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Modificacdo no protocolo da hemocultura melhora positividade e concordancia

com resultados sorologico e molecular na doenga de Chagas crdonica

RESUMO

O objetivo desse trabalhofoimodificar o protocolo da hemocultura,aumentando o tempo de

cultivoe positividadee compara-la com os métodos de ELISA e PCR em pacientes com
doenca de Chagas tratados com benzonidazol (53) e nao tratados (40).A hemocultura foi
avaliada a cada 30 dias aumentando o tempo total de observacdo de 120 para 180 dias.
Aparasitemiade cada paciente foi classificada de acordo com a positividade da
hemoculturaem relagdo ao nimero de tubos e ao tempo necessario para detec¢ao do parasito.
A positividade da hemocultura foi de 1/93 (1,08%) até 120 dias de observagdo preconizados
na literatura e de 12/93 (12,9%) até 180 dias proposto nesse trabalho, correspondendo a um
incremento de 1.194%. Entre os pacientes com hemocultura positiva 4 (7,5%) eram tratados e
8 (20%) ndo tratados, sendo que a positividade ocorreu em sua maioria (11/12) entre 150 e
180 dias, com incremento de 91,7%, em relacdo aos 120 dias. A maioria dos pacientes
apresentou baixa parasitemia de acordo com os critérios utilizados. A hemocultura positiva
em pacientes tratados e nao tratados concorda em 100% com a ELISA e 75% com a PCR. A
hemocultura negativa concorda com a ELISA e PCR em 77,6%dos pacientes tratados, mas a
comparacao desses trés métodos entre os tratados e os ndo tratados nao mostrou diferenca
significativa (p>0,05).Pequena modificacao, como o prolongamento no tempo de cultivo,foi
suficiente paraaumentar a positividade da hemocultura em altos percentuais. Esse método
concordoucom a ELISA e PCR em maior percentual em pacientes ndo tratados com
hemocultura positiva e em pacientes tratados com hemocultura negativa.

Palavras-chave:Trypanosoma cruzi, hemocultura, parasitemia, PCR, ELISA, tratamento

etioldgico.



Change on hemoculture protocol improves positivity and concordance with

serological and molecular results on chronic Chagas disease

ABSTRACT

The aim of this study was to modify the hemoculture protocol, increasing the cultivation time
and positivity, and compare it with ELISA and PCR methods in patients with Chagas disease
treated with benznidazole (53) and untreated (40).Hemoculture was evaluated each 30 days
increased total observation time from 120 to 180 days. Each patient’s parasitemia was
classified according to hemoculture positivity, in relation to number of tubes and required
time for detection of the parasite. Hemoculture positivity was 1/93 (1.08%) up to 120 days of
observation recommended in literature and 12/93 (12.9%) up to 180 days proposed in this
work, corresponding to an increase of 1,194%. Among patients with positive hemocultures, 4
(7.5%) were treated and 8 (20%) untreated, and the positivity occurred mostly (11/12)
between 150 and 180 days, an increase of 91.7% , in relation to 120 days. Most of patients
showed low parasitemia according to used criteria. Positive hemoculture in treated and
untreated patients agrees 100% with ELISA and 75% with PCR. Negative hemoculture agrees
with ELISA and PCR in 77.6% of treated patients, but these three methods comparison
between treated and untreated patients showed no significant difference (p> 0,05). Small
change, such as extending the culture time, was enough to increase the hemoculture positivity
in high percentages. This method agreed with ELISA and PCR in higher percentage in
untreated patients with positive hemocultures and in treated patients with negative

hemocultures.

Keywords: Trypanosoma cruzi, hemoculture, parasitemia, PCR, ELISA, etiologictreatment.
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CAPITULO I

INTRODUCAO

Descoberta pelo médico brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) em 1909, a doenca de
Chagas atinge cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas no mundo todo, a maioria na América Latina,
onde essa enfermidade ¢ endémica (WHO 2013).

Causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, essa doenca apresenta uma
fase aguda, com duragdo de 4 a 12 semanas,geralmente assintomatica ou sob a forma de uma
doenca febril auto-limitante (Rassi Jr et al. 2010).Em alguns casos, porém, podem ocorrer
miocardite e encefalites, levando o individuo a morte (Luz 1999).A alta parasitemia e baixa
concentragdo de anticorpos sdo as caracteristicas desta fase, sendo o diagnéstico realizado por
meio de visualizagdo direta do parasito em exame de sangue a fresco ou por métodos de
concentracdo, como o micro-hematdcrito e a técnica de Strout (Salomoneer al. 2003,
Ministério da Satide — Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas 2005, Viottiet al
2006,Ferrer et al. 2012).

Cerca de 2 a 4 mesesapo6s a infecgdo, ocorre evolucao para a fase cronica (Batista et al.
2010). Em60-70% dos casos ha auséncia de sintomas clinicos, eletrocardiograma de repouso e
radiografias do toérax, esdfago e coélon normais e a presenca de testes sorologicos
positivoscaracterizando a forma indeterminada da doenca. Nos outros 30-40% dos casos, a
enfermidade manifesta-secomoforma cardiaca, digestiva, ou mistal0 al5 anos apos a
infeccao(Rassi Jr et al. 2010, Tarletone Zhang 1999).

Como na fasecronica a parasitemia ¢ baixa e intermitente e os niveis de anticorpos da
classe IgG s3o elevados(Portela-LindosoeShikanai-Yasuda 2003), o diagndstico¢
essencialmente soroldgico e realizado pelos métodos ELISA, Imunofluorescéncia Indireta
(IFT) e Hemaglutinagdo Indireta (HAI). A sensibilidade desses métodos normalmente ¢
alta(Pereira et al. 2012), mas podem ocorrerresultados falso-positivose falso-
negativos(Galvao et al. 1993, Salomoneet al. 2003,Moncayo e Yanine 2006, Caballero et al.
2007, Batista et al. 2010). O diagnoéstico parasitoldgico ¢ realizado por métodos indiretos,
como a hemocultura e o xenodiagnostico. Esses métodos apresentam baixa sensibilidade, mas
resultados positivossdo inquestionaveis e indicam a presenca do parasito no sangue circulante

(Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003,Ferrer et al. 2012), tornando-0s100% especificos.
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Variagdes na sensibilidade da hemocultura t€ém sido observadas por varios autores
(Minter-Goedbledet al. 1978, Luz 1999, Gomes et al. 2000, Castro et al. 2002, Portela-
Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003,Sirianoet al. 2011), pois a positividade desse método
depende do numero de amostras e da quantidade de sangue coletado, do tempo entre a coleta e
o processamento da amostra,do tempo de cultivo, dos reagentes utilizadose da experiéncia do
executor(Galvao et al. 1993, Castro et al. 2002, Portela-Lindoso ¢ Shikanai-Yasuda
2003).Apos trés coletas sucessivas por paciente ou estendendo o tempo de observagdo por
mais do que 120 dias varios autores observaram aumento de positividade da hemocultura
(Minter-Goedbledet al. 1978, Gomes et al. 2000, Castro et al. 2002, Sirianoet al. 2011).Assim
como a hemocultura, a pesquisa do DNA do parasito pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), também apresenta variagdes na sensibilidade, que pode estar relacionada com varios
fatores como os protocolos de extra¢do e amplificacdo do DNA, com a presenca de inibidores
nas amostras clinicas, com a populacao estudada, com a molécula alvo a ser analisada, com a
unidade de tipagem distinta (DTU) do parasito, com a experiéncia do executor, dentre outros
(Gomes et al. 1998. Miyamoto et al. 2006, Ramirez et al. 2009, Llagunoet al. 2011,
Schijmanet al. 2011). Embora mais sensivel que os métodos parasitologicos convencionais,
esse método ¢ indicado por varios autores como auxiliar nos casos em que o diagndstico
sorologico ¢ inconclusivo (Miyamotoet al. 2006, Ramirez et al. 2009, Ferrer et al.
2012).Normalmente nio ¢ recomendado na rotina laboratorial, devido a discordancia com os
resultados de testes sorologicos, a necessidade de infra-estrutura e treinamento especializadoe
ao custo (Ramirez et al. 2009, Amato Neto 2012).

O unico compostodisponivelno Brasil, para o tratamento etioldogico da doenca de
Chagas,é o benzonidazol (LAFEPE, Pernambuco/Brasil)que age sobre as formas
tripomastigota e amastigota (Bern ez al. 2007). Na fase aguda, o tratamento deve ser realizado
em todos os casos em que o diagndstico for confirmado, independente da via de
transmissdo.Na fase cronica o tratamento ¢ indicado aos pacientes de 18 a 50 anos (Ferrer et
al. 2012), na forma indeterminada, digestiva e cardiaca leve, sendo contra indicado nos casos
com cardiopatia chagasica grave(Aptet al. 2008, Ferrer et al. 2012).Em pacientes com mais de
50 anos o tratamento €opcional, devido ao maior risco de toxicidade ao medicamento nessa
faixa etaria(Bern et al. 2007). Viottiet al. (2006), observaram que o tratamento com
benzonidazol diminuiu o desenvolvimento e progressdo da cardiomiopatia chagasica em

adultos.
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Apo6s o tratamento o Consenso Brasileiro de Doenga de Chagas (2005) preconiza que
acura ¢ a ocorréncia de resultado soroldgico e parasitologico negativos. No entanto, os indices
de anticorpos levam décadas para negativar(Viottiet al. 2006, Ferrer et al. 2012), a PCR s6 ¢
util no acompanhamento pés-tratamento de pacientes com resultados negativos nos métodos
parasitoldgicos indiretos (Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003, Ramirez et al. 2009) ¢ a
ocorréncia de método parasitoldgico positivo indica fracasso terapéutico (Ferrer et al. 2012).

Com base nessas informagdes o objetivo desse trabalhofoi modificar o protocolo da

hemocultura,aumentando o tempo de cultivo e positividade, e compara-la com os métodos de

ELISA e PCR em pacientes com doenca de Chagas tratados e nao tratados.
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JUSTIFICATIVA

O Laboratorio de Doenca de Chagas da UEM prioriza a melhoria no atendimento ao
paciente com sorologia positiva para essa doenga.Nesse sentido, o tratamento etiologico ¢
preconizado para pacientes que apresentem condicdes clinicas para recebé-lo. Mesmo nao
ocorrendo a cura do individuo, observa-se uma melhora no prognostico clinico e laboratorial
apods o tratamentocomoobservado por Viottier al. 2006, e nos pacientes atendidos pelo nosso
laboratério.Até o momento os métodos disponiveis para o acompanhamento do paciente
tratadoapresentam limitagcdes. Os métodos sorologicos levam décadas para negativar ou
diminuir significativamente os titulos eos parasitoldgicos apresentam baixa sensibilidade. O
método molecular, embora mais sensivel que os métodos parasitoldgicos convencionais, nao ¢
recomendado na rotina laboratorial, devido a discordancia com os resultados de testes
soroldgicos, a necessidade de infra-estrutura e treinamento especializadoe ao custo. Como
esses métodos sdo de fundamental importancia para monitorar a falha terapéutica, torna-se
relevante aumentar a positividade dos mesmos.Neste contexto, foi proposto nesse trabalho
modificaro protocolo da hemocultura, aumentando o tempo de cultivoe a positividade,
melhorando o diagndstico, o isolamento do parasito € o monitoramento terapéutico. Foi
proposto ainda comparar a hemocultura comosmétodos sorologico e molecular emum grupo

de pacientes com doenca de Chagas tratados e nao-tratados.
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OBJETIVOS
GERAL:

Modificar o protocolo da hemocultura aumentando o tempo de cultivo epositividade
ecompara-la com os métodos soroldgico e molecular em pacientes com doenca de Chagas

tratados e ndo tratados.

ESPECIFICOS:

Pesquisar pela técnica de hemocultura modificadaa presenga do parasito no sangue dos
pacientes com doenca de Chagas tratados e nao tratados;

Pesquisar pela ELISAos niveis de anticorpos no plasmade pacientes tratados e nao
tratados;

Pesquisar pelaPCRa presenca do DNA de 7. cruzino sangue dos pacientes tratados e
nao tratados;

Comparar os resultados dos métodosELISA, hemocultura e PCRem pacientes tratados

e ndo tratados.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi modificar o protocolo da hemocultura, aumentando o
tempo de cultivo e positividade, e comparé-la com os métodos de ELISA e PCR em pacientes
com doenga de Chagas tratados com benzonidazol (53) e ndo tratados (40). A hemocultura foi
avaliada a cada 30 dias aumentando o tempo total de observacdo de 120 para 180 dias.
Aparasitemiade cada paciente foi classificada de acordo com a positividade da
hemoculturaem relagdo ao niumero de tubos e ao tempo necessario para detec¢do do parasito.
A positividade da hemocultura foi de 1/93 (1,08%) até 120 dias de observagdo preconizados
na literatura e de 12/93 (12,9%) até 180 dias proposto nesse trabalho, correspondendo a um
incremento de 1.194%. Entre os pacientes com hemocultura positiva 4 (7,5%) eram tratados e
8 (20%) nao tratados, sendo que a positividade ocorreu em sua maioria (11/12) entre 150 e
180 dias, com incremento de 91,7%, em relacdo aos 120 dias. De acordo com os critérios
utilizados a maioria dos pacientes apresentou baixa parasitemia. A hemocultura positiva em
pacientes tratados e ndo tratados concorda em 100% com a ELISA e 75% com a PCR. A
hemocultura negativa concorda com a ELISA e PCR em 77,6% dos pacientes tratados, mas a
comparacao desses trés métodos entre os tratados e os ndo tratados nao mostrou diferenca
significativa (p>0,05). O tempo de cultivo prolongado aumentou a positividade da
hemocultura em altos percentuaise a concordancia com ELISA e PCR, ocorrendo em maior
percentual em pacientes nao tratados com hemocultura positiva e em pacientes tratados com
hemocultura negativa.
Palavras-chave:Trypanosoma cruzi, hemocultura, parasitemia, PCR, ELISA, tratamento

etioldgico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to modify the hemoculture protocol, increasing the
cultivation time and positivity, and compare it with ELISA and PCR methods in patients with
Chagas disease treated with benznidazole (53) and untreated (40).Hemoculture was evaluated
each 30 days increased total observation time from 120 to 180 days. Each patient’s
parasitemia was classified according to hemoculture positivity, in relation to number of tubes
and required time for detection of the parasite. Hemoculture positivity was 1/93 (1.08%) up to
120 days of observation recommended in literature and 12/93 (12.9%) up to 180 days
proposed in this work, corresponding to an increase of 1,194%. Among patients with positive
hemocultures, 4 (7.5%) were treated and 8 (20%) untreated, and the positivity occurred
mostly (11/12) between 150 and 180 days, an increase of 91.7% , in relation to 120 days.
Most of patients showed low parasitemia according to used criteria. Positive hemoculture in
treated and untreated patients agrees 100% with ELISA and 75% with PCR. Negative
hemoculture agrees with ELISA and PCR in 77.6% of treated patients, but these three
methods comparison between treated and untreated patients showed no significant difference
(p> 0,05). Small change, such as extending the culture time, was enough to increase the
hemoculture positivity in high percentages. This method agreed with ELISA and PCR in
higher percentage in untreated patients with positive hemocultures and in treated patients with

negative hemocultures.

Keywords: Trypanosoma cruzi, hemoculture, parasitemia, PCR, ELISA, etiologictreatment.
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INTRODUCAO

Atualmenteexistem 7 a 8 milhdes de portadores de doenca de Chagas no mundo,
estando a maioria na América Latina, onde a doeng¢a ¢ endémica (WHO 2013). Devido
amigracdo desses individuos para paises ndo endémicosestadoenca tem se tornado um
problema de satide mundial (SchmuniseYadon 2010).

Afase agudada infeccdo caracteriza-seporaltaparasitemia e baixa concentragdo de
anticorpos, sendo o diagnéstico realizado pelavisualizagdodo parasito em exame de sangue a
fresco, ou por métodos de concentragdo, como o micro-hematocrito e a técnica de Strout
(Salomoneet al. 2003, Ministério da Satde — Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas
2005,Ferrer et al. 2012). Dois a quatro meses apds a infec¢ao, ocorre evolucao para a fase
cronica (Batista er al. 2010), comqueda daparasitemia,que pode permanecerbaixa
ouintermitente, e elevacdo dos niveis de anticorpos da classe IgG (Portela-Lindoso e
Shikanai-Yasuda 2003). O diagndstico nessa fase ¢ essencialmente soroldgico e realizado
pelaELISA(EnzymeLinkedlmmunosorbentAssay),imunofluorescéncia  indireta  (IFI) e
hemaglutina¢do indireta (HAI). A sensibilidade desses métodos normalmente ¢ alta (Pereira et
al. 2012), mas podem ocorrer resultados falso-positivos e falso-negativos(Galvao et al. 1993,
Gomes et al. 2000, Salomoneet al. 2003, Moncayo ¢ Yanine 2006, Caballero et al. 2007,
Batista et al. 2010).

O diagnoéstico parasitologico na fase cronica da doenca ¢ realizado pelos métodos
indiretos de hemocultura e xenodiagnostico, que embora apresentem baixa sensibilidade,
saototalmenteespecificos por detectarem a presenca do parasito no sangue circulante (Portela-
Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003,Ferrer et al. 2012). Variagdes na sensibilidade da
hemocultura podem ocorrer em fun¢do do niimero de coletas realizadas, da quantidade de
sangue coletado, do tempo entre a coleta e o processamentodo sangue, do tempo de cultivo,
dos reagentes utilizados e da experiéncia do executor(Minter-Goedbledet al. 1978, Chiariet al.
1989, Luz 1999, Gomes et al. 2000, Castro et al. 2002, Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda
2003,Sirianoet al. 2011). Varios autores relataram aumento na positividade desse método
realizando trés coletas sucessivas por paciente ou estendendo o tempo decultivo paramais

de120 dias,sendo 180 dias o tempo méaximo de cultivo descrito na literatura (Minter-Goedbled
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et al. 1978, Chiariet al. 1989, Galvao et al. 1993, Gomeset al. 2000, Castro et al. 2002,
Sirianoet al. 2011).

Assim como a hemocultura, a pesquisa do DNA do parasito pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), também apresenta variacdes na sensibilidade, que pode estar relacionada
com os protocolos de extracdo e amplificacdio do DNA, com a presenca de inibidores nas
amostras clinicas, com a populac¢do estudada, com a molécula alvo a ser analisada, com a
unidade de tipagem distinta (DTU) do parasito, com a experiéncia do executor, dentre outros
fatores (Gomes et al. 1998. Miyamoto et al. 2006, Ramirez et al. 2009, Llagunoet al. 2011,
Schijmanet al. 2011). Embora mais sensivel que os métodos parasitoldégicos convencionais, a
PCR ¢ indicada por varios autores como auxiliar nos casos em que o diagndstico soroldgico ¢
inconclusivo ou para monitorar pacientes que receberam tratamento etioldgico (Ramirez et al.
2009, Ferrer et al. 2012). Normalmente ndo ¢ recomendada na rotina laboratorial, devido a
discordancia com os resultados de testes soroldgicos, a necessidade de infra-estrutura e
treinamento especializadoe ao custo (Ramirez et al. 2009, Amato Neto 2012).

Obenzonidazol (LAFEPE, Pernambuco/Brasil) ¢ o unico composto disponivel no
Brasil para o tratamento etiologico da doenca de Chagas (Aptet al. 2008), sendo indicado na
fase cronica aos pacientes de 18 a 50 anos (Ferrer ef al. 2012) com forma indeterminada,
digestiva e cardiaca leve e ndo recomendado na cardiopatia chagasica grave (Aptet al. 2008,
Ferrer et al. 2012). Em pacientes com mais de 50 anos, o tratamento ¢ opcional, devido a
maior toxicidade do medicamento nessa faixa etaria(Bern ef al. 2007). O tratamento também ¢
indicado para pacientes em fase indeterminada que aceitam realiza-lo em institui¢cdes de
pesquisa. Viottiet al. (2006), observaram que o tratamento com benzonidazol diminuiu o
desenvolvimento e progressao da cardiomiopatia chagasica em adultos. Varios outros estudos
também mostraram os beneficios do tratamento etiologico (Bern et al. 2007, Aptet al. 2008,
Lana et al. 2009).Apos o tratamento o Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas (2005)
preconiza que a cura € a ocorréncia de resultado sorologico e parasitoldogico negativos. No
entanto, os indices de anticorpos levam décadas para negativar (Viottiet al. 2006, Ferrer et al.
2012), a PCR so6 ¢ tutil no acompanhamento pos-tratamento de pacientes com resultados
negativos nos métodos parasitologicos indiretos (Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003,
Ramirez et al. 2009) e a ocorréncia de método parasitoldogico positivo indica fracasso
terapéutico (Ferrer et al. 2012). Neste contexto, foi proposto nesse trabalho modificar o

protocolo da hemocultura, aumentando o tempo de cultivoe positividade, melhorando o
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diagnostico, o isolamento do parasito e o monitoramento terapéutico. Foi proposto ainda
comparar a hemocultura com os métodos sorologico e molecular em um grupo de pacientes

com doencga de Chagas tratados e ndo-tratados.

MATERIAIS E METODOS

Populacio estudada:

Participaram desse estudo todos os pacientes atendidos noLaboratorio de Doenca de
Chagas da Universidade Estadual de Maringa e no Ambulatério do Hospital Universitario de
Londrinano ano de 2012. A Tabela I apresentaas caracteristicas dos93 pacientes, divididos em
dois grupos, tratados a pelo menos 10 anos atrdscom benzonidazol 5-7 mg/kg/dia por no
minimo 30 dias (53)e ndo-tratados (40).A idade variouentre 35-78 anos, nos tratados, com
idade média de 57,8 + 9 anos e nosndo tratados, o intervalo foi de 35-87 anos e idade média
de 61,2 + 11,3 anos. O género feminino predominou tanto nos tratados como nos nao tratados.
Os pacientes atendidos eram residente nas regides Norte e Noroeste do Parand, Brasil (Figura
1) e tiveram como principal estado de origem o Parana (48/93=51,6%), seguido dos estados
de Sao Paulo (17/93=18,3%), Minas Gerais (16/93=17,2%) e varios estados da regido
Nordeste (12/93=12,9%) (Tabela I). Quanto a idade, sexo e origem geograficando houve
diferenga significativa entre os grupos (p>0,05) (Tabela I).

Hemocultura:Trinta mililitros de sangue obtidos em coleta inica por meio de tubos a
vacuo heparinizadosforam imediatamente colocados em banho de gelo. O sangue foi
distribuido em seis tubos Falcon de 15 mL, centrifugado a 4°C a 2500 rpm e lavado
ecultivado em meio LIT (LiverInfusionTryptose) de acordo com Chiariet al. (1989). Os tubos
foram incubados a 28°C e homogeneizados duas vezes por semana. A cada 30 dias uma
aliquota dosedimento foi analisada por microscopia Optica estendendo o tempo de cultivo de
120 dias proposto por Chiariet al. (1989) para 180 dias. Aparasitemia foi classificadacom base
no proposto por Luz et al. (1998) e Castro et al.(2002) com modificagdesem relagdo ao
numero de tubos positivos na hemocultura:alta: 5-6 tubos positivos; média: 3-4 tubos
positivos;baixa: 1-2 tubos positivos enula: auséncia de parasitos emtodos os tubos.

A parasitemia foi ainda avaliada de acordo com o tempo necessario para a deteccao do
parasito, sendo que, quanto menor o tempo de detec¢do maior o nivel de

parasitemia.Positivacdo a90 dias: alta parasitemia, a 150 dias: média e a 180 dias:baixa.Com
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material processado a partir do tubo original da hemocultura foi determinada a unidade de
tipagemdistinta (DTU) dos parasitos pela andlise do polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo da subunidade 2 da citocromo oxidase (RFLP-COII) de acordo com
Abolis et al. (2011).

ELISA: Esse método foi realizado utilizando o plasma obtido durante o
processamento das hemoculturas e os reagentes Chagas Test ELISA III (Bioschile, Chile), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Absorbancia igual ou maior que o valor do cut-off +
10% deste valor, foi considerado reagente. A zona indeterminada foi definida pelos valores de
absorbancia encontrados entre o cut-off £ 10%, ¢ os resultados nessa zona foram considerados
duvidosos. As amostras foram testadas em duplicata e em caso de resultados duvidosos as
amostras foram repetidas em duplicata. Emtodas as reacdes foram incluidos controles
positivos e negativosde individuos comprovadamente infectados ou ndo pelo 7. cruzi.

IFI:As amostras com resultados de ELISA indeterminado ou ndo reagente foram
analisadas por esse método utilizando osoro do paciente, antigeno Imunocruzi (Biolab, Brasil)
e anti-imunoglobulina G humana conjugada a fluoresceina (Laborclin, Brasil). Foram
consideradas positivas as amostras com titulo >40.

PCR: 10 mL de sangue foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL contendo igual
volume deGuanidina — HCl 6M/EDTA 0,2M. Apds uma semana em temperatura ambiente, as
amostras foram fervidas a 100°C por 15 min (Britto et al. 1993) e estocadas a 4°C até o uso. A
extracdo do DNA, as condi¢des de reagdo e visualizagdo dos produtos amplificados foram
realizadas de acordo com Gomes et al. (1998). Os produtos amplificados pela PCR foram
observados em gel de poliacrilamida a 4,5%, revelados pela prata e digitalmente
documentados.

Aspectos éticos: Este estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (COPEP — UEM), sob o
parecer de nimero 012/2010.

Analise estatistica: Os dados obtidos foram organizados em Planilha do Microsoft
Excel 2010 e analisados posteriormente no Software Statistica 8.0. Foi utilizado o Teste t para
comparacao de médias e o teste Z para comparagdo dos pacientes tratados e nao tratados. O

nivel de significancia estatistica utilizado foi de 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Incremento na positividade da hemocultura, sua relacio com a parasitemiae tipagem
molecular dos parasitos infectando pacientes tratados e nio tratados

A positividade da hemocultura foi de 1/93 (1,08%) at¢ 120 dias de observagdo
preconizados por Chiarief al. (1989) e de 12/93 (12,9%) até 180 dias proposto nesse trabalho,
correspondendo a um incremento de 1.194%.

Entre os pacientes com hemocultura positiva 4 (7,5%) tratadose 8 (20%) ndo tratados
(Tabela II),a positividade ocorreu entre 150 e 180 dias para a maioria (11/12)com incremento
de 91,7%, em relacdo aos 120 dias. A analise de RFLP-COII mostrou que os pacientes
estavam infectados com parasitos pertencentes a DTU 7. cruzi 11 (Tcll). De acordo com o
tempo de cultivo a positividade da hemocultura foi aos 180 dias para a maioria (3/4 - 75%
tratados e 4/8 - 50% nao-tratados)dos pacientes indicandobaixa parasitemia. Para um paciente
tratado e 3 ndo tratados a positividade ocorreu aos 150 dias (média parasitemia) e paraum nao
tratado aos 90 dias (alta parasitemia) (Tabela III).

Como pode ser observado na tabela IV, aparasitemia,de acordo com o numero de
tubos positivos, foi baixa em 3 e alta em um dos pacientes tratados, baixa em 6 e média em
dois dos pacientes nao-tratados. Do total de pacientes com hemocultura positiva 75% (9/12)
apresentaram baixa parasitemia, 16,7% (2/12) média parasitemia e 8,3% (1/12) alta
parasitemia. Se compararmos individualmente os resultados obtidos para cada paciente a
partir dos dois pardmetros utilizados para a classificacdo da parasitemia (tempo necessario
para detec¢do do parasito e nimero de tubos positivos), o nivel de concordancia foi de 58,3%

(7/12).Nenhuma parasitemia foi detectada em 81 (87%) pacientes (Tabela IV).

Resultados dos métodos de ELISA, hemocultura e PCR em pacientes tratados e nao
tratados
A tabela II mostra que nao houve diferenca significativa entre pacientes tratados e nao
tratados para os resultados de ELISA (p=0,2866), hemocultura (p=0,0996) e PCR (p=0,1047).
Na maioria dos pacientes tratados (38/53=71,7%) e ndo tratados (33/40=82,5%) a

ELISA foi reagente. Em 13pacientes tratados e trésndo tratados o resultado desse método foi
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fraco reagente (Tabela II). ELISAndo reagentefoi observada em quatro pacientes (um tratado
e trés ndo tratados), que também apresentaram IFI negativa. Dois pacientes (um tratado e um
ndo tratado) com resultado indeterminado para ELISA tiveram IFI negativa.

A hemocultura e PCR apresentaram resultado negativo para a maioria dos pacientes
tratados (49/53=92,5%; 39/53=73,6%) e nao tratados (32/40=80,0%; 21/40=52,5%),
respectivamente (Tabela II).

Os resultados dos métodos de ELISA, hemocultura e PCR dos pacientes tratados e ndo
tratados ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relacdo as caracteristicas

demograficas (sexo, idade e origem geografica).

Comparacio dos resultados da hemocultura com a ELISA e PCR em pacientes tratados
e nao tratados

A tabela V mostra que todos os pacientes com hemocultura positiva (4 tratadose 8 nao
tratados)apresentaram ELISA reagente(100%). Para os 81 pacientes com hemocultura
negativa, a ELISA foi reagente em 34 (69,4%) tratados e em 25 (78,1%) ndo tratados.Em 16
(13 tratados e 3 ndo tratados) pacientes com hemocultura negativa a ELISA foi fraco
reagente,ndo havendo diferencgas significativas para os resultados destes métodos entre os dois
grupos.

Dos pacientes com hemocultura positiva 75% também tiveram PCR positiva, sendo
tréstratados e seis nao tratados. Nesse grupo ainda foram observadostréspacientes (umtratado
e doisnao tratados) com PCR negativa (Tabela V). Dos 81 pacientes com hemocultura
negativa 11 (22,4%) tratados e 13 (40,6%) ndo tratados tiveram PCR positiva. Nesse grupo
38(77,6%) pacientestratados e 19 (53,4%) ndo tratados tiveram também a PCR negativa. A
comparacao da hemocultura com a PCR n3o mostrou diferenga significativa entre os grupos

estudados (Tabela V).

DISCUSSAO

No presente estudo arealizagdo da hemocultura a partir de uma unica coleta de sangue
e cultivo por um periodo maior do que 120 dias preconizado na literatura (Chiariet al. 1989)
aumentou a positividade em percentuais importantes. Predominou a baixa parasitemiaentre os

pacientes tratados e nao tratados e ndo houvediferenca significativa para a positividade de
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hemocultura, PCR e ELISA entre esses dois grupos.Luz et al.(1994) também observaram
altos percentuais de positividade propondo modifica¢cdes como a hemocultura realizada uma
ou trés vezes, o tempo de processamento do sangue diminuido, a homogeneizagaosuave e o
examerealizado até 120dias do cultivo. Esses autores ainda observaram o predominio de baixa
parasitemiaentre os pacientes analisados.

Em relagdo ao protocolo mais amplamente utilizado para executara hemocultura
(Chiariet al. 1989), o fato de prolongar o tempo de cultivo para 180 dias permitiu um
incremento de positividade da hemocultura de 1.194% considerando o total de pacientes e de
91,7% para o grupo com hemocultura positiva.Se fosse considerado o tempo de andlise de até
120 diaspreconizado por Chiarietr al. (1989), apenas um (8,3%) paciente ndo tratado
apresentaria o resultado positivo para este método, com a detecg¢do do parasito aos 90 dias de
cultivo. Outros autores também observaram maior positividade da hemocultura quando esta
foi avaliada até 120-150 dias (Galvao et al. 1993, Castro et al. 2002, Sirianoet al. 2011). Se
considerarmos esse tempo de analise, ainda teremos um aumento expressivo (7/12 - 58,3%)
de positividade aos 180 dias, pois apenas 4 (33,3%) pacientes tiverem a hemocultura positiva
aos 150 dias.Melhorar a positividade da hemocultura vem sendo proposto desde a década de
1950,como bem relatado por Minter-Goedbloeder al. (1978), até os dias atuais (Castro et al.
2002, Sirianoet al. 2011). Minter-Goedbloedet al. (1978) também mostraram um numero
aumentado de hemoculturas positivas quando estas foram examinadas até 180 dias, mas sendo
a positividade igual ou menor do que o xenodiagnostico. Provavelmente, esses resultados
estejam relacionados ao fato de que esses autores utilizaram um protocolo muito diferente do
proposto por Chiariet al. (1989), como meio de cultivo diferente (Warrenao invés doLIT),
menor volume de sangue(la 2 mL ao invés de 30 mL), sem remog¢ao do plasma e lavagem das
células no meio, tornando-o menos utilizado. Com base nesses dados da literatura a
contribuicao dos resultados do presente trabalho ¢ que uma modificacdosimplespermitiu um
incremento importante na positividade da hemocultura e nos alerta que ao longo de todos
esses anos a ampla utilizagdo do protocolo de Chiariet al. (1989) sem essa modificagdo pode
ter deixado de detectar e isolar o parasito em percentual consideravel de pacientes.

Diversos autores aumentaram a sensibilidade da hemocultura com maior nimero de
coletas realizadas(Albuquerque et al. 1972, Mourdo e Chiari 1975, Jorge Baez 1993, Luz et
al. 1994, Luz et al. 1998, Castro et al. 2002). No presente trabalho realizando uma unica

coleta de sangue e aumentando o tempo de andlise a positividade da hemocultura melhorou
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em percentuais expressivos. Essa modificagdo aumentou a positividade sem ter que realizar o
método varias vezes, sem o paciente ter que se deslocar variasvezes ao laboratorio,
amenizandocustos,embora aumente o tempo de estocagem do material, de deteccao e
isolamento do parasito,0 nimero de exames a ser realizado e riscos de contaminagaodevido
maior manipulacao.

Os dois parametros utilizados para avaliar aparasitemiados pacientes mostraram que a
maioria (11/12 -91,7%) apresentou baixa ou média parasitemia, sendo tréstratados e oitonao
tratados.Embora tenha havido predominancia de parasitemia mais baixa em pacientes nao
tratados,elas também ocorreram em pacientes tratados, o que era de se esperar, uma vez que
ha diminui¢do da parasitemia em pacientes com doenca de Chagas cronica ao longo do tempo
e queo benzonidazol exerce inflliencia sobre a parasitemia (Castro et al. 1999, Portela-
Lindoso e Shikanai-Yasuda 2003, Apt 2008, Fernandes et al. 2009). Castro et al. (2006)
observaram uma diminuicao da parasitemia em maior percentual dospacientes tratados (20/27
= 70,4%) em relagdo aos ndo tratados (6/13 = 46,2%). Esses autores classificaram a
parasitemia desses pacientes como de média ou alta, diferente do observado em nosso
trabalho. Essa diferenga pode estar relacionada com a prépria variagdo da parasitemia em
individuos residindo em diferentes areas endémicas, com a complexidade do ciclo de vida do
T. cruzi ou com os critérios utilizados para a classificacdo da parasitemia. Castro et al. (2002,
2006) observaramque a maioria de pacientes ndo tratados teveum a dois tubos de hemocultura
positivos, sendo classificados como de média parasitemia. No presente trabalho a maioria dos
pacientes também tiveram 1 a 2 tubos positivos, mas foram classificados como de baixa
parasitemia acordando com Luz et al. (1998).

A positividade mais tardia (150 — 180 dias) das hemoculturas parece mais relacionada
com o grau de parasitemia do que com as caracteristicas bioldgicas intrinsecas do parasito em
questdo. Os parasitos isolados dos pacientes analisados nesse trabalho pertencem a DTU Tcll
que sabidamente apresentamalta infectividade, maior habilidade multiplicativa e menor tempo
de duplicacdo em relagdo aos parasitos Tcl (Araujoet al 2007, Pena et al. 2011). Tendo Tcll
essas caracteristicas bioldgicas o maior tempo requerido para sua deteccdo, provavelmente,
esta relacionado ao nimero de parasitos no inicio da incubagdo, o que ¢ condizente com a
predomindncia de baixa parasitemia e ao alto percentual de hemoculturas negativas para o

total de pacientes analisados. O encontro de parasitos dessa DTU ¢ achado comum em
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pacientes na fase cronica da doenca de Chagas no sul da América do Sul (Freitas et al.
2005,Zingaleset al. 2009).

Na totalidade de pacientes (4 tratados e 8 ndo tratados) com hemocultura positiva
houve concordancia com o método de ELISA, o que estd de acordo com varios outros autores
(Castro et al. 2002, Kinoshita-Yanagaet al. 2009, Sirianoet al. 2011, Machado-de-Assis et al.
2012, Aguiar et al. 2012). A hemocultura positiva ¢ mais freqiienteem pacientes nao tratados,
mas também foi observada em 33,3% dos pacientes tratados e analisados no presente trabalho,
0 que ¢ condizente com varios outros autores (Galvao et al. 1993, Machado-de-Assis et al.
2012). Dos pacientes com hemocultura negativa (81) o maior percentual de ELISA reagente
ocorreu em pacientes ndo tratados em relagdo aos tratados, mas essa diferenca ndo foi
significativa, indicando que para esse grupo de pacientes o tratamento recebido ndo promoveu
mudangas que pudessem ser detectadas por esses dois métodos.

No grupo de pacientes com hemocultura positiva houve um alto percentual (75%) de
concordancia com PCR, tanto nos tratados como nos ndo tratados, o que também foi
observado por outros autores (Lana et al. 2009, Aguiar ef al. 2012).Nesse grupo tréspacientes
(umtratado e doisndo tratados) tiveram PCR negativa. Apesar da maior sensibilidade da PCR
em relacdao a hemocultura (Gomes et al. 1998,2000, Lana et al. 2009, Aguiar et al. 2012), esse
resultado pode ter ocorrido devido a presenca de inibidores da reacdo na amostra, a
intermiténcia do parasito na corrente sanguinea, ja que assim como a hemocultura a PCR
depende da parasitemia do paciente (Castro et al. 2002, Schijmanet al. 2011, Jackson et al.
2013).

Nogrupo de pacientes com hemocultura negativa, 29,6% apresentaram PCR positiva,
resultado esse observado, principalmente, nos pacientes ndo tratados, comprovando maior
sensibilidade da PCR, como anteriormente relatado(Gomes et al. 1998,2000, Lana et al. 2009,
Aguiar et al. 2012).Por outro lado, embora ndo houvesse diferenca significativa entre os
grupos, PCR negativa foi observada em maior percentual (77,6%) de pacientes tratados em
relacdo aos ndo tratados.Esses valores sdo superiores aos encontrados por outros autores
(Lana et al. 2009, Aguiar et al. 2012), e devem estar relacionados a diminui¢do da parasitemia
promovida pelo tratamento etiologico, ja observada em outros estudos (Castro et al. 2006,

Machado-de-Assis et al. 2012).

CONCLUSOES
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O tempo de cultivo prolongado para 180 dias aumenta a positividade da hemocultura e
a concordancia deste método com ELISA e PCR ocorrendoem maior percentual em pacientes
ndo tratados com hemocultura positiva e em pacientes tratados com hemocultura negativa.
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Tabela I.Caracteristicas demograficas de 93 pacientesdo Norte e Noroeste do

Parand,Brasil,infectados pelo Trypanosoma cruzitratados(Benzonidazol)e nao-tratados.

Grupo
Variaveis Tratado (n=53) Nao tratado (n=40)  p*
n % n %
Idade
35 a 45 anos 5 9.4 3 7.5 0,9294
46 a 56 anos 17 32,1 9 22,5 0,6117
57 a 67 anos 23 43,4 17 425 0,9551
68 a 78 anos 8 15,1 9 22,5 0,7034
79 a 87 anos 0 0,0 2 5,0 -
Género
Feminino 28 52,8 26 65,0 0,3672
Masculino 25 47,2 14 35,0 0,4648
Origem Geografica (Estado)
Parana 22 41,5 26 65,0 0,1103
Sao Paulo 12 22,6 5 12,5 0,6457
Minas Gerais 10 18,9 6 15,0 0,8451
Bahia 6 11,3 2 5,0 0,8033
Alagoas 1 1,9 1 2,5 0,9762
Pernambuco 1 1,9 0 0,0 -
Ceara 1 1,9 0 0,0 -

*p ndo significativo pelo teste Z para comparagao de proporgdes



41

Tabela I1. Resultados dos testes de
Hemocultura,EnzymeLinkedlmmunosorbentAssay(ELISA) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)nos 93pacientesdo Norte e Noroeste do Parand, infectados pelo

Trypanosoma cruzi tratados(Benzonidazol) e ndo-tratados..

Grupo
Varidveis Tratado (n=53) Nao tratado (n=40) p*
n % n %
Hemocultura
Negativa 49 92,5 32 80,0 0,0996
Positiva 4 7,5 8 20,0 0,5884
ELISA
Reagente 38 71,7 33 82,5 0,2866
Fraco Reagente 13 24,5 3 7,5 0,5274
Nao reagente 1 1,9 3 7.5 0,8013
Indeterminado 1 1,9 1 2,5 0,9762
PCR
Negativo 39 73,6 21 52,5 0,1047
Positivo 14 26,4 19 47,5 0,2276

*p nao significativo pelo teste Z para comparagao de proporgdes: p>0,05
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Tabela III. Nivel de parasitemia,de acordo com o tempo de cultivo da hemoculturados
pacientes do Norte e Noroeste do Parana, Brasil,infectados pelo Trypanosoma cruzi,
tratados com benzonidazol e nao tratados.

Tempo de positivacdo da  Tratados (n) Nao-tratados (n)  Total (n) Nivel de

Hemocultura parasitemia
90 dias 0 1 1 Alta
150 dias 1 4 Média
180 dias 3 4 7 Baixa

n=numero de pacientes



Tabela IV. Nivel de parasitemia,de acordo com o numero de tubos positivos na
hemocultura dospacientesdo Norte e Noroeste do Parana, Brasil,infectados pelo

Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazole ndo-tratados
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mllj(;lsn:)r; t(il\fos Tratados n (%) Nao-tratados n (%) Total n (%) ngvs?tle(rfia
0/6 49 (92,4) 32(80) 81 (87,0) Nula
1/6 3(5,7) 5(12,5) 8 (8,6) Baixa
2/6 0 1(2,5) 1(1,1) Baixa
3/6 0 2(5) 2(2,2) Média
5/6 1(1,9) 0 1(1,1) Alta
Total 53 (100) 40 (100) 93 (100)

n= Numero de pacientes



Tabela

V. Comparagaodos

resultadosda

hemocultura

com

os resultados

deEnzymelLinkedImmunosorbentAssay(ELISA) e Reagdo em Cadeia da Polimerase

(PCR), em pacientes do Norte e Noroeste do Parand, Brasil,infectados pelo

Trypanosoma cruzi,tratados com benzonidazol e nao tratados.

Hemocultura Positiva Hemocultura Negativa
Métodos Tratados™ Nao tratados Tratados™ Naotratados
(n=4) (n=8) (n=49) (n=32)
n % n % n % n %
Elisa
Reagente 4 100,0 8 100,0 34 69,4 25 78,1
Fracoreagente 0 0,0 0 0,0 13 26,5 3 9.4
Naoreagente 0 0,0 0 0,0 1 2,0 3 9.4
Indeterminado 0 0,0 0 0,0 1 2,0 1 3,1
PCR
Positivo 3 75,0 6 75,0 11 22,4 13 40,6
Negativo 1 25,0 2 25,0 38 77,6 19 59.4

* Teste Z n3o significativo para pacientes tratados em relagdo aos ndo tratados (p>0,05)
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Figura 1. Municipios de residéncia dos pacientes infectados pelo Trypanosoma cruzi, participantes deste estudo,
Parana, Brasil. Valores em parénteses representam o nimero de pacientes de cada municipio.
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CAPITULO I1I

CONCLUSOES

1) O aumento no tempo de cultivocomprovou o aumento dapositividadeda hemocultura;

2) A positividade da hemocultura e PCR foi maior nos pacientes ndo tratados;

3) A concordancia dos métodos de ELISA e PCR ocorreu em maior percentual de pacientes

ndo tratados com hemocultura positiva e em pacientes tratados com hemocultura negativa,

4) Os resultados dos métodos de ELISA, hemocultura ¢ PCR ndo diferiramentre pacientes
tratados e ndo tratados, indicando que para esse grupo de pacientes o tratamento nao foi
efetivo ou esses métodos ndo foram eficientes para o acompanhamento pés-terapéutico de

pacientes com doenga de Chagas cronica.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A deteccgao tardia do7. cruzi observada no presente estudo pela hemocultura, evidencia
a necessidade de melhorias nas técnicas utilizadas para o diagndstico parasitoldgico da doenca
de Chagas.

Propde-se fazer uso de técnicas mais sensiveis na detec¢ao e quantificagdo do parasito,
como a PCR em tempo real, a fim de comparéd-la com os métodos realizados no presente
trabalho e verificar qual a sua contribuicdo no acompanhamento de pacientes com doenga de
Chagas tratados e nao tratados.

Propde-se aumentar o espectro de pacientes submetidos ao tratamento etiologico, a fim
de verificar a sua efetividade ou ndo, visto que ¢ preconizado que o tratamento promove

melhora no prognéstico da doenga.



