ2
(QVARNSTROM et al., 2012).

O questionario aplicado foi elaborado por membros
da equipe multidisciplinar de saide do Hospital de Base, com
auxilio de cardiologistas, hematologistas, farmacéuticos e
biomédicos. Os critérios avaliados foram: idade, sexo,
moradia, naturalidade, tipo de moradia (alvenaria, madeira,
outros), cidade em que reside, ocupacdo profissional, nivel de
escolaridade, provavel época da infeccdo, transfusdo
sanguinea, fase da doenga, reativacdo da doenca, PCR na
reativacdo, hemodialise, quimioterapia, sorologias positivas,
sintomas da DC, transplante cardiaco, sorologia 1gG, PCR
qualitativa.

Os resultados discordantes de PCR para pacientes que
tinham mais de um exame ndo foram considerados para 0s
parametros avaliados. Os indices de sensibilidade,
especificidade, valor preditito positivo, valor preditivo
negativo e acuréciaforam calculados por meio do programa
Bioestat verséo 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 13.141 pacientes atendidos no Hospital de Base
(2000 -2014) que realizaram exames soroldgicos para
pesquisa de IgGanti-T. cruzi, um quantitativo de 1.550
pacientes obtiveram resultados reagentes. Dos 1150, apenas
21 possuiam resultados de sorologia e exame molecular de
PCR para doenga de Chagas, no quantitativo de 21 pacientes
prontudrios analisados. Nove pacientes eram do sexo
masculino (42,86%) e doze mulheres (57,14%).

Os resultados de vinte e um pacientes que tinham
sorologia para 1gGanti-T. cruzie que realizaram teste de PCR
qualitativo s@o pormenorizados na Tabela 1. Quanto aos
critérios laboratoriais avaliados, dois (9,52%) pacientes foram
reagentes na PCR, 9 (42,85%) apenas na sorologia e 10
(47,61%) foram negativos para a sorologia e PCR. Os
parametros de comparacdo (PCR como padrdo ouro) obtidos
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para os pacientes que ndo obtiveram discordancia na PCR
sdo: sensibilidade de 50%, especificidade de 52,63 %,
acuracia de 52,38%, valor preditivo positivo de 10%, valor
preditivo negativo de 90,91%.

Para um dos pacientes, resultados moleculares
repetidos foram discordantes, sendo um reagente e quatro ndo
reagentes.

Tabela 1. Comparativo dos resultados de exames de 21
pacientes que realizaram teste genotipicoe exame sorolégico
para deteccdo de anticorpos IgGanti-Tcruzi no Hospital de
Base de Sdo José do Rio Preto.

PCR Qualitativa

Imunoldgico (1gG) -

Imunofluorescéncia Positivos Negativos Total
Indireta

Positivos 1 9 10
Negativos 1 10 11
Total 2 19 21

Dos 21 pacientes, apenas onze (52,38%) tinham DC
confirmada. Os outros dez pacientes tinham sorologia e PCR
negativas sendo soronegativos para DC. Os casos positivos
apresentam-se na fase cronica e um (1/11) dos casos € de
reativagdo. Trés pacientes tem insuficiéncia cardiaca
congestiva (27,27%), um (9,09%) tinha insuficiéncia cardiaca
congestiva associada a distrbios gastro-intestinal, quatro
(36,36%) distarbios gastro-intestinais e trés (27,27%) eram
assintomaticos para a DC, sendo o nimero de 21 pacientes
podendo levar a um viés ao estudo.

A Hemaglutinacdo Indireta (HAD),
imunofluorescéncia indireta (1F1), EnzymeLinked-
Immunosorbentassay (ELISA) e Quimioluminescéncia sdo 0s
testes soroldgicos mais utilizados para a DC. O Consenso
Nacional brasileiro de diagndstico para Chagas, preconiza a
associacdo de dois métodos (DIAS et al.,, 2016). Entretanto
para os 21 pacientes analisados constava apenas a informacéao
de resultados de imunofluorescéncia indireta, que pode
acarretar em resultados falso negativos. Outros estudos
(ALMEIDA, et al., 2007; IZQUIERDO, et al., 2013;
MARCHI, AMATO NETO, ALMEIDA, 2007; SOUZA,
AMATO NETO, 2012), mostram que a quimioluminescéncia-
ELISA (CL-ELISA) é mais sensivel que outros métodos
sorolégicos, com valores de 100% e acuracia de 99,3%. O
CL-ELISA utiliza tripomastigotas purificados (tGPI-muc),
gue aumenta a sensibilidade e especificidade em relacdo a
imunofluorescéncia indireta. Os pardmetros obtidos nesse
estudo sdo inferiores, avaliado pelo valor preditivo positivo
de apenas 10% (IZQUIERDO, et al., 2013).

O teste molecular qualitativo tem sido
amplamente utilizado como ferramenta confirmatéria para
0 diagndstico, ou para casos sintomaticos com sorologia
negativa. As estratégias de PCR em amostras clinicas
infectadas pelo T. cruzi, tem sido realizada em geral por
metodologias ‘in house’ e muitos resultados também sdo
contraditorios em técnicas qualitativas (DIAS et al., 2015;
QVARNSTROM, et al., 2012). A discordancia entre os
resultados  oriundos de repetidos exames de
PCR reportados para um paciente desse estudo podem ser
devido & extracdo do DNA, amplificacdo do DNA, o
método da PCR e oligonucleotideos utilizados. Por outro
lado, 0 uso do método molecular quantitativo poderia
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apresentar melhores  resultados, devido sua alta
sensibilidade 95% podendo ser utilizado como teste
confirmatério de resultados sorolégicos e de PCR
qualitativas discordantes (COURA, 2003; FERREIRA, et
al., 1997; PIRON, et al., 2007).

Na Fiocruz do Rio de Janeiro, a avaliacdo de 40
pacientes com DC crbnica, demonstrou que a PCR
guantitativa em tempo real em amostras de soro apresentou
alta sensibilidade com 97,5% e especificidade de 100%
(MELDO, et al., 2015; MOREIRA, et al., 2013). Entretanto,
a dificuldade de padronizagdo da técnica ocorre devido
fatores relacionados ao parasita, por ele possuir diferentes

populacbes classificadas como  DiscreteTypingUnits
(DTUs), classificadas de Tcl a TcVI, sendo elas
distribuidas  diferentemente nas regides endémicas

(DUFFY, et al., 2013), e a fase da doenca. Schijman e
colaboradores (2011) reportaram que sensibilidade do teste
molecular para pacientes imunossuprimidos por transplante
cardiaco era equivalente a 100%, para assintométicos de
56,5%, e na fase cronica de 57,1%. O ideal seria uma
técnica capaz de detectar todos os genomas do parasita,
com alta sensibilidade e especificada para qualquer fase da
doenga.

Dado de estudo multicéntrico realizado em 2011,
com avaliagdo de 26 laboratorios e técnicas de PCR,
mostraram grande variabilidade nos resultados de
sensibilidade e especificidade, dependentes de: quantidade
de amostra, condicOes de preservagdo, técnicas de extracdo
do DNA, entre outros(DIAS et al., 2016), com maior
sensibilidade da PCR-Sat-DNA (tempo real), do tipo
guantitativa. Qvarnstromet al* descreveram que a PCR-
kDNATagMan (tempo real) apresenta maior sensibilidade
comparada a PCR-TCZ e PCR-rRNA. Nossos dados
moleculares foram avaliados pela PCR-TCZ, que pode
amplificar DNA de outra espécie de Trypanossoma, como
T. rangeli (QVARNSTROM, et al., 2012), e assim ser um
dos fatores de resultados falso positivos como observados
para um paciente que realizou cinco exames de PCRs com
somente um resultado reagente.

De 30-40% dos pacientes podem desenvolver
manifestacdes clinicas na fase cronica com manifestacfes
cardiacas, intestinais e cerebrais, como a miocardiopatia, 0
megaesdfago e o megacolon(GOBBI, et al., 2014; PINTO, et
al., 2013; QVARNSTROM, et al., 2012), sintomas avaliados
em 8 pacientes desse estudo. Quatro pacientes assintomaticos
para DC, com sorologia reagente podem estar na fase crénica
indeterminada, que pode durar entre 10 a 20 anos e demonstra
equilibrio entre o parasita e 0 hospedeiro (ANDRADE,
GOLLOB, DUTRA, 2014; DIEZ, et al, 2007,
QVARNSTROM, et al., 2012). Estudos apontam que
pacientes com insuficiéncia cardiaca com sorologia positiva
para DC tem maior risco de 6bito se comparado a pacientes
que apresentam outras complica¢fes provenientes da DC,
entretanto ainda ha poucas pesquisas relacionando a DC com
alteracBes cardiacas, digestivas ou neuroldgicas (LINETZKY,
et al., 2012; NUNES, 2013).

A reativacdo observada para uma paciente pode ser
decorrente de imunossupressdo como: HIV/AIDS, neoplasias
hematoldgicas, terapéuticas quimioterapicas, transplantes de
orgdos (ALMEIDA, et al, 2009; DIEZ, et al, 2007,
FERREIRA, et al, 1997, GOMEZ, MANTILLA,
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RODRIGUEZ-MORALES, 2014; GURGEL, et al., 2014;
a Unica condi¢do que a paciente apresentava era que possa
justificar tal fato era o transplante cardiaco.

CONCLUSOES

Os pardmetros de comparacdo da reacdo da
polimerase em cadeia em relacdo a sorologia anti- T. cruzi
foram considerados baixos, com sensibilidade de 50%,
especificidade de 52,63 %, acurdcia de 52,38%, valor
preditivo positivo de 10%, valor preditivo negativo de
90,91%.

A utilizagcdo de apenas uma técnica de diagndstico
sorologico pode acarretar em resultados falsos, em especial
falso negativos.
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