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RESUMO

Objetiva-se com este trabalho verificar a
presenca de anticorpos contilaypanosoma
cruzi em cades de Barra do Pojuca (BA) e
também avaliar a possivel ocorréncia de reacao
cruzada ou infeccdo mista cdmeishmania sp
Foram testados 265 soros utilizando ELISA e 34
utiizando Western Blotting (WB). Entre os
soros amostrados, 26 (9,8%) foram reagentes no
ELISA paraT. cruzie desses, 12 (46,1%) foram
também reagentes pata chagasi,resultando

em dupla positividade sorolégica por essa
técnica.Obteve-se no WB d&. cruzi6 soros
(17,6%) reagentes, apresentando 12 bandas
protéicas, variando de 49 a 104 kDa, sendo 87 e
104 kDa as de maior freqiiéncia, observadas em
33,3% dos soros positivos. No WB de
chagasi, 9 (26,5%) soros apresentaram 48
bandas variando de 7 a 181 kDa, sendo a de 83
kDa mais freqiente (55,5 % das amostras). De
um total de 60 bandas visiveis, 7 (11,3%) sao
comuns aos dois agentes (entre 53 e 100 kDa), 6
(10 %) foram visualizadas somente no WB com
antigeno deT. cruzi(entre 49 e 104 kD& as
outras 47 (78,3 %) foram visualizadas somente
no WB comL. chagasi(entre 7 e 181 kDa); 20
(58,8%) soros apresentaram divergéncia entre
os resultados do ELISA e WB. O estudo aponta
para o reconhecimento de anticorpos anti-

cruzi e antiL. chagasinas amostras de soro
canino da area estudada, porém as técnicas de
ELISA e WB, utilizando antigeno bruto, néo
foram suficientes para identificar com seguranca
infecgBes mista, e reagbes cruzadas.

Palavras-chave:antigeno brutajoenca de
Chagas, peso molecular, ELISA

SUMMARY

In order to verify the presence of antibodies
againstTrypanosoma cruzin dogs of Barra do
Pojuca, Bahia, and assess the possible
occurrence of cross-reactivity or infection with
Leishmaniamixed sp., we tested 265 sera using
ELISA and 34 using Western Blot (WB).
Among the 265 sera sampled 26 (9.8%) were in
the ELISA reagents fof. cruziand of those, 12
(46.1%) were also reagents to. chagasi
resulting in double positive antibodies by this
technique. Obtained in the WB of T. cruzi 6 sera
(17.6%) reagents, featuring 12 protein bands
ranging from 49 to 104 kDa, 87 and 104 kDa of
the higher frequency, observed in 33.3% of
positive sera . In the WB of. chagasi 9
(26.5%) sera had 48 bands visible, ranging from
7 to 181 kDa, with of 83 kDa of the higher
frequency (55.5% of the samples). Of a total of
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60 bands visible, 7 (11.3 %) are common to the
two agents (between 53 and 100 kDa), 6 (10 %)
were viewed only in WB with antigen of.
cruzi (between 49 and 104 kDa) and the other
47 (78.3 %) were viewed only in WB with.
chagasi(between 7 and 181 kDa). Our studies
point to the recognition of anii- Cruzi and
anti-L. Chagasiin samples of serum canine of
the area studied, but the techniques the ELISA
and WB using crude antigen was not enough to
identify with certainty and mixed reactions
cross infections.

Keywords: Chagas disease, gross antigen,
Leishmania sp molecular weight

INTRODUCAO

Leishmaniae Trypanosomasao géneros
de hemoflagelados que ocorrem de forma
endémica em regides da Ameérica Central
e do Sul (ROSYPAL et al., 2007). A
Doenca de Chagas (DC) € causada pelo
Trypanosoma cruzi transmitido
principalmente por insetos vetores que se
mantém na natureza parasitando grande
quantidade de espécies de mamiferos,
inclusive o homem (WHO, 2002). E
considerada a quarta principal endemia no
Continente Americano, onde se estima
que oT. cruziinfecte de 16 a 20 milhdes
de pessoas (CAMACHO, 2003) e mais de
quatro milhdes de brasileiros encontram-
se infectados numa area endémica que se
estende do Piaui ao Rio Grande do Sul
(DIAS & VINHAES, 2000).Leishmania
chagasi € o0 agente causador da
leishmaniose visceral americana,
transmitido aos mamiferos através da
picada do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis DIAS et al., 2003).

Tanto T. cruzi quantoL. chagasi,tém
sido detectados em uma ampla variedade
de espécies de animais domésticos e
selvagens incluindo cées, gatos, roedores
e marsupiais. O cdo é considerado o
principal reservatorio domeéstico da
infeccdo humana, por esses dois parasitos
(ROSYPAL et al., 2007). Q. cruzie o
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L. chagasiséao freglientes nas areas rurais
(GOMES, 2007), mas os registros de
ocorréncia nas areas urbanas sao cada vez
mais presentes (MONCAYO & ORTIZ
YANINE, 2006).

O diagnostico da DC, sobretudo na fase
cronica da infeccéo, depende do resultado
de testes soroldgicos. A utilizacdo de dois
ou mais testes sorolégicos é necessaria
para diagnosticar com seguranga a
infeccdo chagasica (CERISOLA, 1969).
A literatura descreve o uso de diferentes
antigenos no teste sorolégico ELISA
para a DC; antigenos purificados
(SCHECHTER et al., 1985), secretado-
excretado (UMEZAWA et al, 2001) e
recombinantes (UMEZAWA et al,,
2003).

Objetiva-se com este trabalho analisar a
presenca de anticorpos conifracruziem
amostras de soro canino, com coletas
realizadas na regido de Barra de Pojuca
(BA), utilizando as técnicas de ELISA e
WB, e também avaliar a ocorréncia de
reacdo cruzada comL. chagasi
considerando a possibilidade de ambas as
espécies ocorrerem na regiao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste estudo duzentas e
sessenta e cinco (n=265) amostras de soro
de céaes, domiciliados no distrito de Barra
do Pojuca no municipio de Camacari
(BA), as quais compunham a soroteca do
Laboratério de Infectologia Veterinaria
(LIVE) do Hospital de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da
Bahia (UFBA). Todas as amostras foram
testadas por ELISA parg cruzj ELISA
para L. chagasie Western Blotting. O
antigeno dé. chagasiutilizado no estudo

foi caracterizado por eletroforese de
isoenzimas e contra um painel de
anticorpos monoclonais pelo Instituto
Oswaldo Cruz (I0C), FIOCRUZ, Rio de
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Janeiro. O antigeno de cruzifoi obtido

da forma tripomastigota da cepé em
cultura axénica em meio de infusdo com
triptose (meio LIT). Soros controles
positivos e negativos foram incluidos nas
analises.

Para o teste de ELISA foram utilizadas
placas de microtitulacdo de poliestireno
(96 pocos, Corning Costar 3590, USA),
sensibilizadas com 100uL (0,5ug/poco)
dos antigenos de. chagasie T. cruzi
individualmente, em tampéao carbonato-
bicarbonato (0,05M, pH=9,6), por 16
horas, a 4°C (“Overnight”) e, ap6s 3
lavagens com PBS-T (0,01M de tampéao
fosfato, pH=7,4; 0,15M de Cloreto de
Sodio; e 0,05% de Tween 20), foram
bloqueadas com PBS-T-M (PBS-T
contendo 5% de leite desnatado) por uma
hora a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas com PBS-T e incubadas
por uma hora, a temperatura ambiente,
com 100 pL dos soros diluidos 500 vezes
em PBS-T-M, incluindo os soros caninos,
controle positivos (pool de soros
positivos) e controle negativos (pool de
soros negativos), obtidos em area
endémica, avaliados por ELISA e
xenodiagnostico paraeishmania sp.ou

de animais controle ou naturalmente
infectados poil. cruzj cedidos pelo IOC,
Fiocruz, Brasil. Foi utlizado como
conjugado a proteina A com peroxidase
na diluicdo de 1:8.000 (10-1023 ZYMED,
INVITROGEN, USA), seguido de uma
hora de incubacdo a temperatura
ambiente. Posteriormente, 0
reconhecimento antigénico foi detectado
com um tampao citrato-fosfato (0,2M de
citrato e 0,1M de fosfato, pH=5,1),
contendo 0,4 mg/ml de OPD (P9029,
SIGMA, USA) e 0,03% de peroxido de
hidrogénio, por 15 minutos. A leitura foi
feita em leitor de ELISA (Anthos 2010,
Austria), com filtro de 492 nm e as
densidades 6ticas (DO) registradas para
posterior analise.

A eletroforese em gel descontinuo de

acrilamida desnaturante (SDS-PAGE) e
os WB com os antigenos techagasie

T. cruzi foi feita como descrito por
Laemli (1970) e o manual “Protein
Electrophoresis” da AMERSHAM
BIOSCIENCES (GE, USA). A
concentracdo do antigeno utilizada foi de
100 pg, para ambos os antigenos, e a
concentracdo do gel de poliacrilamida
utilizado foi de 10%. Utilizou-se o
sistema semi-seco (HOEFER
SCIENTIFIC INSTRUMENTS, SAN
FRANCISCO, USA). A diluicdo do soro
utilizado foi de 1:500 e a proteina A-
peroxidase como conjugado (Zymed,
Invitrogen, USA) na diluicdo de 1:1.000,
revelado com 3-3'DiAminoBenzidina -
DAB (SERVA ELECTROPHORESIS
GmbH, Heidelberg, Alemanha) e
peréxido de hidrogénio 0,015%. Os soros
foram classificados como negativos ou
positivos, de acordo com Sanches et al.
(2001), considerado-se positivo 0 soro
gue apresentou pelo menos uma banda
igual ao do controle positivo utilizado no
teste.

Utilizou-se o pacote estatistico SPSS
(“Statistical Package for the Social
Sciences”) versdo 12, para as analises
estatisticas. A sensibilidade e a
especificidade do teste ELISA foram
estabelecidas utilizando-se a curva ROC
(“Receiver Operating Characteristics”) e
apresentaram 100% de sensibilidade e
90% especificidade. O célculo dos PM
das bandas encontradas foi realizado
como descrito no manual “Protein
Electrophoresis” da  AMERSHAM
BIOSCIENCES (GE, USA). A
concordancia entre os testes ELISA e WB
foi avaliada pelo indice Kappa (intervalo
de confianca de 95%), valores preditivos
positivos (VPP) e valores preditivos
negativos (VPN) foram estabelecidos. O
intervalo de confianca adotado foi de
95% e os resultados foram considerados
positivos com um P<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame por ELISA das 265 amostras de
soro canino, resultou em 26 (9,8%)
soropositivos pard. cruzi e desses, 12
(46,1%) apresentaram-se também
soropositivos paraL. chagasi Cinco
(14,7%) amostras de soro apresentaram
reacdo positiva tanto nos testes de ELISA
e WB formulados com antigeno de
cruzi, quanto nos formulados com
antigeno dé.. chagasi Dentre elas, duas
das cinco amostras de soro foram em
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comum a banda 83 kDa no WB, para
ambos os antigen¢fabela 1).

Utilizando-se os resultados soroldgicos
no ELISA de 34 amostras (nove amostras
positivas pard. cruzie paral. chagasi
seis negativas paré. cruzi e positivas
paral. chagasi 11 positivas pard. cruzi

e negativas paila chagasioito negativas
para ambos os antigenos), na avaliacdo da
concordancia entre os testes ELISA e WB
paraT. cruzie paral. chagasiobteve-se

o valor do indice Kappa resultante de,
respectivamente, de 0,15 e 0,57.

Tabela 1. Amostras de soro canino com reacao yasitbs ELISAs paréeishmania
chagasie Trypanosomaruzie seus respectivos resultados no WB em kDa

Amostras ELISA ELISA Bandas WBET. Bandas WB Bandas
T.cruz L.chagasi cruzi L. chagasi comuns
85, 83, 75, 69, 60, 64, 53, ,,~
Q18C004 (+) (+) 79e74 48, 36-32. 29-25 Nao
104, 91, 87, 100, 79-69, 63, 56, 52, 43, . ..
Q32C005  (+) () 58, 53, 49 39 28.25 2218 2O
91-85, 79-69, 63, 56, 53-
Q33C001 (+) (+) 104, 87,58 49, 39, 37, 30, 26, 24-19, Nao
16, 13, 11,7
177, 85, 83, 7772, 67, 57
Q47C001 (+) (+) 100, 89, 83 55. 50, 45, 33-23, 21, 11 83
Q65C003  (+) +) 100,93, 83 181,83,77,72,50,45, g4

33-29, 12

Os indicadores dos ELISAs referentes a
sensibilidade 83,3 e 90%; a
especificidade 46,4 e 75%; ao valor
preditivo positivo (VPP) 25 e 60% e ao
valor preditivo negativo (VPN) 93 e
95%, para 0s antigenoB. cruzi e L.
chagasi, foram, respectivamente,
calculados utilizando como referéncia os
resultados mostrados no WB.

Das 34 amostras anteriormente citadas, 6
(17,6 %) apresentaram reacdo no WB
com antigeno dé. cruzie um total de

12 bandas foram visualizadas mostrando
diferentes frequéncias e intensidades de
reatividade, com bandas variando de 49
a 104 kDa (49, 53, 57, 58, 74, 79, 83, 87,
89, 91, 93, 100 e 104). Entre as bandas
de maior freqiiéncia podemos citar a de
87 e 104 kDa, observadas em 50% das
amostras positivas e as de 58, 83 e
100kDa presentes em 33,3% delas, as
demais foram visualizadas em apenas
uma das amostras (49, 53, 57, 79, 91 e
93).
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As mesmas 34 amostras testadas com
WB paraT. cruziforam testadas também
em WB pard.. chagasique resultou em

9 (26,5%) amostras reativas,
apresentando um total de 48 bandas com
diferentes frequéncias e intensidades de
reatividade, variando de 7 a 181 kDa
(7,11, 12, 13, 16, 21, 22, 26, 30, 37, 39,
43, 45, 48, 50, 51, 52, 53,, 55, 56, 57, 63,
64, 67, 69, 72, 74, 74-67, 75, 77, 79, 83,
85, 97, 100, 102, 107, 177, 181, 18-
22,19-24, 25-28, 23-33,29-33, 49-53, 69-
79,85-91). Entre as bandas de maior
frequéncia, podemos citar a de 83 kDa
observada em 55,5% das amostras, as de
11, 25, 45, 50, 77, 85 e 100 kDa
presentes em 33,3% das amostras, as de
26, 37, 39, 43, 56, 63, 67, 69, 72 kDa
presentes em 22,2% das amostras, e as
demais somente foram visualizadas em
uma das amostras.

De um total de 60 bandas (12 Hecruzi

e 48 delL. chagasj visualizadas neste
estudo, 7 (11,3%) bandas foram
observadas nos resultados do WB em
ambos o0s antigenos, com pesos
moleculares variaveis entre 53 a 100 kDa
(53, 57, 74, 79, 83, 91, 100 kDa). Entre
as 53 bandas restantes, 6 (10%) foram
visualizadas somente no WB, utilizando
0 antigeno dd. cruzi,com 0s seguintes
pesos moleculares 49, 58, 87, 89, 93 e
104 kDa, e as outras 47 (78,3%) foram
visualizadas somente no WB pata
chagasi, com o0s seguintes pesos
moleculares: 7, 11, 12, 13, 16, 21, 22,
26, 30, 37, 39, 43, 45, 48, 50, 51, 52, 55,
56, 60, 63, 64, 67, 69, 72, 75, 77, 85,
102, 107, 177, 181, 18-22, 19-24, 23-33,
25-28, 29-33, 32-36, 49-53, 67-74 e 69-
79kDa.

Resultados divergentes foram
observados em 20 (58,8%) das 34
amostras, em relacdo ao antigenoTde
cruzi, em que 13 (65,0%) amostras
divergiram, sendo que 12 (92,3%) foram
reagentes no ELISA e nao apresentaram
bandas visiveis no WB e 1 (7,7%)
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apresentou resultado contrario. No teste
com o antigeno de. chagasi,7 (35,0%)
amostras divergiram, 6 (85,7%) foram
soropositivas no ELISA e néo
apresentaram bandas visiveis no WB e 1
(14,3%) apresentou resultado contrério.
Anticorpos  antif.  cruzi foram
observados em 9,8% (26/265) das
amostras de soro canino analisadas neste
estudo, semelhante ao resultado
encontrado por Herrera et al. (2005), que
utilizaram IFI e registraram 11% (6/52)
de soropositividade em caes da periferia
do Parque Nacional da Serra da Capivara
(PI). Houve consideravel diferenca no
ndmero de amostras de soros testadas
entre os estudos. No estudo realizado
pelos autores, foi testada por IFl a
reatividade das mesmas amostras para
chagasj cujos dois soros positivos para
T. cruziapresentaram resultado positivo
para L. chagasi, que correspondeu a
3,8% (2/52).

Rosypal et al. (2007) analisaram 365
soros caninos, 258 provenientes de
Bogota - Colémbia e 107 de S&o Paulo —
Brasil, com IFl paraT. cruzi e L.
chagasi Nenhuma amostra apresentou
resultado positivo pard. cruzi, porém

cinco soros do Brasil foram
soropositivos  para L. chagasi
Comparativamente aos resultados ja

descritos por esses autores, 0 numero de
sSoros com reacéao positiva no ELISA, foi
elevado 12/26 (46,1%), e considerando
5/12 (40%) no WB, essas amostras
confirmaram a reacdo positiva para
ambos os antigenos. E possivel que
infeccbes mistas pdr. cruziel. chagasi
estejam ocorrendo, uma vez que O
distrito de Barra do Pojuca (BA) é area
endémica para leishmaniose visceral
(JULIAO et al., 2007), mas dados
epidemioldgicos sobre DC no distrito
nao estavam disponiveis. No entanto, em
decorréncia das técnicas diagndsticas
utilizadas neste estudo, ndo é possivel
descartar a ocorréncia de reacoes
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cruzadas, concordando com Herrera et
al. (2005) em decorréncia da semelhanca
flogenética entre estas duas espécies.
Sanches et al. (2001), compararam 0s
resultados de diagndsticos parecruzie

L. chagasiem ELISA e WB de 252
soros humanos oriundos da Cidade do
México no México e do Rio de Janeiro
no Brasil, e obtiveram um indice de

concordancia Kappa de 0,96,
demonstrando boa afinidade entre ambos
0s testes.

Os valores de sensibilidade foram
razoaveis em se tratando do uso do
antigeno deT. cruzi (83,3%) e melhor
com o uso do antigeno de chagasi
(90%). A especificidade foi baixa em
ambos os antigenos, jA os valores de
sensibilidade utilizando o antigeno @e
cruzi foi préximo ao obtido por Rosypal
et al. (2007) de 89% paia cruzie 92%
paralL. chagasiutilizando IFI, embora as
especificidades neste estudo, 46,4% para
T. cruzie 75% pard.. chagasitenham
sido superiores as encontradas pelos
autores de 27% e 29%, respectivamente.
Sanches et al. (2001) registraram 100%
de sensibilidade e 96% especificidade
em ELISA, utilizando antigeno bruto de
T. cruziem soros de pacientes humanos,
valores muito acima dos encontrados no
presente estudo. Essa divergéncia entre
os resultados de sensibilidade e
especificidade pode ser associada com a
perda de reconhecimento antigénico de
amostras de soros conservadas em
freezermpor longo tempo.

Camargo (1992) verificou que a
sensibilidade dos testes sorodiagnostico
para DC aumenta com a utilizagdo de
antigenos recombinantes
complementares, visto que numerosos
polipeptideos doT. cruzi podem ser
usados de forma isolada ou em
combinacdo, especialmente em testes
confirmatorios dos resultados obtidos em
exames de triagem de pacientes.

Um grande numero de antigenos Te
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cruzi (Cepa Y), com aparente peso
molecular variando de 49 a 104 kDa, foi
reconhecido pelos soros caninos testados
neste trabalho. Segundo Stolf (1992) os
estudos apontam divergéncias sobre o
principal antigeno dé. cruzi sobre a
elevada complexidade antigénica desta
espécie e as limitagdes intrinsecas dos
métodos de analise geralmente
empregados no estudo da DC.
Semelhancas antigénicas estdo bem
documentadas entre esses
microrganismos e podem confundir o
diagnostico (MALCHIODI et al., 1994).
Neste estudo, observou-se que sete
bandas foram comuns aos dois
antigenos, as quais sugerem a presenca
de epitopos comuns e a ocorréncia de
uma provavel reacdo cruzada ou
infeccdo mista, ja relatada na literatura
por Nabity et al. (2006), por meio de
analise imunohistoquimica de material
colhido de um céo da raca Mastiff Inglés
no Texas.

Malchiodi et al. (1994) encontraram
bandas com pesos moleculares
correspondentes a 48, 56, 73, 140 e 155
kDa, que s6 foram reconhecidas pelo
soro de pacientes acometidos de
leishmaniose e n&do foram reconhecidos
por soros de pacientes chagasicos, em
gue estdo de acordo com o este estudo
somente a banda de 48 kDa. As demais
nao foram reconhecidas ou foram
comuns aos dois antigenos, além de
26,6% dos pacientes acometidos de
leishmaniose exibirem padrdo de
reatividade semelhante ao de pacientes
chagasicos, quando testados com
antigeno de epimastigota de cruzi
reconhecendo as bandas de 43, 45-51,
111, 116, 125 e 131 kDa.

A banda 83 kDa foi observada com
frequéncia no WB dos dois antigenos,
nao servindo como uma das bandas
indicadoras de infeccdo por. cruzi,
segundo Sanches et al. (2001). As
bandas de 87 e 104 kDa foram as de
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maior frequéncia no WB d&. cruzie
estavam ausentes no WB Hdechagas.

As bandas de 11, 45, 50, 77, 85 kDa
foram as de maior freqtiéncia no WB de
L. chagasie ausentes no WB de cruzi,
porém néo foi observada nenhuma banda
gue pudesse ser utilizada como antigeno
especifico para um ou outro
microorganismp comparando com 0s
resultados de ELISA.

O estudo aponta para o reconhecimento
de anticorpos anfi= cruzi e antit.
chagasinas amostras de soro canino da
area estudada, sugerindo o envolvimento
do céo, também na epidemiologia da DC
no distrito de Barra do Pojuca (BA),
porém a utilizacdo da técnica de ELISA
e WB com antigeno bruto, nao foi
suficiente para identificar com seguranca
infecgbes mistas e reacdes cruzadas. Em
vista da importancia de ambas as
zoonoses para a saude publica, novos
estudos sdo ainda necessarios para
elucidar o possivel envolvimento do cao
na epidemiologia da DC na regido,
definir medidas sanitarias adequadas ao
controle e monitoramento, além de
elucidar a natureza dessas moléculas que
sdo comuns aos dois antigenos
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