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A doenca de Chagas, cujo agente etiolégico é o protozoario Trypanosoma cruzi,
completa 100 anos de descoberta. Apesar da implementagdo de programas visando ao
controle da transmissdo vetorial, a infeccdo chagasica segue como um importante
problema de saude pdblica na América Latina. A globalizagdo da doenca de Chagas,
consequente & migragdo de pessoas infectadas para paises onde a doenga ndo é

endémica, traz & tona a necessidade de instituicdo de medidas de controle e vigilancia

em algumas areas da Europa e da América do Norte.

A patologia caracteriza-se por uma fase aguda geralmente assintomética com elevada
parasitemia e uma fase cronica, em que os parasitos dificilmente sdo detectados no
sangue periférico por métodos parasitologicos convencionais. O curso clinico da
infeccdo por T. cruzi é varidvel, sendo que boa parte dos infectados permanece na forma
indeterminada da doencga enquanto outros desenvolvem a forma cardiaca, digestiva ou

nervosa.

A prevaléncia do comprometimento do trato digestivo na doenca de Chagas varia
conforme a &rea endémica, podendo alcancar até 14% no Brasil central. A forma
digestiva caracteriza-se por lesdo dos plexos nervosos intramurais e disfungdo motora
principalmente do eséfago e do colon, levando a dilatagdo progressiva desses 0rgaos.
Em nosso pais, a doenca de Chagas € o Unico fator etiologico comprovado para o

megaesofago.

Devido & parasitemia baixa e intermitente, o diagndstico na fase crénica baseia-se na
deteccdo de anticorpos especificos anti-T.cruzi por metodologias soroldgicas
convencionais. Apesar de serem considerados métodos sensiveis e que apresentam boa
especificidade, ha relatos de resultados falso-positivos devido & reagdo cruzada com

outros tripanosomatideos que circulam na mesma area geografica de T. cruzi. Por outro
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lado, existem relatos de imunodiagndstico inconclusivo ou negativo em pacientes com
antecedentes epidemiolégicos e manifestagdes clinicas sugestivas de infeccdo
chagésica. Nestes casos, métodos diagnosticos ndo convencionais devem ser

empregados com o intuito de esclarecer a etiologia da doenca.

Neste estudo, determinou-se a soroprevaléncia para doenca de Chagas em uma
populacdo com esofagopatia. Dos 518 pacientes com resultados de exames soroldgicos
convencionais, 409 (79%) apresentaram-se positivos, 31 (6%) inconclusivos e 78 (15%)
negativos. A presenca de DNA de T. cruzi foi avaliada pela N-PCR (nested-PCR) em
amostras de sangue de pacientes portadores de megas digestivos com sorologia
inconclusiva ou negativa para doenga de Chagas. De 41 amostras analisadas, a N-PCR

foi positiva em 31 (75,6%) dos casos.

Como todos os pacientes incluidos no estudo apresentavam manifestacdes clinicas
compativeis com doenga de Chagas e a maioria deles nasceu em éareas endémicas,
enfatizamos a importancia da busca por métodos diagnosticos mais eficazes. Nossos
resultados indicam que a N-PCR é uma ferramenta adequada para deteccdo de DNA de
T. cruzi em pacientes soronegativos e pode ser utilizada para determinar a etiologia do

megaesofago.
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After 100 years of research and despite control programs launched in endemic areas,
Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, still remains an important public health
problem in Latin America. Immigration of infected persons from endemic to non-
endemic areas leads to Chagas disease spread and it increases the need for establishment

of control programs and surveillance in North America and some European countries.

Acute phase of Chagas disease is usually free of symptoms and a high parasitemia is
observed. Following the acute phase, the chronic stage is characterized by low and
intermittent parasitemia. Presentation of chronic chagasic infection is pleomorphic
ranging from absence of symptoms to severe cardiac involvement. Symptomatic chronic
phase is usually characterized by cardiac or digestive commitment and its current
diagnosis relies on the measurement of T. cruzi-specific antibodies produced in

response to the infection.

Motility disorders and enlargement of digestive organs (commonly esophagus and
colon) are consequences of neuronal destruction caused by the persistence of T. cruzi.
Since idiopathic megaesophagus is a rare condition in Brazil, Chagas disease is

considered the main etiology of megaesophagus.

Despite its high sensitivity, conventional serology may present false-positive results due
to cross-reactivity to other trypanosomes. On the other hand, false-negative results have
been described in patients from endemic areas with suggestive signs of chagasic
infection. In order to clarify this controversial situation, alternative methods such as

PCR (polymerase chain reaction) have been employed for diagnostic purposes.

In this study, prevalence of Chagas disease in a population with esophageal disorders

was assessed by conventional serology. From 518 patients, 409 (79%) presented

Xiv



positive results, 31 (6%) and 78 (15%) presented inconclusive and negative results,
respectively. For the following step, we recruited 41 patients with megaesophagus and
negative or inconclusive serology for Chagas disease. T. cruzi DNA was detected by N-

PCR (nested-PCR) in 31/41 (75.6%) cases.

As all patients included in our study presented suggestive clinical signs of digestive
form of Chagas disease and most of them were born in endemic areas, we highlight the
importance of diagnosis improvement and its implication in blood banks screening. Our
data suggest that N-PCR is an effective tool for detection of T. cruzi DNA in patients
with inconclusive or negative serology and, eventually, it may be useful to clarify

megaesophagus etiology.
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1. Aspectos gerais da doenca de Chagas

A histéria natural da doenga de Chagas (Chagas, 1909) iniciou-se ha milhGes de
anos como enzootia de animais selvagens. Com a inser¢cdo do homem nos ecdtopos
naturais, a doenga comegou a ser transmitida acidentalmente como uma
antropozoonose. A devastacdo florestal observada na América Latina nos ultimos
séculos propiciou a aproximacao entre os vetores da doenca e 0 homem, levando a uma

adaptacdo desses vetores ao ambiente doméstico e peridoméstico (Coura, 2007).

O ciclo silvestre da doenca de Chagas € ancestral e 0s principais reservatorios na
natureza sdo 0s marsupiais (especialmente os gambas), roedores, tatus, tamanduas,
pequenos carnivoros (gatos e cachorros-do-mato), coelhos, macacos e morcegos. O
ciclo doméstico, mais recente, esta relacionado a inser¢cdo humana no ambiente silvestre
bem como as condigbes socio-econdmicas das populacdes atingidas (Cimerman &

Cimerman, 2005).

A doenga de Chagas humana € considerada uma endemia negligenciada de alto
impacto de morbi-mortalidade na América Latina. A distribuicdo geografica da infeccéo
por T. cruzi estende-se do México ao sul da Argentina. A Organizacdo Mundial da
Saude estima de 16 a 18 milhdes de casos em todo o mundo e cerca de 25% da
populacéo latino-americana estdo sob risco de adquirir a doenga (WHO, 2008). No
Brasil, estima-se de 3 a 4 milhdes de infectados, sendo que um tergo deles apresenta

manifestacdes clinicas (Moncayo, 1999).

Embora o nimero de casos permaneca elevado e as estimativas de incidéncia
mundial sejam de aproximadamente 50.000 novos casos por ano, os financiamentos

para pesquisa, prevencdo e controle da doenga de Chagas sdo limitados, além das
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opcBes terapéuticas permanecerem insatisfatorias (Tarleton et al, 2007).

Apesar de ter sido descrita hd exatamente um século pelo clinico Carlos Chagas,
alguns aspectos ligados a patogénese da doenca e a mecanismos intrinsecos da relacéo
parasito-hospedeiro ainda permanecem pouco esclarecidos (Lages-Silva et al, 2001). A
busca de novos testes diagndsticos eficientes configura uma etapa importante para o
tratamento adequado dos pacientes, mobilizando profissionais da satde, pesquisadores

especializados e institui¢des internacionais (MSF, 2008).

2. O agente etioldgico

O agente etiol6gico da doenga de Chagas é o protozoario Trypanosoma cruzi,
um eucarioto pertencente a ordem Kinetoplastida, que compreende organismos que
apresentam uma regido rica em DNA mitocondrial (kDNA). Esta regido, denominada
cinetoplasto, é Unica destes organismos (Moreira, Lopez-Garcia & Vickerman, 2004). O
material genético do kKDNA pode representar até 30% do DNA celular total (De Souza,
1999) e tem sido utilizado na investigacdo de caracteristicas moleculares do parasito

(Souto et al, 1996; Vago et al, 2000; Manoel-Caetano et al, 2008).

A morfologia de T. cruzi baseia-se na observagéo do parasito fixado em metanol
e corado com Giemsa. Pode-se observar a presenca do nucleo, do cinetoplasto e do
flagelo. Com base na forma geral da célula, na posicdo relativa entre o nucleo e o
cinetoplasto e na saida do flagelo da bolsa flagelar, sdo definidas as formas evolutivas

do tripanosomatideo: amastigota, epimastigota e tripomastigota.
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Figura 1: Esquema geral da forma epimastigota do T. cruzi mostrando as

principais estruturas celulares. Fonte: FIOCRUZ, 2008.
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Figura 2: Formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi. A seta indica o
cinetoplasto arredondado localizado na regido posterior ao ndcleo. Fonte:

FIOCRUZ, 2008.

A diversidade genética de T. cruzi vem sendo observada ja ha algum tempo por
diferentes abordagens buscando marcadores enzimaticos, polimorfismos, cariétipos
moleculares, fingerprints de DNA, entre outros (Morel et al, 1980; Miles et al, 1980;
Macedo et al, 1992). Tais pesquisas tém sido realizadas na tentativa de correlacionar as
diferentes cepas a suas propriedades bioldgicas distintas, bem como as caracteristicas

clinicas e epidemioldgicas da infeccdo (Moncayo & Yanine, 2006).

Estudos iniciados por Miles et al (1977), com parasitos isolados de diferentes

hospedeiros em varias regides do Brasil, estabeleceram trés grupos distintos com base
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no perfil eletroforético de isoenzimas ou MLEE (multi-locus enzyme electrophoresis).
Estes grupos foram designados zimodemas (Z1, Z2 e Z3). Estudos epidemiol6gicos
demonstraram associacdo de Z1 e Z3 com o ciclo silvestre e Z2 com o ciclo doméstico

(Miles et al 1980).

Estudos posteriores sugeriram a existéncia de duas linhagens filogenéticas
principais de T. cruzi (grupos | e 11). No Brasil, o grupo | esté relacionado, geralmente,
ao ciclo silvestre do T. cruzi e & infeccdo de marsupiais, enquanto o grupo Il esta

associado ao ciclo peridoméstico (Fernandes et al, 1998).

3. Transmissdo da doenca de Chagas

3.1. Transmissao vetorial

A transmissdo natural da doenga ocorre por meio vetorial. Os vetores s&o insetos
triatomineos hemat6fagos da familia Reduviidae, popularmente conhecidos como
“barbeiros” ou “chupancgas”. O ciclo bioldgico de T. cruzi no homem inicia-se apds o
repasto sanguineo do inseto como ilustrado na Figura 3. Apds a picada, o triatomineo
infectado defeca proximo ao local e, ao cocar a regido irritada, o individuo leva formas
tripomastigotas metaciclicas, contidas nas fezes do vetor, para o interior da pele. A
partir dai, ocorre invasdo de células adjacentes ao local da picada e, apds o parasito
escapar para o citosol da célula hospedeira, as formas tripomastigotas metaciclicas
diferenciam-se em formas amastigotas. A partir deste momento, ocorrem sucessivas
divisdes, tornando a célula repleta de parasitos. Apds nova diferenciacdo de amastigotas

em tripomastigotas, as formas flageladas sdo liberadas na corrente sanguinea, podendo a
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partir dai, serem seguidos dois caminhos: (1) formas tripomastigotas invadem novas
células (SMF, células musculares: lisa, esqueléticas, cardiacas, nervosas, etc.),
reiniciando o ciclo no hospedeiro ou (2) formas tripomastigotas podem ser ingeridas
novamente por um triatomineo, onde se diferenciardo em epimastigotas, e
posteriormente em tripomastigotas metaciclicos com capacidade infectiva (De Souza,

1984).

Apos repasto sanguineo, o tiatomines deposits

formaes tripomastigotas metacicieas |untamants 45 formas tripomastigotas Infectsm as
©0m 35 Tezas no local da picada CHILEEE 30 1007 00 JooEl 3 phead ¢ 52
transtormam sm amastigotas

As Tormas amastipotas se muitiphcam
0T TisE20 binarea 8, 3p0E &
transformarem sm tripomastigotas,
TIPS & MEMDTEna celutar

\_,;@

o As formas tripomastipotas sicangam 3
comants sanguinss & podsm Infectar
outros tipos caluiarss

BAFES WEALTH N FEOFLE

hitp:ffwww dpd cde govidpdx
Figura 3: Esquema representativo do ciclo da doenca de Chagas.
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As diferentes espécies de triatomineos conhecidas apresentam capacidades de
transmissdo distintas. Além disso, existem variacOes relacionadas a viruléncia da cepa
do T. cruzi. Tais fatores associados a propria diversidade genética do hospedeiro

resultam em uma alta complexidade da patogénese da doenca de Chagas.

Em junho de 2006, o Brasil recebeu o certificado de interrupgéo de transmisséo
vetorial por Triatoma infestans, até entdo o principal vetor da doenca em nosso pais. A
erradicacdo dos principais vetores é um dos objetivos principais da Iniciativa do Cone
Sul, programa intergovernamental iniciado em 1991 reunindo seis paises da América
Latina. Atualmente trés desses paises (Uruguai, Chile e Brasil) sdo considerados livres

de transmissao vetorial por T. infestans (WHO, 2008).

Apesar do controle da transmissdo por T. infestans no Brasil, a doenca de
Chagas pode ser considerada emergente em algumas regides consideradas livres da
doenga como a regido da Bacia Amazonica, onde vetores silvestres sdo os principais

agentes transmissores e microepidemias locais sédo observadas (WHO, 2008).

3.2. Transmissao transfusional

Apesar do controle da transmissdo vetorial em nosso pais, ainda existem outras
formas de se adquirir doenga de Chagas. O segundo mecanismo mais frequente (5 a
20%) é a via transfusional (Schmunis, 2000). Os mecanismos e estratégias de controle
para evitar a transmissdo transfusional foram desenvolvidos na década de 50 e
implementados na década de 60. Mas somente nos anos 80 os programas de controle em
bancos de sangue foram totalmente instituidos nos paises endémicos (Wendel, 1997,

Dias & Schofield, 1998). O controle da transmissdo transfusional envolve
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essencialmente a triagem soroldgica dos doadores de sangue (WHO, 1991; Wendel,
1997) e a melhoria da qualidade dos testes empregados quanto & sensibilidade e
especificidade (Wanderley et al, 1993; Saez-Alquézar et al, 1998; Umezawa et al,
2004). O risco de ocorrer infeccdo em um individuo, por uma Unica transfusdo de um
doador com sangue infectado, varia conforme a gravidade da doenga no doador,
podendo chegar a 25% (Moncayo & Yanine, 2006). Entretanto, individuos que recebem
multiplas transfusdes, como hemofilicos, pacientes com outras doengas hematoldgicas
ou aqueles que realizam diélise, possuem uma chance 8,7 vezes maior de contaminacao

por T. cruzi (Schmunis, 1999).

Inicialmente, a transmisséo transfusional assumiu uma grande importancia
epidemioldgica devido ao movimento migratorio de pessoas infectadas das zonas rurais
endémicas para as zonas urbanas, o que ocasionou aumento de individuos com
sorologia positiva para T. cruzi entre doadores de sangue no Brasil. Entretanto, o
controle da transmisséo vetorial levou a uma progressiva diminuicdo de doadores de
sangue e de gestantes infectados, reduzindo os riscos de transmissdo transfusional e

congénita (Dias & Coura, 1997; Schofield & Dias, 1999).

3.3. Outros mecanismos de transmissao

O terceiro mecanismo mais frequente é a transmissdo vertical (via congénita ou
transplacentéria) com prevaléncia estimada em 0,5 a 8% (Schmunis, 2000), sendo que a
probabilidade de ocorréncia de doenca em criancas de maes chagéasicas varia de menos

de 1 até 10% (Prata, 2001).
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As formas de transmisséo transfusional e congénita ndo se limitam as regides
endémicas da doenca de Chagas. Ultimamente, com a facilidade de migracdo de
pessoas, muitos casos vém sendo relatados em paises considerados ndo endémicos e que
recebem grande contingente de imigrantes latinos. Recentemente, um estudo realizado
em Barcelona revelou prevaléncia de 41% entre 489 pacientes latino-americanos, a
maioria originaria da Bolivia (Mufioz et al, 2009). Na Franca, Lescure et al (2008)
relataram o diagnostico de 9 casos da doenca entre 2004 e 2006. Na Suica foram
relatados dois casos de transmissdo congénita e um estudo retrospectivo detectou
prevaléncia de 9,7% entre 72 gestantes latino-americanas (Jackson et al, 2009). Nos
Estados Unidos, os casos importados de doenga de Chagas ndo sdo mais excepcionais, 0
que levou a implementacdo de estratégias de controle em bancos de sangue (CDC,

2007).

De fato, a migragdo internacional mudou o padréo epidemiolédgico da doenga de
Chagas, tornando-a um problema de saude publica emergente em paises da América do
Norte e da Europa. A globalizagdo da doenca obriga estes paises a estabelecerem
medidas de prevencdo e controle, principalmente na triagem de doadores em bancos de
sangue, assim como o eventual seguimento e tratamento dos pacientes infectados

(PAHO, 2005).

Outros mecanismos secundarios de transmissdo da doenca de Chagas sdo os
transplantes de oOrgdos e acidentes de laboratorio. Um mecanismo de pequena
importancia epidemiolégica, mas que pode se transformar em problema de salde
publica se ndo detectado ou se ndo tomadas precaucdes necessarias, é a transmisséo da
doenca por via oral, com ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi (Coura &

Dias, 2009).
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Esta forma de transmisséo ganhou destaque em 2005, devido ao surto em Santa
Catarina quando foram identificados 45 casos suspeitos de doenca de Chagas aguda
relacionados & ingestdo de caldo de cana, sendo que cinco pacientes foram a dbito. Entre
2005 e 2007 o Ministério da Saude/SVS recebeu a notificacdo de 22 surtos de doenga
aguda em varios estados. Na maioria dos eventos, pode-se comprovar a associa¢do da
ocorréncia de casos com o consumo de alimentos in natura, como caldo de cana (Santa
Catarina - 2005 e Bahia - 2006), bacaba (Maranhdo, Para - 2006) e acai (Para — 2006 e

2007, Amazonas - 2007).

4. A patologia

Os determinantes da doenca de Chagas resultam basicamente da quantidade de
formas infectivas no indculo inicial, da diversidade genética da cepa de T. cruzi e da
resposta imune do hospedeiro (Coura, 2007). A interagdo desses fatores justifica o

pleomorfismo da patologia.

Classicamente, a doenga de Chagas é dividida em duas fases: a fase aguda, que
tem inicio logo ap6s a infecgdo por T. cruzi e a fase cronica, que pode permanecer
assintomatica por muitos anos (forma indeterminada) ou evoluir para as manifestacdes

clinicas da doenca (forma determinada) (Moncayo & Yanine, 2006).

4.1. Fase aguda

A fase aguda caracteriza-se por alta parasitemia e geralmente se apresenta

assintomatica ou oligossintomatica, sendo reconhecida apenas em cerca de 1 a 2% dos
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casos com tendéncia a ser mais grave em criangas (Ribeiro & Rocha, 1998). Alguns
individuos podem apresentar febre e mialgia durante algumas semanas. Na auséncia de
tratamento adequado, cerca de 5 a 10% dos pacientes agudos sintométicos vdo a 6bito
devido ao desenvolvimento de encefalomielites ou insuficiéncia cardiaca grave e, em

casos raros, morte subita (Prata, 2001).

Uma reacdo inflamatoria local conhecida como chagoma pode se desenvolver na
porta de entrada do parasito. Quando a porta de entrada é a conjuntiva ocular, pode ser
observado um edema periorbital conhecido como sinal de Romaria. Transmissdo por via
congénita ou oral, bem como através de transplante de drgédos e acidentes de laboratério

também podem levar a casos agudos da doenga (Moser et al, 1989).

O tratamento na fase aguda é particularmente eficaz com taxas de cura de 60 a
90% baseadas na negativacdo de provas soroldgicas e parasitologicas. A terapéutica
especifica é recomendada em todos os casos de fase aguda, independente do mecanismo

de transmissdo (FUNASA, 1997), o que inclui a via congénita, transfusional e acidental.

No Brasil, o Gnico composto disponivel para tratamento etioldgico da doenga de
Chagas é o benzonidazol (Rochagan®). Como o farmaco atua contra formas
tripomastigotas sanguineas, seu efeito € satisfatdrio na fase aguda uma vez que ha
muitos parasitos circulantes. Os efeitos de toxicidade relacionados ao medicamento séo
menos frequentes na fase aguda tanto em criangas quanto em adultos (Rassi, Rassi Jr &

Gabriel Rassi, 2000).
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4.2. Fase cronica

De dois a quatro meses ap0s a infeccdo inicial, a doenca entra em periodo de
laténcia clinica, tornando-se cronica (Prata, 1990). A evolucédo da fase aguda para a fase
cronica é acompanhada pela diminuicdo da parasitemia e elevacdo de anticorpos
especificos da classe 19gG. Grande parte dos infectados evolui para uma fase cronica
assintomatica, caracterizada pela presenca da infec¢do, comprovada através de reagdes
soroldgicas especificas, mas livre de manifestacdes clinicas, eletrocardiogréficas ou
radioldgicas (Moncayo & Yanine, 2006). Estima-se que pelo menos 50% da populacdo
infectada apresentem a forma indeterminada da doenca de Chagas (Ribeiro & Rocha,
1998). Apesar de assintométicos, tém sido registrados casos de morte stbita em

pacientes com a forma indeterminada da doenca de Chagas (Neves, 2005).

A doenca cronica pode se tornar clinicamente evidente anos ou décadas apos a
infeccdo inicial. Apenas 10 a 30% desses pacientes crénicos apresentam sintomas,

sobretudo manifestagBes cardiacas e digestivas (Vaidian et al, 2004).

De acordo com o Consenso Brasileiro em doenga de Chagas (2005) o tratamento
especifico na fase cronica é recomendado principalmente em criancas. Embora faltem
evidéncias de sucesso terapéutico, ele pode ser instituido na fase cronica recente em
adultos (10 a 12 anos ap6s a infeccdo inicial). Na fase cronica de maior duracéo, a
presenca das formas indeterminada, cardiaca leve e digestiva é indicacdo para
tratamento etiolégico. O objetivo, nestes casos, € diminuir a parasitemia e prevenir ou

reduzir os sintomas da doenga (WHO, 2002).
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4.2.1. Forma cronica cardiaca

E a forma mais prevalente da doenca de Chagas. Em individuos com
comprometimento cardiaco, podem ser observadas alteracbes do ritmo cardiaco,
fendmenos tromboembodlicos e insuficiéncia cardiaca congestiva. Histologicamente, a
forma cardiaca caracteriza-se por miocardite cronica intensa, fibrosante, com grande
hipertrofia de cardiomidcitos. Cerca de 20 a 40% dos pacientes no Centro-Oeste e

Sudeste do Brasil apresentam a forma cardiaca da doenga de Chagas (Neves, 2005).

4.2.2. Forma crdnica digestiva

Embora as manifestaces cardiacas sejam comuns a todas as areas geogréficas
onde a doenca existe, a forma digestiva praticamente ndo ocorre em chagésicos que
vivem nos paises americanos situados acima da linha do Equador. Entretanto, ela €
endémica no Brasil Central, em &reas dos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Bahia, além de presente no Chile, Argentina e Uruguai. Estudos iniciados na década de
1950 (Kdoberle & Nador, 1955) levaram a uma melhor compreensdo da relagdo entre
doenca de Chagas e megas digestivos observados em areas endémicas. A manifestacdo

mais frequente é o megaesdfago, seguido por megacélon (Malta, 1996).

A forma digestiva da doengca de Chagas caracteriza-se por lesdo dos plexos
nervosos intramurais em decorréncia do parasitismo das camadas musculares dos
orgdos afetados, o que interfere na fungdo motora principalmente do eséfago e do célon,
fazendo com que a musculatura desses drgéos responda com contragdes desordenadas

(Sanchez-Lermen et al, 2007).
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No Brasil, a doenga de Chagas é a causa mais importante de megaesdfago.
Diversos estudos sugerem a esofagopatia como um bom marcador da infecgéo
chagasica no Brasil (Kamiji & de Oliveira, 2005; Pefiaranda-Carrillo et al, 2006;
Sanchez-Lermen et al, 2007). O comprometimento do esdfago € avaliado no estudo
radioldgico, através do qual € possivel distinguir os estigios da doenga (Crema et al,
2003). Seguindo o padrdo de alteracbes morfoldgicas e motoras, o megaesdfago
chagésico é classificado em graus de | a IV (Rezende et al, 1960) conforme ilustrado na

Figura 4. O estadiamento corresponde ao progressivo aumento de calibre do 6rgéo.

Figura 4: Classificacdo radiologica do megaesdfago. A: grau | (megaesbtfago
com calibre preservado); B: grau Il; C: grau Ill; D: grau IV (megaesofago

avancgado, com calibre bastante aumentado).

O megaesdfago, juntamente com o aparecimento de sintomas tipicos como
disfagia, regurgitacéo e emagrecimento, podem ocorrer ap6s varios anos do diagnostico

sorolégico e/ou do estabelecimento da lesdo neuromotora. Entretanto, a presenca de
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outros sintomas relacionados & lesdo esofagica também comuns a outras doengas
dificulta a interpretacdo etioldgica como sendo decorrente da infeccdo por T. cruzi

(Sanchez-Lermen et al, 2007).

O megacdlon chagéasico € relativamente frequente em nosso pais. Dados
divulgados em 2002 pela Organizacdo Mundial da Salde sugerem que cerca de 10 a
12% dos pacientes chagasicos crénicos desenvolvem megacélon. O quadro clinico da
doenca de Chagas afetando o intestino grosso caracteriza-se pelo aparecimento de
constipagdo intestinal, que, geralmente, tem evolucéo lenta e progressiva (Santos Junior,
2002). Em alguns casos pode ocorrer associacdo de comprometimento esofagico e do
colon em um mesmo paciente, caracterizando a forma digestiva mista da doenca de
Chagas. A presenca de cardiopatia chagasica cronica também deve ser pesquisada
nestes pacientes. Na evolugéo da doenca de Chagas, a esofagopatia geralmente precede

a cardiopatia (Rezende, 1958).

A escolha do tipo de tratamento dos megas digestivos depende de uma série de
fatores como o grau de comprometimento do 6rgdo, a idade e a condicdo clinica do
paciente, sendo essencial definir a etiologia do megaes6fago e/ou megacolon para

avaliacdo prognostica e terapéutica.

5. Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo T. cruzi baseia-se em métodos
parasitologicos e sorolégicos, sendo orientado em funcdo da fase clinica da infeccéo

(Ferreira et al, 1996). Os metodos parasitologicos (diretos ou indiretos) tém como
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objetivo a busca do parasito enquanto os soroldgicos baseiam-se na deteccdo de

anticorpos anti-T. cruzi no soro dos individuos infectados.

5.1. Diagnostico parasitologico

Os métodos parasitoldgicos podem ser diretos ou indiretos e sdo mais
empregados na fase aguda da doenga, uma vez que esta Se caracteriza por alta
parasitemia. Os métodos diretos incluem a pesquisa de parasitos por exame de sangue a
fresco, gota espessa e esfregaco sanguineo. O teste direto a fresco é mais sensivel que o
esfregaco corado por Giemsa e deve ser o método de escolha para diagndstico
etiologico na fase aguda. Caso sejam obtidos resultados negativos, devem ser usados
métodos de concentragdo. Os testes de concentracdo (microhematdcrito ou Strout)
apresentam de 80 a 90% de positividade e sdo recomendados no caso de forte suspeita
de doenca de Chagas aguda e negatividade do exame de sangue a fresco. Em casos
sintomaticos por mais de 30 dias, devem ser os testes de escolha, uma vez que a

parasitemia comeca a declinar (Consenso do Ministério da Salde, 2005).

5.1.1. Xenodiagndstico

O xenodiagndstico é um metodo parasitoldgico indireto introduzido por Brumpt
(1914), com sensibilidade de 85 a 100% em pacientes na fase aguda da doenga de
Chagas e menor que 50% na fase cronica. Sua grande desvantagem é o desconforto na
realizagdo do exame e a demora para a obtencdo dos resultados, que pode chegar até 90

dias (Rey, 1991; Ferreira & Avila, 1995). A associacio da hemocultura ao
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xenodiagnostico € procedimento padrdo principalmente quando as provas soroldgicas
sdo inconclusivas, em pacientes imunossuprimidos e no controle pos-terapéutico. Se
empregados repetidas vezes, a sensibilidade das técnicas aumenta. O emprego rotineiro
do xenodiagnostico na fase cronica fica restrito principalmente devido a sensibilidade

baixa, apresentando frequentemente resultados falso-negativos (Andersson, 2004).

5.1.2. Hemocultura

O cultivo de sangue ou hemocultura baseia-se na capacidade de T. cruzi crescer
e se multiplicar em diferentes meios acelulares que contenham hemina ou derivados da
hemoglobina. A técnica requer condicBes assépticas para a coleta e para 0 manuseio da
amostra de sangue, 0 que a torna pouco pratica nos trabalhos de campo. O protocolo
desenvolvido por Chiari et al (1989) vem sendo modificado a fim de aumentar a

sensibilidade do método (Luz, 1999).

5.2.  Diagnostico soroldgico

Na fase cronica da doenca, o diagndstico parasitologico direto torna-se
comprometido em virtude da parasitemia baixa e intermitente. Entretanto, apesar do
reduzido nimero de parasitos circulantes, titulos elevados de anticorpos especificos
contra antigenos de T. cruzi podem ser detectados. Portanto, na fase crdnica, o
diagndstico é essencialmente soroldgico, baseando-se na pesquisa de anticorpos anti-T.
cruzi no soro. A deteccdo desses anticorpos anti-T. cruzi pode ser realizada por técnicas

de sorologia convencional como hemaglutinagdo indireta (HAI), imunofluorescéncia
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indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Dentre as metodologias nédo
convencionais, estdo a lise mediada pelo complemento (CoML), reagédo de Western blot,
ELISA com antigenos recombinantes e reacdo de imunofluorescéncia por citometria de

fluxo.

De forma geral, os métodos convencionais sdo bastante sensiveis, de facil
execugdo, apresentam baixo custo e fornecem resultados mais rapidos do que 0s
meétodos soroldgicos ndo convencionais e 0s exames parasitoldgicos. No entanto, seu
desempenho pode variar em fungdo dos reagentes utilizados, dos procedimentos

técnicos e dos critérios de interpretacdo de resultados.

A utilizacdo de apenas um teste apresenta sensibilidade e especificidade em
torno de 98,91 e 98,52%, respectivamente. A associacdo de dois ou trés métodos
aumenta a sensibilidade para cerca de 100% (Ferreira et al, 2001). Resultados falso-
positivos ocorrem geralmente devido a reacdes cruzadas com outros tripanosomatideos
como Leishmania sp (Araujo, 1986; Chiler, Samudio & Zouler, 1990; Portela-Lindoso

& Shikanai-Yasuda, 2003).

Um estudo recente (Otani et al, 2009) avaliou o desempenho de diferentes kits
soroldgicos disponiveis comercialmente para um total de 437 amostras oriundas de 10
paises. Os indices de sensibilidade e especifidade de pelo menos quatro dos Kits
baseados em ensaios imunoenzimaticos foram suficientes para justificar o seu uso unico
na triagem em bancos de sangue. A avaliacdo dos testes disponiveis no Brasil esta

descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. Sensibilidade e especificidade obtidas para kits soroldgicos disponiveis no

Brasil.

Ensaio Sensibilidade Especificidade Fabricante
HBK 401 Hemobio Chagas 100 99,62 Embrabio
Chagas ELISA 97,62 97,71 Ebram
Bioelisacruzi 98,21 99,24 Biolab-Mérieux
Teste Chagas-HAI 88,09 59,92 Ebram
Imuno-HAI Chagas 100 95.80 WAMA

Chagas Hemagen HA

Hemacruzi 99,40 97,33 Biolab-Mérieux
WB 100 97,3 bioMérieux
IF 98,2 98 bioMérieux

Fonte: Modificado de Otani et al, 2009.

Segundo o Consenso do Ministério da Saide (2005), o diagnostico etiolégico na
fase cronica deve ser realizado utilizando-se dois testes de principios metodoldgicos
diferentes: um teste de elevada sensibilidade (ELISA com antigeno total ou fragbes
semi-purificadas do parasito ou IFI) e outro de alta especificidade (ELISA, utilizando
antigenos recombinantes especificos de T. cruzi), conforme descrito no fluxograma

apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Fluxograma para a realizagdo de testes laboratoriais para a doenga de

Chagas na fase cronica. WB, Western Blot. Fonte: Ministério da Saide, 2005.

5.2.1. Sorologia convencional e diagnostico de megaesdfago chagasico

Quando se realiza exame soroldgico para doenca de Chagas em portadores de
megaesdfago em zona endémica, obtém-se um indice de positividade aproximado de
90% (Rezende & Moreira, 2000). Entretanto, hd casos com antecedentes
epidemioldgicos e manifestagdes clinicas sugestivas de doenca de Chagas que
apresentam reacdes soroldgicas repetidamente negativas, conforme relatado por
Luquetti (1987). A analise de 240 soros de pacientes com megaes6fago por HAI e
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hemaglutinacdo direta revelou 89,2% de resultados positivos. Dos 26 resultados
negativos, 24 tinham epidemiologia positiva para doenga de Chagas e em 2 deles houve
confirmagdo parasitologica. A ocorréncia de xenodiagndstico positivo em casos com
sorologia negativa sugere a possibilidade de inexisténcia de anticorpos especificos

circulantes (Bréniere et al, 1984; Breéniére et al, 1989).

5.3. Diagnostico molecular

As limitagGes inerentes aos testes laboratoriais de rotina, especialmente em se
tratando do diagndstico na fase cronica, explicam o interesse e a necessidade de
implantacdo de um método direto e mais sensivel que permita monitorar a presenca do
parasito e confirmar a etiologia da doenga. Com o avango da biologia molecular, novas
técnicas tém sido descritas para auxiliar no diagnostico das doencas infecto-parasitarias.
Dentre estas técnicas, destaca-se a PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (Saiki et al,
1988), baseada no emprego de oligonucleotideos sintéticos que amplificam sequéncias

génicas especificas do patégeno-alvo.

A PCR apresenta boa sensibilidade, o que permite a deteccdo de quantidades
minimas de DNA de T. cruzi, facilitando o diagndstico de pacientes cronicos que
apresentam baixo nimero de parasitos na corrente sanguinea (Afiez et al, 1999). A
metodologia tem sido utilizada como alternativa no diagndstico da doenga de Chagas;
em alguns casos, a sensibilidade chega a 100% quando comparada a métodos
soroldgicos (Avila et al, 1993). Entretanto, existem fatores como diferencas regionais,
gravidade das formas clinicas e diferenca genética dos isolados que podem contribuir

para a variabilidade de resultados. O procedimento emprega reagentes e aparelhagem
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dispendiosa e também exige treinamento especializado e cuidados para evitar

contaminacao.

A PCR pode ser empregada em bancos de sangue quando a sorologia €
inconclusiva. Além disso, € um método alternativo no controle pds-terapéutico pela
maior sensibilidade frente as provas parasitologicas indiretas (Portela-Lindoso &
Shikanai-Yasuda, 2003). A deteccdo de T. cruzi pela PCR em transplantados é um
procedimento mais sensivel e especifico para diagnosticar a reativacdo da doenca de

Chagas (Maldonado et al, 2004).

5.3.1. Alvos diagnosticos

A PCR tem sido aplicada para amplificacdo do kKDNA de T. cruzi fazendo uso de
oligonucleotideos cujas sequéncias estdo localizadas em regides conservadas dos
municirculos (Figura 6). A amplificacdo parece ser espécie-especifica e independente da
cepa do parasito (Sturm et al, 1989). Muitos estudos clinicos utilizando a PCR para essa
regido mostram elevada sensibilidade e especificidade (Avila et al, 1993; Britto et al,
1993; Wincker et al, 1994; Vago et al, 1996; Chiari, 1999; Gomes et al, 1999).
Entretanto, outros trabalhos reportam baixa sensibilidade do método (Britto et al, 1995;

Junqueira et al, 1996).
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Figura 6: Esquema representativo da molécula de minicirculo do kDNA de T. cruzi.
Assinaladas as regides de sequéncias conservadas (retangulos), as posi¢cbes dos
iniciadores da PCR (setas) e os respectivos produtos amplificados (pontilhado). Fonte:

adaptado de Sturm et al, 1989.

Vera-Cruz et al (2003) utilizaram o método de N-PCR para amplificacdo
da proteina flagelar Tc-24 especifica de T. cruzi. A principio, este método mostrou-se
uma boa alternativa para acompanhamento da persisténcia do parasito (Andersson,

2004).

5.3.1.1. O DNA satélite como alvo potencial

A partir do sequenciamento génico da cepa CL-Brener de T. cruzi realizado por
El-Sayed et al (2005), estima-se que mais de 50% do genoma do parasito est4 associado
com elementos repetitivos, tais como transposons e genes multi-copias. Estas
sequéncias repetitivas parecem ter papel importante na estrutura gendmica e na
expressdo génica do T. cruzi. Um elemento repetitivo do DNA satélite de 195 pb com
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120.000 copias por genoma foi a primeira sequéncia nuclear repetitiva descrita em T.

cruzi (Gonzales et al, 1984).

Por constituir cerca de 9% do DNA nuclear total e ndo apresentar homologia
com sequéncias de outros tripanosomatideos que circulam na mesma &rea geogréfica do
T. cruzi, a familia de sequéncias repetitivas de 195 pb constitui um alvo adequado para
o diagndstico da doenca de Chagas. Utilizando os oligonucleotideos TCZ1 e TCZ2,
Moser et al (1989), empregaram a PCR para deteccdo de DNA satélite de T. cruzi em
amostras de sangue de pacientes chagéasicos. Baseados neste estudo, outros grupos
aprimoraram o mesmo protocolo para detecgdo de material genético do parasito em
amostras de soro (Russomando et al, 1992), de sangue de corddo umbilical de recem-

nascidos (Virreira et al, 2003) e de tecido cardiaco (Olivares-Villagémez et al, 1998).

Trabalhos posteriores utilizaram a PCR para deteccdo do DNA satélite de T.
cruzi no monitoramento do tratamento etioldgico para doenca de Chagas em recém-
nascidos. Os resultados obtidos confirmam a eficacia da técnica no controle de cura

(Shikanai-Yasuda et al, 1996; Russomando et al, 1998).

A partir da padronizacdo da técnica de N-PCR para amplificacdo de um
fragmento de 149 pb (Figura 7), Marcon et al (2002) relataram uma boa especificidade
na deteccdo de DNA satélite de T. cruzi em sangue de pacientes chagasicos crdnicos. De
30 casos com sorologia inconclusiva para doenga de Chagas, a N-PCR esclareceu 13. A

sensibilidade da técnica foi de 82%.
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Figura 7: Diagrama da regido repetitiva do DNA satélite de T. cruzi de 195 pb
organizada in tandem. As setas indicam as posi¢des dos oligonucleotideos da N-

PCR (Marcon et al, 2002). O produto amplificado € de 149 pb.

5.3.1. Discordéncia entre sorologia convencional e PCR

O diagnoéstico etioldgico da doenca de Chagas ainda representa um desafio para
clinicos e cientistas. Além dos resultados soroldgicos falso-positivos, sdo encontrados
relatos de resultados falso-negativos com PCR positiva. Em 1993, estudando uma
populagio de uma area altamente endémica em MG, Avila et al encontraram resultados
de PCR positiva em 3 pacientes soronegativos. Estudo realizado por Wincker et al
(1994) mostrou 2 resultados de PCR positiva em amostras de sangue de criancas
soronegativas, sendo que em uma delas também houve observacéo direta do parasito no

sangue.

Utilizando o kDNA como alvo diagnéstico, Gomes et al (1999) relataram PCR
positiva em 10 de 21 pacientes soronegativos assintoméaticos nascidos em é&rea
endémica. Empregando um método soroldgico ndo convencional baseado na deteccéo
de anticorpos liticos (CoML), 8 desses pacientes apresentaram resultados sorol6gicos

negativos.
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Ao pesquisar 9 amostras de sangue de pacientes soronegativos também oriundos
de area endémica, Castro et al (2002) encontraram 3 casos de PCR positiva. A infeccéo
chagésica foi também confirmada por hemocultura em um destes 3 casos. Por fim,
utilizando como alvo uma sequéncia repetitiva de DNA satélite de T. cruzi, Salomone et
al (2003) relataram 12 resultados de PCR positiva entre 80 pacientes argentinos

soronegativos.

Na tentativa de explicar a discordancia entre resultados soroldgicos e da PCR, os
autores tendem a descartar a hipotese de contaminagdo do DNA da amostra durante a
reacdo de PCR uma vez que séo utilizados controles negativos e os procedimentos séo
realizados cuidadosamente de forma a minimizar a possibilidade de contaminagdo. A
hipGtese mais aceita para esta situacdo controversa baseia-se na variacdo de reacdes
imunolégicas do hospedeiro quando em contato com o parasito (Gomes et al, 1999;

Castro et al, 2002; Salomone et al, 2003).

Pacientes infectados produzem anticorpos contra muitos antigenos do T. cruzi e
esses exibem grandes diferencas quali e quantitativas (Mendes et al, 1997). Segundo
Bréniére (1984), 2,6% dos pacientes chagasicos cronicos incluidos em seu estudo
apresentaram importante imunossupressdo de anticorpos especificos contra o parasito,
resultando em imunodiagndstico negativo para a doenga, mesmo com a confirmacéo da

infeccéo pelo T. cruzi através do xenodiagndstico (Bréniére et al, 1988).

Deste modo, supbe-se que algumas cepas do T. cruzi ndo induzam a resposta
humoral no homem. Em ndo havendo o reconhecimento de anticorpos anti-T. cruzi,
tém-se resultados falso-negativos. Sendo assim, a etiologia chagésica ndo deve ser

afastada, mesmo na auséncia de confirmacdo por provas soroldgicas, se existirem
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antecedentes epidemioldgicos e indicadores clinicos da doenca de Chagas (Luquetti,

1987).

5.3.2. Perspectivas

Atualmente, a PCR pode ser considerada como técnica padrdo-ouro para a
detecgdo de DNA de parasitos circulantes na doenca de Chagas. Entretanto, existe a
necessidade de se estabelecer um protocolo consenso. Essa preocupagdo decorre da
extrema variabilidade nos niveis de sensibilidade gerada pelos diferentes protocolos j&
descritos. Os resultados dependem das caracteristicas epidemioldgicas das populagdes
estudadas, do volume de sangue coletado, do método utilizado para extragdo de DNA,
da sequéncia alvo e oligonucleotideos, dos reagentes e das condi¢cdes de PCR (Britto,

2009).

A metodologia para deteccdo de material genético de T. cruzi vem sendo
aperfeicoada com o desenvolvimento de sistemas de PCR em tempo-real (Piron et al,
2007; Duffy et al, 2009). A implementagdo de um ensaio capaz de quantificar a carga
parasitaria de pacientes chagasicos e monitorar a parasitemia em resposta ao tratamento
etiologico seré particularmente Gtil como um indicador da eficacia terapéutica (Britto,
2009). Além disso, podera esclarecer os casos de pacientes que apresentam
manifestacdes clinicas sugestivas de doenga de Chagas, mas tém sorologia inconclusiva

Ou negativa.
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OBJETIVOS
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Determinar a soroprevaléncia para doenga de Chagas em portadores de
esofagopatia;

Identificar pacientes portadores de megaes6fago com sorologia inconclusiva ou
negativa para doenca de Chagas;

Deteccdo do DNA satélite de T. cruzi empregando N-PCR em amostras de
sangue de portadores de megaesdfago com sorologia inconclusiva ou negativa
para doenga de Chagas;

Correlacionar os resultados de sorologia convencional com os resultados da N-

PCR.
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CAPITULO 1: Evidence of chagasic infection in seronegative
Brazilian patients with megaesophagus
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Abstract

Background: After 100 years of research, Chagas disease (CD) remains an important
public health problem in Latin America. Symptomatic chronic phase is usually
characterized by cardiac or digestive commitment and its current diagnosis relies on the
measurement of T. cruzi-specific antibodies produced in response to the infection.

However, detection of parasite DNA in seronegative persons has been reported.

Objectives: Prevalence of CD in a population with esophageal disorders was assessed
by conventional serology. We also detected T. cruzi DNA in blood samples of

seronegative and inconclusive patients by N-PCR (nested-PCR).

Methods and Results: A seroprevalence of 79% for CD in 512 patients with esophageal
disorders was determined by ELISA and IIF. Out of 41 blood samples, N-PCR was

positive in 31 (76%) cases when serology was negative or inconclusive.

Conclusion: As all patients presented suggestive clinical signs of digestive form of CD
and most of them were born in endemic areas, we highlight the importance of diagnosis
improvement and its implication in blood banks screening. Our data suggest that N-PCR
seems to be effective for detection of T. cruzi DNA in patients with inconclusive or

negative serology and, eventually, it may be useful to clarify megaesophagus etiology.

Keywords: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, Polymerase Chain Reaction,

Esophageal Motility Disorders
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Introduction

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of CD that currently affects approximatelly
12 million persons, mainly in Latin America.® However, increasing travel and
immigration lead to emerging cases in North America and Europe.”* Despite efficient
vector control programs launched in South America to restrict its spread and the
screening of blood banks, CD still remains challenging and 40 million persons are under
risk of infection.” Parasites are usually transmitted by some haematophagus species of
triatomine bugs from Reduviidae family. In June 2006, Brazil was formally declared
free of CD transmission due to Triatoma infestans but still there are other mechanisms
of transmission including blood transfusion, congenital route, organ transplantation,
contaminated food and laboratory accidents.® Chagasic infection has a variable clinical
presentation and its progression depends on the initial inoculum, the genetic diversity of
T. cruzi and the host immune response. In the early stages of infection, parasites can be
detected in bloodstream and symptoms are usually mild and nonspecific. The chronic
phase appears 2-4 months after infection and, initially, no symptoms are observed; this
clinical latency characterized by low and intermittent parasitemia may last throughout
life. Up to 30% of infected persons eventually develop clinical forms of the disease with

cardiac or digestive involvement usually 10-15 years after infection.’

The commitment of digestive organs is mainly attributed to neuronal damage
induced by immune and inflammatory processes elicited by the presence of T. cruzi.®
Megaesophagus and megacolon are the most notable and extensively organs studied in
digestive CD; they are observed in about 15% of chronic patients in disease-endemic
areas and this is a common condition in western part of Minas Gerais and Goiés State in

Brazil.>*°
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Idiopathic megaesophagus and megacolon are rare conditions in our country. For
this reason, when such clinical forms are observed and the patient has positive
epidemiology for the disease, Chagas etiology should be sought. Nevertheless,
serodiagnosis may not indicate chagasic infection and the disease etiology is sometimes

attributed empirically.™*

Standard diagnosis in chronic phase of CD relies on detection of 1gG anti-T. cruzi
by serologic tests. The use of a complex mixture of parasites antigens in most
conventional tests increases the probability of false-positives because of cross-reactivity
13,14

with other protozoa.'? On the other hand, false-negative results may also occur,

which makes the diagnosis of T. cruzi infection a challenge.

Alternatively, molecular approaches have been studied to overcome serodiagnosis
limitations. The development of polymerase chain reaction (PCR)-based strategies
allows an accurate diagnosis of several etiologic agents. Many different protocols have
been described using as target T. cruzi kinetoplast DNA (kDNA) and repeated satellite
sequences. Using N-PCR for amplification of a 149 bp satellite DNA fragment, Marcon

et al.l®

reported a good specificity and sensibility for parasite detection in blood samples
of chronic patients and patients with doubtful serologic tests. Considering difficulties
related to differential diagnosis, in this study N-PCR was employed to evaluate the

efficacy of this method to detect T. cruzi DNA in blood of patients with esophageal

motility disorders and, eventually, clarify disease etiology.

Patients and Methods

Patients
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A retrospective study investigated seroprevalence for T. cruzi in 512 persons with
esophageal motility disorders followed at Clinical Hospital of the University of
Campinas, from 1999 to 2007. From this population, we recruited 41 patients with
negative or inconclusive conventional serologic tests for CD. The diagnosis of
megaesophagus was established based on clinical data and radiologic studies. Ten
patients with digestive involvement and seropositives for CD were studied as positive
control group in order to assure PCR sensitivity. Blood specimens from 5 healthy

persons with no epidemiologic suspicion of CD were used as negative control.

Serologic Tests

For patients included in this study, two serologic assays with different
methodological principles were performed to detect T. cruzi infection: indirect
immunofluorescence (11F) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Samples
were classified according to serologic tests status: positive when 1IF >1:40 and ELISA
reactive; negative when IIF <1:40 and ELISA non-reactive and inconclusive if results

did not fit any of the previous criteria.

DNA Isolation and Nested PCR Assay

Genomic DNA isolation from 4 mL of ETDA-peripheral blood was performed as
previously described by Sambrook & Russel,*® with some modifications. For N-PCR

assays 1 puL of extracted DNA was amplified at least in duplicate.

N-PCR assay was based on a procedure described by Marcon et al.™>. DNA
amplification was carried out in a 20 uL reaction mixture containing 10 mmol/L Tris
(pH 8.3), 50 mmol/L KCI, 1.5 mmol/L MgCl,, 0.2 mmol/L of each dNTP, 0.1 mmol/L

of each primer and 1 U of Tag DNA polymerase. For the first reaction, primers TCZ1
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(forward 5’-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3’) and TCZ2 (reverse 5’-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’) were used and in the second round, 1 pL
of amplified DNA was re-amplified using TCZ3  (forward 5’-
TGCTGCA(G/C)TCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) and TCZ4 (5°-reverse
CA(A/G)G(C/IG)TTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGA-3’). Annealing temperatures used
were 65 °C and 55 °C for the first and second rounds, respectively. The 149 bp amplicon
was separated by electrophoresis on 2% agarose gel and visualized by ultraviolet
transillumination after staining with Blue Green Loading Dye (LGC Bio). In addition,
amplification of B-globin gene for each sample allowed checking DNA quality and the
absence of inhibitors. To avoid false positive results because of PCR contamination,
first and second runs were set up in distinct laboratory areas and a reaction mixture with

no DNA was included in each reaction set.

Results

Seroprevalence for CD determined by conventional serologic tests (IIF and ELISA)
was 79% (404/512) in patients with esophageal disorders. Results were inconclusive
and negative in 31/512 (6%) and 78/512 (15%) samples, respectively. Forty-one
patients (women = 22; men= 19) with inconclusive and negative results were enrolled to
repeat serologic tests and to proceed molecular assays. We considered as most recent

serology the results obtained in the same day that blood collection for PCR procedure.

Clinical and epidemiologic profiles of patients included in this study are shown in
Table 1. Results of IIF and ELISA for 29/41 (71%) samples were negative and 12/41

(29%) were inconclusive. All patients had megaesophagus and 5/41 (12%) also had
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megacolon. Megaesophagus stage was determined according to Rezende'” in 35 cases:
21/35 (60%) corresponding to grade I, 13/35 (37%) grade Il and 1/35 (3%) grade III.
Cardiac abnormalities compatible to chagasic cardiomyopathy were also found in at

least 10/41 (24%) patients.

T. cruzi DNA was detected by N-PCR amplification in 31 (76%) of 41 samples and
was more frequently found in patients born in disease-endemic areas than those born in
non endemic areas (27 and 4 positive cases, respectively). When considering only the
seronegative patients, N-PCR was positive in 23/29 (80%) samples. Among those with
inconclusive conventional serology, N-PCR was positive in 8/12 (67%) (Table 2). N-
PCR was considered inconclusive in 3 cases, it means disagreement among at least four
different results. No DNA amplification for all negative controls assured the specificity

of N-PCR.

Discussion

After 100 years of research, CD still remains an important public health problem.
Recent outbreaks of oral infection with T. cruzi in Brazil and emerging cases in Europe
and USA due to migratory movements are situations that require improvement in
diagnostic and clinical knowledge. The high seroprevalence of CD observed in patients
with esophageal disorders in this study corroborates other reports that suggest

esophagopathy as a good marker of chagasic infection in Brazil X 1819

Current laboratory criteria for characterizing patients with CD are based on positive
serologic tests. Indeed, determination of infection status by serologic analysis has been

faulty and may lead to misdiagnosis.”’ PCR-based assays have been exhaustively
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reported and they seem to be an efficient method for reliable and easy detection of T.
cruzi DNA. %% 1 2.2 Once in a large number of copies in the genome, T. cruzi
satellite DNA is an appropriate target for a specific PCR-based diagnosis of CD in
blood samples, which provides high sensitivity.?” In addition, TCZ1 and TCZ2 do not
prime amplification of sequences in other protozoa closely related phylogenetically to T.

cruzi, avoiding false positive results.

In the present study, the N-PCR amplification of a T. cruzi satellite DNA sequence
yielded positive results in 76% of a seronegative population with suggestive signs of
digestive form of CD. Most of those patients (80.5%) were born in disease-endemic
areas and reported other relatives infected. Previous reports detected positive PCR
results in seronegative persons. However, none of them established a clear correlation

between laboratory findings and specific clinical profiles.

In Brazil, positive PCR results were found in 3 seronegative persons from high
disease-endemic area in Minas Gerais.”® Studying serum samples from Bolivean

children, Wincker et al.?

reported 2 positive PCR results in 17 seronegative persons.
Using specific PCR for T. cruzi kDNA, 16 positive results were reported among 34
persons with negative or inconclusive serology by Gomes et al.** Similarly, Castro et
al.* found 3 positive cases among 9 seronegative persons born in disease-endemic areas
and 1 of them also had positive blood culture. Salomone et al.*® reported 15% of PCR

positive cases studying an Argentinean population with epidemiologic risk and negative

serologic findings for CD.

Trying to explain the lack of association between PCR and serologic results, authors
tend to disregard contamination during molecular assays procedures since all steps are

carried out in separated areas and negative controls are always used. Taking this into
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account, some hypotheses have been suggested to explain this controversial condition.
A central point concerns about immune response in patients infected by T. cruzi.
Despite chronic infection, humoral response may not develop or be detected by

conventional serology in some patients. Bréniére et al.*

reported specific
immunossupression in seronegative persons with chronic CD and assert that some T.

cruzi strains may not induce the production of specific antibodies.

Regarding digestive involvement, a Brazilian study showed the absence of specific
antibodies verified by successive negative conventional serologic tests in 26 persons
from a population with megaesophagus and epidemiologic antecedents for CD. In
addition, T. cruzi was detected by xenodiagnosis in 2 of the 26 seronegative samples.*®
These reports highlight the possibility that serologically negative persons with T. cruzi
infection detectable only by PCR may be more common than expected. The high
seronegativity rate revealed in our study emphasizes the importance of diagnosis

improvement, especially in blood donor screening.

In summary, our findings suggest that, although serologic tests may be performed
for diagnostic purposes when chagasic infection is suspected, they may not be suitable
in some particular situations. Interestingly, some patients enrolled in our study had
cardiac abnormalities compatible with chagasic infection associated to digestive
manifestations. We want to emphasize that, beyond serologic investigation, clinical and
epidemiologic data must be considered to determine disease etiology. Although PCR
seems to be an efficient method to detect of T. cruzi DNA, it also shows limited
sensitivity in patients with very low or intermittent parasitemia; moreover, distinct

protocols may lead to different results. Further standardization studies should be

55



encouraged in order to overcome technical limitations and validate PCR-based assays

for diagnosis of CD.
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Table 1. Epidemiologic and clinical characteristics of patients with negative or inconclusive serologic findings

Patient Age Sex Qrigin Clinical form® Treatment Last serologic tests’ N-PCR
3 80 F EN ME S D D Positive
4 64 M EN ME 11 S P N Positive
5 51 F EN ME 11 S N N Positive
6 52 F EN ME 11 S N N Positive
7 57 M EN ME I - N N Positive
8 54 F EN ME S N N Positive
10 64 F EN ME | - N N Positive
12 40 M NON ME | - P N Positive
14 62 M EN ME | S N N Positive
15 44 M EN ME | - N N Positive
16 56 M EN ME S N N Positive
17 68 M EN ME 11 S N N Positive
18 52 F EN ME | - N N Positive
19 71 M EN ME MC S P 1/20 Positive
20 51 M EN ME | MC S N N Positive
22 63 M EN ME MC S N N Positive
23 64 F NON ME 11 S N N Positive
25 71 M EN ME 11 S N N Positive
26 31 F NON ME | S N N Positive
28 36 M EN ME | S N N Positive
30 29 F EN ME S N N Positive
31 47 F EN ME | P N Positive
32 62 M EN ME 11 S P 1/10 Positive
33 33 F NON ME 11 S N N Positive
35 53 F EN ME | - N N Positive
36 59 M EN ME | - D D Positive
37 44 M EN ME | S N N Positive
38 55 F EN ME 11 S N N Positive
39 52 F EN ME | - N N Positive
40 62 M EN ME 11 S P 1/10 Positive
41 54 F EN ME Il MC S N N Positive
1 68 F EN ME 11 S N N Negative
9 27 F NON ME | S N N Negative
11 22 M NON ME | S N N Negative
13 21 F NON ME | S N N Negative
21 33 F EN ME | P N Negative
27 41 M EN ME | - P 1/10 Negative
34 33 M NON ME 11 S N N Negative
2 34 F EN ME | - P 1/10 Inconclusive
24 69 F EN ME | MC P N Inconclusive
29 51 F EN ME | S N N Inconclusive

*N-PCR, nested-polymerase chain reaction; EN, disease-endemic area; NON, disease non-endemic area; ME,
megaesophagus; MC, megacolon; S, surgery; P, positive; N, negative; D, doubtful.

*Megaesophagus stage according to Rezende et al., 1960.

PELISA and IIF titles.
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Table 2. Comparison of conventional serology and N-PCR

N-PCR
Positive  Negative Inconclusive
Negative serologic tests 29 23 5 1
Inconclusive serologic tests 12 8 2 2
Total 41 31 7 3
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CONCLUSOES
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Utilizando exames soroldgicos convencionais para doenga de Chagas (ELISA e
IF1), observou-se uma prevaléncia de 79% em uma populagdo com esofagopatia
(n=518). Este alto indice corrobora estudos prévios que indicam a esofagopatia
como um bom marcador da infec¢éo chagésica no Brasil.

Na mesma populacéo, foram encontrados 6% e 15% de resultados sorolégicos
inconclusivos e negativos, respectivamente.

A deteccdo de um fragmento de DNA satélite de T. cruzi pela técnica de N-PCR
foi possivel em 75,6% de casos com sorologia inconclusiva ou negativa. A
partir destes resultados, podemos inferir que dos 41 pacientes estudados, 31
deles, embora com diagnostico soroldgico ndo confirmado, sdo portadores de
doenca de Chagas. Neste sentido, deve-se enfatizar a importancia da
investigacdo da histéria clinica e epidemioldgica do paciente independente dos
resultados dos exames soroldgicos de rotina.

A maior sensibilidade da N-PCR em relacdo a sorologia convencional para
esclarecimento da etiologia do megaesdfago nos casos estudados reforga a
necessidade de se estabelecer um protocolo consenso para validacdo do
diagndstico molecular para doenca de Chagas.

Novos estudos devem ser realizados a fim de minimizar as limitagdes que a PCR
qualitativa apresenta. O desenvolvimento e aprimoramento de sistemas de PCR
em tempo real serdo Uteis tanto no monitoramento terapéutico quanto no
esclarecimento da etiologia chagésica nos casos em que a sorologia

convencional é falha.
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