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RESUMO 
 
Atualmente, o diagnóstico laboratorial da doença de Chagas crônica baseia-se em métodos 

sorológicos convencionais. Entretanto, resultados falso-negativos e falso-positivos podem 

ocorrer. A hemocultura também pode ser utilizada como método diagnóstico, mas sua 

sensibilidade é limitada devido à parasitemia baixa e intermitente na fase crônica. Métodos 

diagnósticos baseados em princípios de biologia molecular vêm sendo estudados e a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido a técnica mais utilizada ultimamente. 

Este estudo teve como objetivo principal avaliar o desempenho da PCR qualitativa e 

quantitativa no diagnóstico da doença de Chagas em pacientes portadores de megaesôfago. 

Foram estudadas amostras de DNA de sangue de 26 pacientes com sorologia não reagente 

ou inconclusiva e de 33 pacientes soropositivos para doença de Chagas. O alvo genético 

mais adequado para PCR qualitativa, que apresentou maior positividade, foi o Sat-DNA de 

T. cruzi. Quando comparada com os resultados de PCR quantitativa, houve concordância de 

72,72% em ambos os grupos. Além disso, observou-se que todos os pacientes com 

hemocultura positiva apresentaram PCR qualitativa positiva. A metodologia quantitativa, 

embora considerada altamente sensível, não detectou DNA de T. cruzi em uma amostra de 

paciente com hemocultura positiva. Nossos resultados indicam um possível subdiagnóstico 

da doença de Chagas em pacientes com megaesôfago devido aos exames sorológicos 

negativos ou inconclusivos. A PCR qualitativa mostra-se uma ferramenta útil para 

esclarecimento da etiologia do megaesôfago e, por apresentar positividade semelhante à 

qPCR, não se justifica o uso de metodologia quantitativa para fins exclusivamente 

diagnósticos. 

Palavras-chave: doença de Chagas, acalasia esofágica, técnicas de diagnóstico molecular, 
reação em cadeia da polimerase em tempo real 
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ABSTRACT 
 
Current laboratory diagnosis of chronic Chagas disease relies on conventional serological 

tests but false-positive and false-negative results may occur. Hemoculture can also be used 

as a diagnostic method but its sensitivity in chronic phase is limited due to the 

low/intermittent parasitemia. Molecular diagnosis methods have been studied and the main 

technique that has been extensively tested is the Polymerase Chain Reaction (PCR). This 

study aimed to evaluate the qualitative and quantitative PCR performance for diagnostic 

purposes in patients with megaesophagus. We studied DNA blood samples from 26 patients 

with negative or inconclusive conventional serology for Chagas disease and from 33 

patients with positive serology. The most suitable target for qualitative PCR presenting 

high positivity was the Sat-DNA of T. cruzi. When compared to the quantitative results, the 

concordance between the two molecular methods in both groups was 72.72%. In addition, 

we observed that all patients with positive results of hemoculture had positive qualitative 

PCR. The qPCR methodology although highly sensitive could not detect minimal amounts 

of T. cruzi DNA in one patient with positive hemoculture. Our results indicate a possible 

misdiagnosis of patients with megaesophagus given by the negative or inconclusive 

serology for Chagas disease. Due to its good performance, the qualitative PCR is a useful 

tool to determine the megaesophagus etiology. 

Keywords: Chagas disease, esophageal achalasia, molecular diagnostic techniques, real 
time polymerase chain reaction 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1. A doença de Chagas 

A história natural da doença de Chagas (Chagas, 1909) iniciou-se há milhares de 

anos como enzootia de animais selvagens. Com a inserção do homem nos ecótopos 

naturais, a doença começou a ser transmitida acidentalmente como uma antropozoonose. A 

devastação florestal observada na América Latina nos últimos séculos propiciou a 

aproximação entre os vetores da doença e o homem, levando a uma adaptação desses 

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

O ciclo silvestre da doença de Chagas é ancestral e os principais reservatórios na 

natureza são os marsupiais (especialmente os gambás), roedores, tatus, tamanduás, 

pequenos carnívoros (gatos e cachorros-do-mato), coelhos, macacos e morcegos. O ciclo 

doméstico, mais recente, está relacionado à inserção humana no ambiente silvestre bem 

como às condições sócio-econômicas das populações atingidas (Cimerman & Cimerman, 

2005).  

A doença de Chagas humana é considerada uma endemia negligenciada de alto 

impacto de morbi-mortalidade na América Latina. Estima-se que haja de 7 a 8 milhões de 

indivíduos infectados em todo o mundo e a doença, antes confinada, sobretudo, à América 

Latina, vem atingindo países desenvolvidos devido à dinâmica populacional e mobilidade 

humana nas últimas décadas. No Brasil, estima-se de 3 a 4 milhões de infectados, sendo 

que um terço deles apresenta manifestações clínicas (Moncayo, 1999).  

Embora o número de casos permaneça elevado e as estimativas de incidência 
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mundial sejam de aproximadamente 50.000 novos casos por ano, os financiamentos para 

pesquisa, prevenção e controle da doença de Chagas são limitados, além das opções 

terapêuticas permanecerem insatisfatórias (Tarleton et al, 2007).  

Apesar de ter sido descrita há mais de um século pelo clínico Carlos Chagas, alguns 

aspectos ligados à patogênese da doença e a mecanismos intrínsecos da relação parasito-

hospedeiro ainda permanecem pouco esclarecidos (Lages-Silva et al, 2001). A busca de 

novos testes diagnósticos eficientes configura uma etapa importante para o tratamento 

adequado dos pacientes, mobilizando profissionais da saúde, pesquisadores especializados 

e instituições internacionais (MSF, 2008). 

 

1.2. Trypanosoma cruzi como agente etiológico 

O agente etiológico da doença de Chagas é o protozoário Trypanosoma cruzi, um 

eucarioto pertencente à ordem Kinetoplastida, que compreende organismos que apresentam 

uma região rica em DNA mitocondrial (kDNA). Esta região, denominada cinetoplasto, é 

única destes organismos (Moreira, Lopez-Garcia & Vickerman, 2004). O material genético 

do kDNA pode representar até 30% do DNA celular total (De Souza, 1999) e tem sido 

utilizado na investigação de características moleculares do parasito (Souto et al, 1996; 

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

A morfologia de T. cruzi baseia-se na observação do parasito fixado em metanol e 

corado com Giemsa. Pode-se observar a presença do núcleo, do cinetoplasto e do flagelo. 

Com base na forma geral da célula, na posição relativa entre o núcleo e o cinetoplasto e na 
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saída do flagelo da bolsa flagelar, são definidas as formas evolutivas do tripanosomatídeo: 

amastigota, epimastigota e tripomastigota.  
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Figura 1. Esquema geral da forma epimastigota de T. cruzi. As principais estruturas 

celulares estão destacadas. Fonte: FIOCRUZ, 2008. 

 

 

Figura 2. Formas tripomastigotas sanguíneas de T. cruzi. As setas indicam o 

cinetoplasto arredondado localizado na região posterior ao núcleo. Fonte: FIOCRUZ, 2008. 

A diversidade genética de T. cruzi vem sendo estudada já há algum tempo por 

diferentes abordagens buscando marcadores enzimáticos, polimorfismos, cariótipos 

moleculares, fingerprints de DNA, entre outros (Morel et al, 1980; Miles et al, 1980; 

Macedo et al, 1992). Tais pesquisas têm sido realizadas na tentativa de correlacionar as 

diferentes cepas a suas propriedades biológicas distintas, bem como às características 

clínicas e epidemiológicas da infecção (Moncayo & Yanine, 2006; Del Puerto, 2010).   
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Estudos iniciados por Miles et al (1977), com parasitos isolados de diferentes 

hospedeiros em várias regiões do Brasil, estabeleceram três grupos distintos com base no 

perfil eletroforético de isoenzimas ou MLEE (multilocus enzyme electrophoresis). Estes 

grupos foram designados zimodemas (Z1, Z2 e Z3). Estudos epidemiológicos 

demonstraram associação de Z1 e Z3 com o ciclo silvestre e Z2 com o ciclo doméstico 

(Miles et al 1980).  

Estudos posteriores sugeriram a existência de duas linhagens filogenéticas 

principais de T. cruzi (grupos I e II). No Brasil, o grupo I está relacionado, geralmente, ao 

ciclo silvestre de T. cruzi e à infecção de marsupiais, enquanto o grupo II está associado ao 

ciclo peridoméstico (Fernandes et al, 1998).  

Em 2009, Zingales et al propuseram uma nova classificação para as cepas do 

parasito, que recomenda o uso da nomenclatura baseada em seis tipos de DTUs (discrete 

typing units), denominados T. cruzi I, II, III, IV, V e VI. Segundo Tibayrenc (1998), os 

DTUs são sequências geneticamente mais relacionadas entre si do que com qualquer outra 

e podem ser identificadas pela genética, através de marcadores moleculares ou 

imunológicos. Elas representam unidades relevantes de pesquisa epidemiológica e, 

também, de estudos clínicos, de patogenicidade, de produção de vacinas e medicamentos, 

entre outros (Del Puerto et al, 2010; Sales-Campos et al, 2013) 

 

1.3. Transmissão da doença de Chagas 

 

1.3.1. Transmissão vetorial 
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A transmissão natural da doença de Chagas ocorre por meio vetorial. Os vetores são 

insetos triatomíneos hematófagos da família Reduviidae, popularmente conhecidos como 

“barbeiros” ou “chupanças”. O ciclo biológico de T. cruzi no homem inicia-se após o 

repasto sanguíneo do inseto como ilustrado na Figura 3. Após a picada, o triatomíneo 

infectado defeca próximo ao local e, ao coçar a região irritada, o indivíduo leva formas 

tripomastigotas metacíclicas, contidas nas fezes do vetor, para o interior da pele. A partir 

daí, ocorre invasão de células adjacentes ao local da picada e, após o parasito escapar para o 

citosol da célula hospedeira, as formas tripomastigotas metacíclicas diferenciam-se em 

formas amastigotas. A partir deste momento, ocorrem sucessivas divisões, tornando a 

célula repleta de parasitos. Após nova diferenciação de amastigotas em tripomastigotas, as 

formas flageladas são liberadas na corrente sanguínea, podendo a partir daí, serem seguidos 

dois caminhos: (1) formas tripomastigotas invadem novas células (SMF, células 

musculares: lisa, esqueléticas, cardíacas, nervosas, etc.), reiniciando o ciclo no hospedeiro 

ou (2) formas tripomastigotas podem ser ingeridas novamente por um triatomíneo, onde se 

diferenciarão em epimastigotas, e, posteriormente, em tripomastigotas metacíclicos com 

capacidade infectiva (De Souza, 1984).  
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Figura 3. Esquema representativo do ciclo da doença de Chagas. Fonte: adaptado 

de CDC, 2007. 

As diferentes espécies de triatomíneos conhecidas apresentam capacidades de 

transmissão distintas. Além disso, existem variações relacionadas à virulência da cepa de T. 

cruzi. Tais fatores associados à própria diversidade genética do hospedeiro resultam em 

uma alta complexidade da patogênese da doença de Chagas. 
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No ano de 2006, o Brasil recebeu o certificado de interrupção de transmissão 

vetorial por Triatoma infestans; até então, o principal vetor da doença em nosso país. A 

erradicação dos principais vetores é um dos objetivos principais da Iniciativa do Cone Sul, 

programa intergovernamental iniciado em 1991 reunindo seis países da América Latina. 

Pelo menos três desses países (Uruguai, Chile e Brasil) podem são considerados livres de 

transmissão vetorial por T. infestans (WHO, 2008).  

Apesar do controle da transmissão por T. infestans em nosso país, a doença de 

Chagas pode ser considerada emergente em algumas regiões consideradas livres da doença 

como a região da Bacia Amazônica, onde vetores silvestres são os principais agentes 

transmissores e microepidemias locais são observadas (WHO, 2008). 

 

1.3.2. Transmissão transfusional 

O segundo mecanismo mais frequente de transmissão da doença de Chagas é a via 

transfusional (Schmunis, 2000). Os mecanismos e estratégias de controle para evitar a 

transmissão transfusional foram desenvolvidos na década de 1950 e implementados na 

década de 1960. Mas, somente nos anos 80, os programas de controle em bancos de sangue 

foram totalmente instituídos nos países endêmicos (Wendel, 1997; Dias & Schofield, 

1998). O controle da transmissão transfusional envolve, essencialmente, a triagem 

sorológica dos doadores de sangue (WHO, 1991; Wendel, 1997) e a melhoria da qualidade 

dos testes empregados quanto à sensibilidade e especificidade (Wanderley et al, 1993; 

Sáez-Alquézar et al, 1998; Umezawa et al, 2004). O risco de ocorrer infecção em um 

indivíduo, por uma única transfusão de um doador com sangue infectado é variável, 
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podendo chegar a 25% (Moncayo & Yanine, 2006). Entretanto, indivíduos que recebem 

múltiplas transfusões, como hemofílicos, pacientes com outras doenças hematológicas ou 

aqueles que realizam diálise, possuem uma chance 8,7 vezes maior de contaminação por T. 

cruzi (Schmunis, 1999). 

Inicialmente, a transmissão transfusional assumiu uma grande importância 

epidemiológica devido ao movimento migratório de pessoas infectadas das zonas rurais 

endêmicas para as zonas urbanas, o que ocasionou aumento de indivíduos com sorologia 

positiva para T. cruzi entre doadores de sangue no Brasil. Entretanto, o controle da 

transmissão vetorial levou a uma progressiva diminuição de doadores de sangue e de 

gestantes infectados, reduzindo os riscos de transmissão transfusional e congênita (Dias & 

Coura, 1997; Schofield & Dias, 1999). 

 

1.3.3. Mecanismos de transmissão secundários 

O terceiro mecanismo mais frequente da doença de Chagas é a transmissão vertical 

(via congênita ou transplacentária) com prevalência estimada em 0,5 a 8% (Schmunis, 

2000), sendo que a probabilidade de ocorrência de doença em crianças de mães chagásicas 

varia de menos de 1 até 10% (Prata, 2001).  

As formas de transmissão transfusional e congênita não se limitam às regiões 

endêmicas da doença de Chagas. Ultimamente, com a facilidade de migração de pessoas, 

muitos casos vêm sendo relatados em países considerados não endêmicos e que recebem 

grande contingente de imigrantes latinos. Em 2009, um estudo realizado em Barcelona 
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revelou prevalência de 41% entre 489 pacientes latino-americanos, a maioria originária da 

Bolívia (Muñoz et al, 2009). Na França, Lescure et al (2008) relataram o diagnóstico de 

nove casos da doença entre 2004 e 2006. Na Suíça foram relatados dois casos de 

transmissão congênita e um estudo retrospectivo detectou prevalência de 9,7% entre 72 

gestantes latino-americanas (Jackson et al, 2009). Nos Estados Unidos, os casos importados 

de doença de Chagas não são mais excepcionais: estima-se que mais de 300.000 pessoas 

infectadas por T. cruzi residam atualmente nos Estados Unidos, sendo que a maioria delas 

adquiriu a doença em países endêmicos (CDC, 2013). 

De fato, a migração internacional mudou o padrão epidemiológico da doença de 

Chagas, tornando-a um problema de saúde pública emergente em países da América do 

Norte e da Europa. A globalização da doença obriga estes países a estabelecerem medidas 

de prevenção 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 secundários de transmissão da doença de Chagas são os 

transplantes de órgãos e acidentes de laboratório. Um mecanismo de pequena importância 

epidemiológica, mas que pode se transformar em problema de saúde pública se não 

detectado ou se não tomadas precauções necessárias, é a transmissão da doença por via 

oral, com ingestão de alimentos contaminados com T. cruzi (Coura & Dias, 2009).  

Esta forma de transmissão ganhou destaque em 2005, devido ao surto em Santa 

Catarina quando foram identificados 45 casos suspeitos de doença de Chagas aguda 

relacionados à ingestão de caldo de cana, sendo que cinco pacientes foram a óbito. Entre 

2005 e 2007 o Ministério da Saúde/SVS recebeu a notificação de 22 surtos de doença 
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aguda em vários estados. Na maioria dos eventos, foi possível comprovar a associação da 

ocorrência de casos com o consumo de alimentos in natura, como caldo o de cana (Santa 

Catarina - 2005 e Bahia - 2006), bacaba (Maranhão, Pará - 2006) e açaí (Pará – 2006 e 

2007, Amazonas – 2007 e 2008) (Souza-Lima, 2013). 

 

1.4. Aspectos clínicos 

Os determinantes da doença de Chagas resultam basicamente da quantidade de 

formas infectivas no inóculo inicial, da diversidade genética da cepa de T. cruzi e da 

resposta imune do hospedeiro (Coura, 2007). A interação desses fatores justifica o 

pleomorfismo da infecção.  

Classicamente, a doença de Chagas é dividida em duas fases: a fase aguda, que tem 

início logo após a infecção por T. cruzi e a fase crônica, que pode permanecer assintomática 

por muitos anos (forma indeterminada) ou evoluir para as manifestações clínicas da doença 

(forma determinada) (Moncayo & Yanine, 2006).  

 

1.4.1. Fase aguda 

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

assintomática ou oligossintomática, sendo reconhecida apenas em cerca de 1 a 2% dos 

casos com tendência a ser mais grave em crianças (Ribeiro & Rocha, 1998). Alguns 

indivíduos podem apresentar febre e mialgia durante algumas semanas. Na ausência de 
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tratamento adequado, cerca de 5 a 10% dos pacientes agudos sintomáticos vão a óbito 

devido ao desenvolvimento de encefalomielites ou insuficiência cardíaca grave e, em casos 

raros, morte súbita (Prata, 2001).  

Uma reação inflamatória 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 Romaña. Transmissão por via 

congênita ou oral, bem como através de transplante de órgãos e acidentes de laboratório 

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

O tratamento na fase aguda é particularmente eficaz com taxas de cura de 60 a 90% 

baseadas na negativação de provas sorológicas e parasitológicas. A terapêutica específica é 

recomendada em todos os casos de fase aguda, independente do mecanismo de transmissão 

(FUNASA, 1997), o que inclui a via congênita, transfusional e acidental. 

No Brasil, o único composto disponível para tratamento etiológico da doença de 

Chagas é o benzonidazol (Rochagan®). Como o fármaco atua contra formas 

tripomastigotas sanguíneas, seu efeito é satisfatório na fase aguda uma vez que há muitos 

parasitos circulantes. Os efeitos de toxicidade relacionados ao medicamento são menos 

frequentes na fase aguda tanto em crianças quanto em adultos (Rassi, Rassi Jr & Gabriel 

Rassi, 2000).  

 

1.4.2. Fase crônica 
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De dois a quatro meses após a infecção inicial, a doença entra em período de 

latência clínica, tornando-se crônica (Prata, 1984). A evolução da fase aguda para a fase 

crônica é acompanhada pela diminuição da parasitemia e elevação de anticorpos 

específicos da classe IgG. Grande parte dos infectados evolui para uma fase crônica 

assintomática, caracterizada pela presença da infecção, comprovada através de reações 

sorológicas específicas, mas livre de manifestações clínicas, eletrocardiográficas ou 

radiológicas (Moncayo & Yanine, 2006). Estima-se que pelo menos 50% da população 

infectada apresentem a forma indeterminada da doença de Chagas (Ribeiro & Rocha, 

1998). Apesar de assintomáticos, têm sido registrados casos de morte súbita em pacientes 

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

A doença crônica pode tornar-se clinicamente evidente anos ou décadas após a 

infecção inicial. Apenas 10 a 30% desses pacientes crônicos apresentam sintomas, 

sobretudo manifestações cardíacas e digestivas (Vaidian et al, 2004).  

De acordo com o Consenso Brasileiro em doença de Chagas (2005) o tratamento 

específico na fase crônica é recomendado principalmente em crianças. Embora faltem 

evidências de sucesso terapêutico, ele pode ser instituído na fase crônica recente em adultos 

(10 a 12 anos após a infecção inicial). Na fase crônica de maior duração, a presença das 

formas indeterminada, cardíaca leve e digestiva é indicação para tratamento etiológico. O 

objetivo, nestes casos, é diminuir a parasitemia e prevenir ou reduzir os sintomas da doença 

(WHO, 2002). Em estudo realizado recentemente, Machado-de-Assis et al (2013), 

mostraram que o tratamento etiológico com benzonidazol beneficiou os pacientes na forma 

indeterminada quanto à progressão da doença de Chagas e ao seu prognóstico. 
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1.4.2.1. Forma crônica cardíaca 

A forma cardíaca da doença de Chagas é a mais prevalente no Brasil. Em indivíduos 

com comprometimento cardíaco, podem ser observadas alterações do ritmo cardíaco, 

fenômenos tromboembólicos e insuficiência cardíaca congestiva. Histologicamente, a 

forma cardíaca caracteriza-se por miocardite crônica intensa, fibrosante, com grande 

hipertrofia de cardiomiócitos. Cerca de 20 a 40% dos pacientes no Centro-Oeste e Sudeste 

do Brasil apresentam a forma cardíaca da doença de Chagas (Neves, 2005).  

 

1.4.2.2. Forma crônica digestiva 

Embora as manifestações cardíacas sejam comuns a todas as áreas geográficas onde 

a doença existe, a forma digestiva praticamente não ocorre em chagásicos que vivem nos 

países americanos situados acima da linha do Equador. Entretanto, ela é endêmica no Brasil 

Central, em áreas dos estados de Goiás, Minas Gerais, São Paulo e Bahia, além de presente 

no Chile, Argentina e Uruguai. Estudos iniciados na década de 1950 levaram a uma melhor 

compreensão da relação entre doença de Chagas e megas digestivos observados em áreas 

endêmicas (Köberle & Nador, 1955). A manifestação mais frequente é o megaesôfago, 

seguido por megacólon (Malta, 1996). 

A forma digestiva da doença de Chagas caracteriza-se por lesão dos plexos nervosos 

intramurais em decorrência do parasitismo das camadas musculares dos órgãos afetados, o 

que interfere na função motora principalmente do esôfago e do cólon, fazendo com que a 
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musculatura desses órgãos responda com contrações desordenadas (Sanchez-Lermen et al, 

2007).  

No Brasil, a doença de Chagas é a causa mais importante de megaesôfago. Diversos 

estudos sugerem a esofagopatia como um bom marcador da infecção chagásica no Brasil 

(Kamiji & de Oliveira, 2005; Peñaranda-Carrillo et al, 2006; Sanchez-Lermen et al, 2007). 

O comprometimento do esôfago é avaliado no estudo radiológico, através do qual é 

possível distinguir os estágios da doença (Crema et al, 2003). Seguindo o padrão de 

alterações morfológicas e motoras, o megaesôfago chagásico pode ser classificado em 

graus de I a IV (Rezende et al, 1960) conforme ilustrado na Figura 4. O estadiamento 

corresponde ao progressivo aumento de calibre do órgão. 

 

Figura 4. Classificação radiológica do megaesôfago. A: grau I (megaesôfago com 

calibre preservado); B: grau II; C: grau III; D: grau IV (megaesôfago avançado, com calibre 

bastante aumentado). Fonte: Rezende et al, 1960. 
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O megaesôfago, juntamente com o aparecimento de sintomas típicos como disfagia, 

regurgitação e emagrecimento, podem ocorrer após vários anos do diagnóstico sorológico 

e/ou do estabelecimento da lesão neuromotora. Entretanto, a presença de outros sintomas 

relacionados à lesão esofágica também comuns a outras doenças dificulta a interpretação 

etiológica como sendo decorrente da infecção por T. cruzi (Sanchez-Lermen et al, 2007). 

O megacólon chagásico é relativamente frequente em nosso país.  Dados divulgados 

em 2002 pela Organização Mundial da Saúde sugerem que cerca de 10 a 12% dos pacientes 

chagásicos crônicos desenvolvem megacólon. O quadro clínico da doença de Chagas 

afetando o intestino grosso caracteriza-se pelo aparecimento de constipação intestinal, que, 

geralmente, tem evolução lenta e progressiva (Santos Júnior, 2002). Em alguns casos pode 

ocorrer associação de comprometimento esofágico e do cólon em um mesmo paciente, 

caracterizando a forma digestiva mista da doença de Chagas. A presença de cardiopatia 

chagásica crônica também deve ser pesquisada nestes pacientes. Na evolução da doença de 

Chagas, a esofagopatia geralmente precede a cardiopatia (Rezende, 1960). 

A escolha do tipo de tratamento dos megas digestivos depende de uma série de 

fatores como o grau de comprometimento do órgão, a idade e a condição clínica do 

paciente, sendo essencial definir a etiologia do megaesôfago e/ou megacólon para avaliação 

prognóstica e terapêutica. 

 

1.5. Diagnóstico laboratorial 
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O diagnóstico laboratorial da infecção por T. cruzi baseia-se em métodos 

parasitológicos e sorológicos, sendo orientado em função da fase clínica da infecção 

(Ferreira et al, 1996). Os métodos parasitológicos (diretos ou indiretos) têm como objetivo 

a busca do parasito enquanto os sorológicos baseiam-se na detecção de anticorpos anti-T. 

cruzi no soro dos indivíduos infectados. 

 

1.5.1. Diagnóstico parasitológico  

Os métodos parasitológicos podem ser diretos ou indiretos e são mais empregados 

na fase aguda da doença, 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 

esfregaço sanguíneo. O teste direto a fresco é mais sensível que o esfregaço corado por 

Giemsa e deve ser o método de escolha para diagnóstico etiológico na fase aguda. Caso 

sejam obtidos resultados negativos, devem ser utilizados métodos de concentração. Os 

testes de concentração (microhematócrito ou Strout) apresentam de 80 a 90% de 

positividade e são recomendados em casos de forte suspeita de doença de Chagas aguda e 

negatividade do exame de sangue a fresco. Em casos sintomáticos recentes, devem ser os 

testes de escolha, uma vez que a parasitemia tende a declinar com o tempo (Consenso do 

Ministério da Saúde, 2005). 

 

1.5.2.  Xenodiagnóstico 
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O xenodiagnóstico é um método parasitológico indireto introduzido por Brumpt 

(1914), com sensibilidade de 85 a 100% em pacientes na fase aguda da doença de Chagas e 

menor que 50% na fase crônica. Sua grande desvantagem é o desconforto na realização do 

exame e a demora para a obtenção dos resultados, que pode chegar até 90 dias (Rey, 1991; 

Ferreira & Ávila, 1995). A associação da hemocultura ao xenodiagnóstico é procedimento 

padrão principalmente quando as provas sorológicas são inconclusivas, em pacientes 

imunossuprimidos e no controle pós-terapêutico. Se empregados repetidas vezes, a 

sensibilidade das técnicas aumenta. O emprego rotineiro do xenodiagnóstico na fase 

crônica fica restrito principalmente devido à sensibilidade baixa, apresentando 

frequentemente resultados falso-negativos (Andersson, 2004).  

 

1.5.3.  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 condições assépticas para a coleta e para o manuseio da 

amostra de sangue, o que a torna pouco prática 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). 

 

1.5.4. Diagnóstico sorológico 
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Na fase crônica da doença de Chagas, o diagnóstico parasitológico direto torna-se 

comprometido em virtude da parasitemia baixa e intermitente. Entretanto, apesar do 

reduzido número de parasitos circulantes, títulos elevados de anticorpos específicos contra 

antígenos de T. cruzi podem ser detectados. Portanto, na fase crônica, o diagnóstico é 

essencialmente sorológico, baseando-se na pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi no soro. A 

detecção desses anticorpos anti-T. cruzi pode ser realizada por técnicas de sorologia 

convencional como hemaglutinação indireta (HAI), imunofluorescência indireta (IFI) e 

ensaio imunoenzimático (ELISA). Dentre os métodos não convencionais, estão a lise 

mediada por complemento (LMCo), reação de Western blot, ELISA com antígenos 

recombinantes e reação de imunofluorescência por citometria de fluxo. 

De forma geral, os métodos convencionais são bastante sensíveis, de fácil execução, 

apresentam baixo custo e fornecem resultados mais rápidos do que os métodos sorológicos 

não convencionais e os exames parasitológicos. No entanto, seu desempenho pode variar 

em função dos reagentes utilizados, dos procedimentos técnicos e dos critérios de 

interpretação de resultados.  

A utilização de apenas um teste apresenta sensibilidade e especificidade em torno de 

98,91 e 98,52%, respectivamente. A associação de dois ou três métodos aumenta a 

sensibilidade para cerca de 100% (Ferreira et al, 2001). Resultados falso-positivos ocorrem 

geralmente devido a reações cruzadas com outros tripanosomatídeos como Leishmania sp 

(Araújo, 1986; Chiler, Samudio & Zouler, 1990;  Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 

2003).  
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Segundo o Consenso Brasileiro em doença de Chagas (2005), o diagnóstico 

etiológico na fase crônica deve ser realizado utilizando-se dois testes de princípios 

metodológicos diferentes: um teste de elevada sensibilidade (ELISA com antígeno total ou 

frações semipurificadas do parasito ou IFI) e outro de alta especificidade (ELISA, 

utilizando antígenos recombinantes específicos de T. cruzi), conforme descrito no 

fluxograma apresentado na Figura 5. 

 

 

Figura 5. Diagnóstico laboratorial da doença de Chagas na fase crônica. WB, 

Western Blot. Fonte: Ministério da Saúde, 2005. 
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1.5.4.1. Sorologia convencional e megaesôfago chagásico 

Quando se realiza exame sorológico para doença de Chagas em portadores de 

megaesôfago em zona endêmica, obtém-se um índice de positividade aproximado de 90% 

(Rezende & Moreira, 2000). Entretanto, há pacientes com antecedentes epidemiológicos e 

manifestações clínicas sugestivas de doença de Chagas (megaesôfago) que apresentam 

reações sorológicas repetidamente negativas, conforme relatado por Luquetti (1987). A 

análise de 240 soros de pacientes com megaesôfago por HAI e hemaglutinação direta 

revelou 89,2% de resultados positivos. Dos 26 resultados negativos, 24 tinham 

epidemiologia positiva para doença de Chagas e em dois deles houve confirmação 

parasitológica. A ocorrência de xenodiagnóstico positivo em casos com sorologia negativa 

sugere a possibilidade de inexistência de anticorpos específicos circulantes (Brénière et al, 

1984; Brénière et al, 1989). 

 

1.5.5. Diagnóstico molecular 

As limitações inerentes aos testes laboratoriais de rotina, especialmente em se 

tratando do diagnóstico na fase crônica, explicam o interesse e a necessidade de 

implantação de um método direto e mais sensível que permita monitorar a presença do 

parasito e confirmar a etiologia da doença de Chagas. Com o avanço da biologia molecular, 

novas técnicas têm sido descritas para auxiliar no diagnóstico das doenças infecto-

parasitárias. Dentre estas técnicas, destaca-se a PCR (reação em cadeia da polimerase) 

(Saiki et al, 1988), baseada no emprego de oligonucleotídeos sintéticos que amplificam 

sequências gênicas específicas do patógeno-alvo.  
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A PCR apresenta boa sensibilidade, o que permite a detecção de quantidades 

mínimas de DNA de T. cruzi, facilitando o diagnóstico de pacientes crônicos que 

apresentam baixo número de parasitos na corrente sanguínea (Añez et al, 1999). O método 

tem sido utilizada como alternativa no diagnóstico da doença de Chagas; em alguns casos, a 

sensibilidade chega a 100% quando comparada a métodos sorológicos (Ávila et al, 1993). 

Entretanto, existem fatores como diferenças regionais, gravidade das formas clínicas e 

diferença genética dos isolados que podem contribuir para a variabilidade de resultados. O 

procedimento emprega reagentes e aparelhagem dispendiosos e também exige treinamento 

especializado e cuidados para evitar contaminação da amostra biológica. 

A PCR pode ser empregada em bancos de sangue quando a sorologia é 

inconclusiva. Além disso, é um método interessante para controle pós-terapêutico devido 

sua maior sensibilidade frente às provas parasitológicas indiretas (Portela-Lindoso & 

Shikanai-Yasuda, 2003). A detecção de T. cruzi pela PCR em transplantados é um 

procedimento mais sensível e específico para diagnosticar precocemente a reativação da 

doença de Chagas (Maldonado et al, 2004). 

 

1.5.6. Alvos diagnósticos 

A PCR tem sido aplicada para amplificação do kDNA de T. cruzi fazendo uso de 

oligonucleotídeos cujas sequências estão localizadas em regiões conservadas dos 

municírculos (Figura 6). A amplificação parece ser espécie-específica e independente da 

cepa do parasito (Sturm et al, 1989). Muitos estudos clínicos utilizando a PCR para essa 

região mostram elevada sensibilidade e especificidade (Ávila et al, 1993; Britto et al, 1993; 
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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). 

 

Figura 6. Esquema representativo da molécula de minicírculo do kDNA de T. cruzi. 

Assinaladas as regiões de sequências conservadas (retângulos), as posições 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 PCR para amplificação da proteína 

flagelar Tc-24 específica de T. cruzi. A princípio, este método mostrou-se uma boa 

alternativa para acompanhamento da persistência do parasito (Andersson, 2004). 

 

1.5.6.1. O DNA satélite de T. cruzi  

A partir do sequenciamento gênico da cepa CL-Brener de T. cruzi realizado por El-

Sayed et al (2005), estima-se que mais de 50% do genoma do parasito está associado com 

elementos repetitivos, tais como transposons e genes multi-cópias. Estas sequências 
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repetitivas parecem ter papel importante na estrutura genômica e na expressão gênica de T. 

cruzi. Um elemento repetitivo do DNA satélite de 195 pb com 120.000 cópias por genoma 

foi a primeira sequência nuclear repetitiva descrita em T. cruzi (Gonzales et al, 1984).  

Por constituir cerca de 9% do DNA nuclear total e não apresentar homologia com 

sequências de outros tripanosomatídeos que circulam na mesma área geográfica de T. cruzi, 

a família de sequências repetitivas de 195 pb (Sat-DNA) constitui um alvo adequado para o 

diagnóstico da doença de Chagas. Utilizando os oligonucleotídeos TCZ1 e TCZ2, Moser et 

al (1989), empregaram a PCR para detecção de DNA satélite de T. cruzi em amostras de 

sangue de pacientes chagásicos.  Baseados neste estudo, outros grupos aprimoraram o 

mesmo protocolo para detecção de material genético do parasito em amostras de soro 

(Russomando et al, 1992), de sangue de cordão umbilical de recém-nascidos (Virreira et al, 

2003) e de tecido cardíaco (Olivares-Villagómez et al, 1998). 

Estudos posteriores utilizaram a PCR para detecção do Sat-DNA de T. cruzi no 

monitoramento do tratamento etiológico para doença de Chagas em recém- nascidos. Os 

resultados obtidos confirmam a eficácia da técnica no controle de cura (Shikanai-Yasuda et 

al, 1996; Russomando et al, 1998). 

A partir da padronização da técnica de PCR para amplificação de um fragmento de 

149 pb,  Marcon et al (2002) relataram uma boa especificidade na detecção de DNA satélite 

de T. cruzi em sangue de pacientes chagásicos crônicos. De 30 casos com sorologia 

inconclusiva para doença de Chagas, a PCR esclareceu 13. A sensibilidade da técnica foi de 

82%. Utilizando o mesmo protocolo, Batista et al, 2010 obtiveram positividade acima de 

90% para grupos de pacientes chagásicos com forma indeterminada e forma digestiva. 
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1.5.7. Discordância entre sorologia convencional e PCR 

O diagnóstico etiológico da doença de Chagas ainda representa um desafio para 

clínicos e cientistas. Além dos resultados sorológicos falso-positivos, são encontrados 

relatos de resultados falso-negativos com PCR positiva. Estudando a população de uma 

área altamente endêmica em MG, Ávila et al (1993) encontraram resultados de PCR 

positiva em três pacientes soronegativos. Estudo realizado por Wincker et al (1994) 

mostrou dois resultados de PCR positiva em amostras de sangue de crianças soronegativas, 

sendo que em uma delas também houve observação direta do parasito no sangue.  

Utilizando o kDNA como alvo diagnóstico, Gomes et al (1999) relataram PCR 

positiva em 10 de 21 pacientes soronegativos assintomáticos nascidos em área endêmica. 

Empregando um método sorológico não convencional baseado na detecção de anticorpos 

líticos, oito desses pacientes apresentaram resultados sorológicos negativos.  

Ao pesquisar nove amostras de sangue de pacientes soronegativos também oriundos 

de área endêmica, Castro et al (2002) encontraram três casos de PCR positiva. A infecção 

chagásica foi também confirmada por hemocultura em um destes três casos. Por fim, 

utilizando como alvo uma sequência 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 elucidar a discordância entre resultados sorológicos e PCR, os 

pesquisadores tendem a descartar a hipótese de contaminação do DNA da amostra durante 

a reação de PCR uma vez que são utilizados controles negativos e os procedimentos são 

realizados cuidadosamente de forma a minimizar a possibilidade de contaminação. A 



41 
 

hipótese mais aceita para esta situação controversa baseia-se na variação de reações 

imunológicas 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 antígenos de T. cruzi e 

esses exibem grandes diferenças qualitativas e quantitativas (Mendes et al, 1997). Segundo 

Brénière (1984), 2,6% dos pacientes chagásicos crônicos incluídos em seu estudo 

apresentaram importante imunossupressão de anticorpos específicos contra o parasito, 

resultando em imunodiagnóstico negativo para a doença, mesmo com a confirmação da 

infecção por T. cruzi através do xenodiagnóstico (Brénière et al, 1988).  

Deste modo, supõe-se que algumas cepas do parasito não induzam a resposta 

humoral no homem. Em não havendo o reconhecimento de anticorpos anti-T. cruzi, têm-se 

resultados falso-negativos. Sendo assim, a etiologia chagásica não deve ser afastada, 

mesmo na ausência de confirmação por provas sorológicas, se existirem antecedentes 

epidemiológicos e indicadores clínicos da doença de Chagas (Luquetti, 1987). 

 

1.5.8. PCR em tempo real  

Atualmente, a PCR pode ser considerada como técnica padrão-ouro para a detecção 

de DNA de parasitos circulantes na doença de Chagas. Entretanto, existe a necessidade de 

se estabelecer um protocolo consenso. Essa preocupação decorre da alta variabilidade nos 

níveis de sensibilidade gerada pelos diferentes protocolos já descritos. Os resultados 

dependem das características epidemiológicas das populações estudadas, do volume de 
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sangue coletado, do método utilizado para extração de DNA, da sequência alvo e 

oligonucleotídeos, dos reagentes e das condições de PCR (Britto, 2009).  

Os testes para detecção de material genético de T. cruzi vem sendo aperfeiçoados  

com o desenvolvimento de sistemas de qPCR (Piron et al, 2007; Duffy et al, 2009; Freitas, 

2011; Schijman, 2011; Qvarnstrom, 2012). A implementação de um ensaio capaz de 

quantificar a carga parasitária de pacientes chagásicos e monitorar a parasitemia em 

resposta ao tratamento etiológico pode ser particularmente útil como um indicador da 

eficácia terapêutica (Britto, 2009). Além disso, é útil no esclarecimento de casos de 

pacientes que apresentam manifestações clínicas sugestivas de doença de Chagas, mas tem 

sorologia inconclusiva ou negativa. 

Nos últimos anos, os esforços se concentram na padronização e validação de um 

método consenso para ser utilizado por laboratórios de pesquisa e centros de referência ao 

redor do mundo (Schijman et al, 2011; Moreira et al, 2013). Um projeto internacional 

envolvendo 26 laboratórios de 16 países buscou avaliar e definir o método mais adequado 

para diagnóstico molecular da doença de Chagas. Foi encontrada uma alta variabilidade de 

especificidades e sensibilidades entre os diferentes protocolos de PCR utilizados em cada 

laboratório. Foram selecionados quatro métodos com melhor desempenho para testes em 

um painel de amostras clínicas, sendo dois protocolos de PCR convencional e dois de 

qPCR (Schijman et al, 2011). A continuidade deste estudo deve trazer a validação de um 

procedimento operacional padrão para PCR de T. cruzi nos próximos anos. 
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2. OBJETIVOS 

1. Detecção de DNA de T. cruzi em amostras de sangue de pacientes portadores de 

megaesôfago empregando técnicas moleculares qualitativas; 

2. Otimização e aplicação do teste de qPCR para quantificação da carga parasitária;  

3. Análise comparativa das técnicas utilizadas. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1. Casuística 

A triagem de pacientes deu-se a partir do levantamento de prontuários eletrônicos 

no banco de dados do Hospital de Clínicas/UNICAMP com apoio do Núcleo de 

Informática. Os critérios de busca foram baseados nos códigos de CID-10 de pacientes 

atendidos em ambulatórios do Hospital de Clínicas no período de 1999 a 2009. Após a 

identificação destes pacientes, foram verificados no sistema eletrônico e nos prontuários, os 

resultados prévios de exames sorológicos convencionais para doença de Chagas (IFI e 

ELISA). Eventualmente, também foram incluídos pacientes que passaram por consulta 

médica no ambulatório do Grupo de Estudo em Doença de Chagas (GEDoCh) no período 

de desenvolvimento da pesquisa e que se adequavam aos critérios de inclusão. 

Critérios de inclusão no estudo: 

 CID B57.3: doença de Chagas crônica com comprometimento do aparelho 

digestivo e/ou CID K23.1: megaesôfago na doença de Chagas; 

 Resultados de sorologia convencional disponível para doença de Chagas; 

 Concordância com a participação no estudo pela assinatura do Termo de 

Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE). 

Critérios de exclusão do estudo: 

 Histórico de tratamento específico para doença de Chagas; 

 Recusa de participação no estudo. 
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Sendo assim, a casuística do estudo foi composta da seguinte forma: 

Grupo I (grupo experimental): 26 pacientes de ambos os sexos portadores de 

megaesôfago com sorologia não-reagente ou inconclusiva para doença de Chagas em 

seguimento no Hospital de Clínicas / UNICAMP. 

Grupo II (grupo controle positivo): 33 pacientes de ambos os sexos portadores de 

megaesôfago com sorologia reagente para doença de Chagas em seguimento no Hospital de 

Clínicas / UNICAMP. 

Grupo III (grupo controle negativo): 10 indivíduos de ambos os sexos procedentes 

de áreas não-endêmicas e com sorologia negativa para doença de Chagas. 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1.  Coleta e processamento de amostras 

Após a assinatura do TCLE aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UNICAMP (parecer n° 779/2007) pelos pacientes, procedeu-se à coleta de sangue 

periférico por via intravenosa. Os procedimentos foram realizados pela equipe de 

enfermagem do Centro de Coleta do Hospital de Clínicas/UNICAMP, em dias e horários 

diferentes, de acordo com a disponibilidade dos pacientes convocados.  
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Todos os pacientes, no momento da coleta de sangue para a realização de testes 

moleculares, fizeram a sorologia convencional para doença de Chagas com o intuito de 

confirmar os resultados prévios de sorologia inconclusiva e/ou negativa emitidos pela 

divisão de Patologia Clínica/UNICAMP. 

O material biológico coletado foi processado adequadamente para que o processo 

subsequente de isolamento de DNA genômico não fosse prejudicado. Este processamento 

constituiu-se na identificação correta das amostras, bem como no transporte e 

armazenamento em temperatura adequada (4°C) no Laboratório de Diagnóstico de Doenças 

Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular. 

Nos casos em que houve coleta de sangue para hemocultura, as amostras foram 

imediatamente submetidas ao procedimento descrito a seguir. 

 

3.2.2. Hemocultura 

A hemocultura foi realizada segundo Chiari et al (1989) e Luz et al (1999), com 

modificações. Dessa forma, foram utilizados 20 mL de sangue venoso coletados em tubos a 

vácuo contendo EDTA. Após a coleta, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 

min a 4 ºC,  o plasma removido e as hemácias lavadas com meio LIT. A seguir, o 

sobrenadante foi removido e o sedimento de hemácias homogeneizado com 10 mL de LIT 

para distribuição em 5 tubos (2mL/tubo). As culturas foram mantidas em estufa a 28 ºC e o 

exame microscópico foi realizado após 15 dias da coleta. As leituras subsequentes foram 

feitas quinzenalmente até a positivação do teste ou até que se completasse o período total 
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de 150 dias pós-coleta. A coleta de sangue para hemocultura foi feita no mesmo dia da 

coleta para realização da sorologia e dos testes moleculares. 

  

3.2.3. Isolamento de DNA genômico 

Com o objetivo de garantir a ótima qualidade do DNA para a realização da PCR 

quantitativa em tempo real (qPCR), foi utilizado o kit High Pure PCR Template Preparation 

(Roche) para isolamento de DNA de buffy coat proveniente da centrifugação das amostras 

de  sangue total coletadas dos pacientes. O método seguiu as recomendações do fabricante, 

com algumas modificações. Assim, foram adicionados a um tubo de microcentrífuga, 200 

µL de buffy coat, 200 µL de tampão de ligação e 40 µL de proteinase K reconstituída. A 

mistura foi imediatamente homogeneizada e incubada a 70 °C por, no mínimo, 15 minutos. 

A seguir, adicionou-se 100 µL de isopropanol. O material homogeneizado foi adicionado à 

coluna e centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto. Após a centrifugação, o material retido na 

coluna foi tratado com 500 µL de tampão específico para remoção de inibidores. Foram 

realizadas duas lavagens subsequentes e, após a centrifugação final, conforme descrito na 

bula do kit, o DNA retido na coluna foi eluído em 100 µL de tampão de eluição pré-

aquecido a 70 °C. O material biológico obtido foi armazenado a -20 °C para ser utilizado 

posteriormente nas reações moleculares. 

 

3.2.4. Testes moleculares 
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Neste estudo, foram realizados os seguintes testes moleculares: amplificação por 

PCR qualitativa do gene da β-globina humana, da região nuclear e do kDNA de T. cruzi  e  

quantificação absoluta por qPCR utilizando a região nuclear de T. cruzi como alvo. 

 

3.2.4.1. Amplificação do gene da β-globina humana 

A integridade do material genético extraído foi verificada pelo uso da técnica de 

PCR para detecção de uma região do gene da β-globina humana. Foi utilizado o método 

descrito por Saiki et al (1985), com modificações. Assim, em um tubo de microcentrífuga 

foi adicionado cerca de 400 ng de DNA; KCl 50mM; Tris-HCl 10mM pH 8,4; MgCl2 2,5 

mM; dNTPs 200mM; 0,1 mM de cada oligonucleotídeo iniciador e 2 U da enzima Taq 

DNA polimerase (Invitrogen). As reações foram realizadas nas seguintes condições: 1 ciclo 

de 5 min a 94 oC, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 oC (desnaturação), 1 min a 55 oC 

(anelamento) e 1 min a 72 oC (extensão). A extensão final foi realizada a 72 ºC durante 7 

min. 

O produto de aproximadamente 365 pb obtido a partir da PCR foi utilizado como 

controle interno da reação para todas as amostras, indicando boa qualidade do DNA 

extraído e ausência de inibidores na reação. 

Os oligonucleotídeos utilizados estão descritos na Tabela 1.   
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Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do gene da β-globina. 

Oligonucleotídeo 

P3 

Seqüência nucleotídica 5’→ 3’ 

AGACAGAGAAGACTCTTG 

 

P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC  

109 CCCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT  

 

3.2.4.2. Amplificação do Sat-DNA de T. cruzi 

A reação de PCR seguiu, com algumas modificações, o método descrito 

anteriormente (Moser et al, 1989; Kirchhoff et al,1996;  Ochs et al,  1996; Russomando et 

al, 1998). Assim, em um tubo de microcentrífuga foi adicionado cerca de 1,0 μL de DNA; 

KCl 50mM; Tris-HCl 10mM pH 8,4; MgCl2 2,5 mM; dNTPs 200mM; 0,1 mM de cada 

oligonucleotídeo iniciador (TCZ1 e TCZ2) e 2 U da enzima Taq DNA polimerase para um 

volume final de 20 μl.  

Para a segunda reação, cerca de 1,0 μl do produto amplificado anteriormente foi 

utilizado como molde e os oligonucleotídeos substituídos por TCZ3 e TCZ4. O amplicon 

de aproximadamente 149 pb é interno ao  fragmento de 188 pb amplificado na primeira 

reação. Além dos oligonucleotídeos, a concentração de MgCl2 foi modificada na segunda 

reação para 2,8 mM. 

Os ciclos de amplificação foram diferenciados para as duas reações. Ambas foram 

precedidas por uma desnaturação inicial a 94 ºC durante 5 min e a extensão final foi 

realizada a 72 ºC por 7 min.  
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Na primeira reação, foram utilizados 30 ciclos:  

Os primeiros 5 ciclos: 

 Desnaturação: 94 ºC por 1 min; 

 Anelamento: 60 ºC por 1 min; 

 Extensão: 72 ºC por 1 min e 30 s. 

Os 25 ciclos seguintes: 

  Desnaturação: 94 C por 1 min; 

  Anelamento: 65 C por 1 min; 

  Extensão: 72 C por 1 min e 30 s. 

Na segunda reação, foram realizados 25 ciclos nas seguintes condições: 

  Desnaturação: 94 C por 40 s; 

  Anelamento: 55 C por 40 s; 

  Extensão: 72 C por 1 min. 

Os oligonucleotídeos utilizados estão descritos na Tabela 2.   

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados na amplificação de Sat-DNA de T. cruzi. 

Oligonucleotídeo 

TCZ1 

Sequência nucleotídica 5’→ 3’ 

CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT 

TCZ2 CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG 

TCZ3 TGCTGCA(G/C)TCGGCTGATCGTTTTCGA 
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TCZ4 CA(A/G)G(C/G)TTGTTTGGTGTCCAGTGTTGTGA 

 

3.2.4.3. Amplificação do kDNA de T. cruzi 

Para a primeira reação de amplificação, em um tubo de microcentrífuga foi 

adicionado cerca de 1,0 μL de DNA; KCl 50mM; Tris-HCl 10mM pH 8,4; MgCl2 4 mM; 

dNTPs 200mM; 0,1 mM de cada oligonucleotídeo iniciador (S67 e S35) e 2 U da enzima 

Taq DNA polimerase para um  volume final de 30 μl.  

Para a segunda reação, cerca de 1,0 μl do produto amplificado anteriormente foi 

utilizado como molde e os oligonucleotídeos utilizados foram S35 e S36. O amplicon de 

aproximadamente 330 pb é interno ao  fragmento de 1050 pb amplificado na primeira 

reação.  

Os ciclos de amplificação foram diferenciados para as duas reações. Ambas foram 

precedidas por uma desnaturação inicial a 94 ºC durante 5 min e a extensão final foi 

realizada a 72 ºC por 7 min.  

Na primeira reação, foram utilizados 35 ciclos:  

  Desnaturação: 94 C por 1 min; 

  Anelamento: 56 C por 1 min; 

  Extensão: 72 C por 1 min. 

Na segunda reação, foram realizados 35 ciclos nas seguintes condições: 
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  Desnaturação: 94 C por 30 s; 

  Anelamento: 63 C por 45 s;   

  Extensão: 72 C por 1 min. 

Os oligonucleotídeos utilizados estão descritos na Tabela 3. 

 Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados na amplificação de kDNA de T. cruzi. 

Oligonucleotídeo 

S67 

Sequência nucleotídica 5’→ 3’ 

TGGTTTTGGGAGGGG(C/G)(G/C)(T/G)TCAA(A/C)TTTT 

S35 AGTACGTAGAG(T/G)GGGCATGTAATAAA 

S36 GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 

 

3.2.5. Ensaios de qPCR  

 

3.2.5.1. Otimização da concentração de reagentes 

Para fins de otimização da reação de qPCR, foram realizados testes utilizando 

diferentes concentrações de oligonucleotídeos (cruzi 1 e cruzi 2) e sonda (cruzi 3) (Tabela 

4), sendo 150 nM, 300 nM, 500 nM e 750 nM. A melhor concentração ajustada foi de 500 

nM de cada oligonucleotídeo e de 200 nM da sonda. Comparativamente ao protocolo de 

referência (Piron et al, 2007), foi possível obter resultados satisfatórios com menor 

concentração dos reagentes, evitando gasto desnecessário dos mesmos. 
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    Tabela 4. Oligonucleotídeos e sonda utilizados na reação de qPCR (modificado 
de Piron et al, 2007). 

 Sequência (5’-3’) Posição nucleotídica* 

Cruzi 1 (foward) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 27-46 

Cruzi 2 (reverso) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 172-192 

Cruzi 3 (sonda) CACACACTGGACACCAA 143-159 

*posição nucleotídica na sequência de DNA satélite (GenBank nº AY520036) 
R: A/G; S: C/G 

 

3.2.5.2. Obtenção dos pontos da curva padrão  

Culturas de formas tripomastigotas de T. cruzi foram mantidas em meio LIT a 28 °C 

com repiques quinzenais. A contagem dos parasitos foi realizada em câmara de Neubauer e 

a concentração foi ajustada para 107 parasitos/mL. Uma amostra de sangue de indivíduo 

saudável foi contaminada com concentração conhecida de parasitos e, a partir desta 

alíquota, foi realizado o isolamento de DNA genômico com o kit High Pure PCR Template 

Preparation (Roche). A seguir, foram feitas diluições seriadas (10X) do DNA extraído nas 

concentrações de 106 a 10-2 parasitos/mL. Estes pontos diluídos foram utilizados para a 

construção da curva padrão da reação de qPCR. 

 

3.2.5.3. Quantificação absoluta das amostras 

 

Para a reação de amplificação de DNA em tempo real, em um tubo de 

microcentrífuga foram adicionados TaqMan® Universal Master Mix com UNG (Applied 
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Biosystems) 1X, 500 nM de cada oligonucleotídeo (cruzi 1 e cruzi 2), 200 nM da sonda e 

RNase P (Applied Biosystems) 0,1X e 5 µL de DNA para um volume final de 50 μl.  

Todos os pontos utilizados para a construção da curva padrão (106 a 10-2 

parasitos/mL) foram amplificados em triplicata e o DNA das amostras clínicas foi 

amplificado em duplicata. A reação de qPCR foi realizada no equipamento Rotor-Gene 

6000 (Corbett Life Science) nas seguintes condições: 

 Hold: 2 min a 50° 

 Hold 2: 10 min a 95° 

 Ciclagem (45 vezes): 15 s a 95º e 60 s a 58º 

Para evitar contaminação do tipo carryover, foi utilizado o kit TaqMan® Universal 

Master Mix contendo AmpErase® UNG. A enzima recombinante UNG é capaz de 

degradar fragmentos de DNA pré-amplificados, impedindo sua reamplificação e 

consequentes resultados falso-positivos. 

O gene humano da RNase P  foi utilizado como controle interno da reação de 

amplificação. A ausência de contaminantes nos reagentes utilizados foi assegurada pela 

utilização de amostra NTC, a qual não continha a sequência alvo.  

Os dados da quantificação absoluta em tempo real foram gerados pelo software 

Rotor-Gene 1.7.87. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. Hemocultura  

Foram realizados ensaios de hemoculturas de 34 pacientes dos grupos I e II. Não se 

observou positividade nas amostras do grupo I, enquanto no grupo II, a positividade foi de 

22,72% (5/22). O tempo médio pós-coleta para positividade do teste foi de 

aproximadamente 58 dias. A quantidade de tubos positivos por paciente variou de um a 

quatro tubos (Tabela 5). 

             Tabela 5. Resultados de hemoculturas positivas do grupo II. 

Paciente Positividade 

(dias pós-coleta) 

Tubos positivos 

ELR 85 2/3 

HCS 61 1/5 

IBR 35 2/5 

LAM 37 4/5 

LLB 71 2/5 

 

4.2. Testes moleculares qualitativos 

O DNA de amostras de sangue de 69 indivíduos foi isolado pelo kit High Pure PCR 

Template Preparation (Roche), sendo 26 pacientes do grupo I, 33 pacientes do grupo II e 10 

indivíduos saudáveis (grupo III). Os resultados de PCR qualitativa para β-globina, Sat-

DNA e kDNA, a leitura dos ensaios de hemocultura (Hc) e sorologia convencional para as 

amostras do grupo I constam na Tabela 6. As amostras de sangue para os testes sorológicos 
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foram coletadas no mesmo dia dos testes parasitológicos realizados em nosso laboratório. 

Os resultados de sorologia (ELISA e IFI) foram obtidos pelo sistema de prontuário 

eletrônico do Hospital de Clínicas. Considerou-se resultado inconclusivo quando houve 

discordância entre os dois testes sorológicos e não reagente quando ambos os testes 

apresentaram-se negativos. 

      Tabela 6. Resultados de testes moleculares, hemocultura e sorologia do grupo I. 

 
 

 
Paciente 

 
β-globina 

 
Sat-DNA 

 
kDNA 

 
Hc 

 
Sorologia 
convencional 

1 AFS Positiva Negativa Negativa Negativa Inconclusiva 

2 AG Positiva Positiva Negativa NR Inconclusiva 

3 ANS Positiva Positiva Positiva Negativa Inconclusiva 

4 CLS Positiva Positiva Positiva NR Não reagente 

5 CPSS Positiva Negativa Negativa NR Não reagente 

6 CRS Positiva Positiva Positiva Negativa Não reagente 

7 GFS Positiva Positiva Positiva NR Não reagente 

8 GJC Positiva Positiva Negativa NR Inconclusiva 

9 GSA Positiva Positiva Negativa NR Não reagente 

10 IGF Positiva Positiva NR* NR Inconclusiva 

11 JAP Positiva Positiva Positiva NR Não reagente 

12 JLR Positiva Positiva Positiva Negativa Inconclusiva 

13 LBS Positiva Positiva Positiva Negativa Inconclusiva 

14 MDSO Positiva Positiva Negativa Negativa Não reagente 

15 MEJ Positiva Positiva Positiva Negativa Não reagente 

16 NTS Positiva Negativa Negativa NR Não reagente 

17 NTE Positiva Negativa Negativa Negativa Inconclusiva 

18 OEM Positiva Positiva Negativa Negativa Inconclusiva 

19 OSS Positiva Positiva Negativa Negativa Inconclusiva 

20 OVP Positiva Positiva Positiva Negativa Não reagente 

21 PCM Positiva Positiva NR* NR Inconclusiva 

22 RMNB Positiva Positiva Negativa NR Não reagente 

23 RO Positiva Positiva Negativa Negativa Inconclusiva 

24 SSS Positiva Negativa Negativa NR Não reagente 

25 TFA Positiva Negativa Negativa NR Não reagente 

26 TMR Positiva Positiva Negativa NR Inconclusiva 

           NR: não realizado; NR* : não realizado por amostra insuficiente 
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Neste grupo, a PCR para detecção de Sat-DNA apresentou positividade de 76,92% 

(20/26) enquanto a PCR para detecção de kDNA foi positiva em 37,5% (9/24) dos casos.  

Dos 20 pacientes com PCR positiva para Sat-DNA, 18 deles tinham epidemiologia 

positiva para doença de Chagas. 

Os resultados de PCR qualitativa para β-globina, Sat-DNA e kDNA e a leitura dos 

ensaios de hemocultura para as amostras do grupo II constam na Tabela 7. Em todos os 

casos, a sorologia foi positiva por ELISA e IFI. 

Tabela 7. Resultados de testes moleculares e hemocultura do grupo II. 

 
 

 
Paciente 

 
β-globina 

 
Sat-DNA 

 
kDNA 

 
Hc 

 

1 AADS Positiva Negativa Negativa NR  
2 AGS Positiva Positiva Positiva Negativa  
3 AMCS Positiva Negativa Negativa NR  
4 AOSP Positiva Negativa Negativa Negativa  
5 APM Positiva Negativa Negativa Negativa  
6 APS Positiva Positiva NR* NR  
7 CCSL Positiva Negativa Negativa Negativa  
8 CG Positiva Positiva Positiva Negativa  
9 ECP Positiva Negativa NR* NR  
10 ELR Positiva Positiva Positiva Positiva  
11 EPSS Positiva Positiva Negativa Negativa  
12 ESS Positiva Positiva Negativa NR  
13 HCS Positiva Positiva Negativa Positiva  
14 IBR Positiva Positiva Positiva Positiva  
15 JASP Positiva Negativa NR* NR  
16 JBS Positiva Positiva NR* Negativa  
17 JDO Positiva Positiva NR* NR  
18 JNQ Positiva Negativa  Negativa Negativa  
19 JNS Positiva Positiva Negativa Negativa  
20 LAM Positiva Positiva Positiva Positiva  
21 LLB Positiva Positiva Negativa Positiva  
22 MFFC Positiva Negativa Negativa Negativa  
23 MFLA Positiva Positiva Positiva Negativa  
24 MVV Positiva Positiva Positiva NR  
25 NCS Positiva Positiva Positiva Negativa  
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26 NGS Positiva Negativa Positiva Negativa  
27 NVS Positiva Negativa Negativa NR  
28 OAP Positiva Positiva Negativa Negativa  
29 OGM Positiva Positiva Negativa Negativa  
30 OM Positiva Positiva NR* Negativa  
31 TTS Positiva Negativa Negativa NR  
32 VRV Positiva Positiva Positiva Negativa  
33 ZOV Positiva Positiva NR* NR  

      NR: não realizado; NR* : não realizado por amostra insuficiente 

 

No grupo II, a positividade da PCR para Sat-DNA e kDNA foram, respectivamente, 

63,63% (21/33) e 38,46% (10/26). O teste utilizando Sat-DNA apresentou maior 

positividade em ambos os grupos (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Resultados de PCR qualitativa para Sat-DNA e kDNA.  

76,92%

63,63%

37,5% 38,46%

Grupo I Grupo II

Positividade da PCR qualitativa

DNA nuclear kDNA
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As amostras de 10 indivíduos saudáveis do grupo III foram testadas pelos mesmos 

métodos moleculares e nenhuma delas apresentou resultado positivo para a doença de 

Chagas, garantindo a confiabilidade dos métodos utilizados.  

 

4.3. Testes moleculares quantitativos 

Após a padronização da concentração dos reagentes para a reação de qPCR descrita 

no item 3.2.5.1. e a obtenção dos pontos para a curva padrão, procedeu-se à confecção da 

mesma. 

 

4.3.1. Confecção da curva padrão 

Foram realizados diversos testes utilizando pipetas manuais e automáticas e tubos 

comuns e de baixa retenção, não sendo observada diferença relevante entre os tipos de 

pipetas e os tipos de tubos testados. 

A curva padrão mostrada na Figura 8 apresenta parâmetros considerados adequados 

para a confiabilidade dos resultados. A eficiência obtida foi de 100% (valor ideal entre 95-

100%), slope de -3,32 (valor ideal= -3,32) e R2 de 0,98 (valor ideal= 0,99). Foi obtida 

linearidade entre os pontos 106 e 100, o que resulta em uma curva padrão com sete pontos. 

As análises foram geradas automaticamente pelo software Rotor-Gene 1.7.87.  
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Figura 8. Curva padrão de qPCR representada pelos pontos da diluição seriada de 

106 a 100. A partir do ponto 10-1 não se observa linearidade. E=100%. 

Na Figura 9, estão apresentados os perfis de amplificação dos pontos incluídos na 

construção da curva padrão. Cada ponto foi amplificado em triplicata e o threshold foi 

configurado manualmente na região exponencial da amplificação, conforme é 

recomendado.  
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Figura 9. Representação gráfica dos pontos da curva padrão de qPCR. Amostras de 

DNA em diluições seriadas (10X) de sangue contaminado com cultura de T. cruzi (106 a 10-

1 parasitos/mL) foram amplificadas em triplicata. 

 

4.3.2. Quantificação absoluta das amostras por qPCR 

A partir da curva padrão obtida, foram realizados os testes de qPCR das amostras 

incluídas no estudo (Figura 10). Em cada experimento, eram utilizadas duplicatas das 

amostras dos pacientes, de um ponto intermediário da curva padrão e do controle negativo. 

Em todos os experimentos, não se observou amplificação do NTC, garantindo que não 

houve contaminação dos reagentes utilizados.  

 

Figura 10. Representação dos dados de quantificação absoluta de amostras. Nos 

experimentos foi incluído um ponto intermediário da curva padrão e o NTC. 
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Para amostras do grupo I, o Ct médio observado foi 38,85. Em cinco amostras 

analisadas, não foi possível a detecção de Sat-DNA de T. cruzi. A média da carga 

parasitária foi 3,61 parasitos/mL. É importante ressaltar que em apenas duas amostras 

(amostras 2 e 23) a quantificação foi acima de 1 parasito/mL de sangue (Tabela 8).  

     Tabela 8. Quantificação absoluta por qPCR de amostras do grupo I. 

 
 

 
Paciente 

 
Ct 

 
Carga parasitária 
(parasitos/mL) 

1 AFS 41,68 0,00316 
2 AG 26,91 71,82 
3 ANS 33,77 0,755 
4 CLS 36,63 0,1067 
5 CPSS 40,54 0,01 
6 CRS 37,94 0,0419 
7 GFS 42,23 0,0022 
8 GJC 33,46 0,9673 
9 GSA 40,98 0,0053 
10 IGF 39,12 0,0162 
11 JAP ND ND 
12 JLR 42,69 0,0014 
13 LBS 38,06 0,0384 
14 MDSO 42,75 0,0013 
15 MEJ 37,93 0,0421 
16 NTS ND ND 
17 NTE ND ND 
18 OEM 44,66 0,0004 
19 OSS 43,53 0,000868 
20 OVP 40,48 0,00718 
21 PCM 34,52 0,4091 
22 RMNB 42,44 0,0017 
23 RO 32,47 1,6903 
24 SSS ND ND 
25 TFA ND ND 
26 TMR 43,21 0,001 

                          Ct : ciclo de amplif icação; ND: não detectado 

 

Das 33 amostras de pacientes soropositivos para doença de Chagas (grupo II), o 

teste de quantificação foi realizado em 29 delas (Tabela 9). O Ct médio observado foi 
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39,10. Não foi possível a detecção de Sat-DNA de T. cruzi em 13 amostras, indicando 

parasitemia nula ou abaixo do limite de detecção do método.  

         Tabela 9. Quantificação absoluta por qPCR de amostras do grupo II. 

 
 

 
Paciente 

  
Ct 

Carga parasitária 
(parasitos/mL) 

1 AADS  ND ND 
2 AGS  45,73 0,0002 
3 AMCS  32,87 1,15 
4 AOSP  40,35 0,007 
5 APM  NR* NR* 
6 APS  45,6 0,0001 
7 CCSL  ND ND 
8 CG  ND ND 
9 ECP  42,63 0,0014 
10 ELR  29,65 2,14 
11 EPSS  41,9 0,00271 
12 ESS  ND ND 
13 HCS  ND ND 
14 IBR  36,39 0,122 
15 JASP  ND ND 
16 JBS  NR* NR* 
17 JDO  ND ND 
18 JNQ  NR* NR* 
19 JNS  42,63 0,00162 
20 LAM  43 0,00125 
21 LLB  45,15 0,0003 
22 MFFC  ND ND 
23 MFLA  27,15 76,9212 
24 MVV  34 0,5687 
25 NCS  37,3 0,05687 
26 NGS  40,69 0,00619 
27 NVS  NR* NR* 
28 OAP  ND ND 
29 OGM  ND ND 
30 OM  ND ND 
31 TTS  ND ND 
32 VRV  40,6 0,0066 
33 ZOV  ND ND 

      Ct : ciclo de amplif icação; ND: não detectado; NR: não realizado;  

      NR* : não realizado por amostra insuficiente 
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Os Cts médios obtidos para os grupos I e II (38,85 e 39,10, respectivamente) foram 

bastante semelhantes, indicando amplificação tardia da sequência alvo de Sat-DNA de T. 

cruzi. Considerando que a quantificação absoluta foi acima de 1 parasito/mL em apenas 

cinco amostras estudadas, é possível reafirmar a parasitemia subpatente em indivíduos 

portadores de megaesôfago. 

 

4.3.3. Correlação dos testes moleculares para detecção de Sat-DNA  

A Tabela 10 sumariza os resultados obtidos pelos dois métodos moleculares 

utilizados para diagnóstico laboratorial neste estudo. Foi possível realizar a PCR qualitativa 

e a PCR quantitativa em 55 amostras dos grupos I e II (26 e 29 amostras, respectivamente). 

A correlação dos dados obtidos é pertinente uma vez que foi utilizado o mesmo alvo do 

Sat-DNA de T. cruzi nas reações de amplificação. 

Tabela 10. Resultados de PCR qualitativa e qPCR para os grupos I e II. 

  
Paciente 

  
Grupo 

 
Sat-DNA 

qPCR 
(parasitos/mL) 

1 AFS  I Negativa 0,00316 
2 AG  I Positiva 71,82 
3 ANS  I Positiva 0,755 
4 CLS  I Positiva 0,1067 
5 CPSS  I Negativa 0,01 
6 CRS  I Positiva 0,0419 
7 GFS  I Positiva 0,0022 
8 GJC  I Positiva 0,9673 
9 GSA  I Positiva 0,0053 
10 IGF  I Positiva 0,0162 
11 JAP  I Positiva ND 
12 JLR  I Positiva 0,0014 
13 LBS  I Positiva 0,0384 
14 MDSO  I Positiva 0,0013 
15 MEJ  I Positiva 0,0421 
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16 NTS  I Negativa ND 
17 NTE  I Negativa ND 
18 OEM  I Positiva 0,0004 
19 OSS  I Positiva 0,000868 
20 OVP  I Positiva 0,00718 
21 PCM  I Positiva 0,4091 
22 RMNB  I Positiva 0,0017 
23 RO  I Positiva 1,6903 
24 SSS  I Negativa ND 
25 TFA  I Negativa ND 
26 TMR  I Positiva 0,001 
1 AADS  II Negativa ND 
2 AGS  II Positiva 0,0002 
3 AMCS  II Negativa 1,15 
4 AOSP  II Negativa 0,007 
6 APS  II Negativa 0,0001 
7 CCSL  II Negativa ND 
8 CG  II Positiva ND 
9 ECP  II Negativa 0,0014 
10* ELR  II Positiva 2,14 
11 EPSS  II Positiva 0,00271 
12 ESS  II Negativa ND 
13* HCS  II Positiva ND 
14* IBR  II Positiva 0,122 
15 JASP  II Negativa ND 
17 JDO  II Positiva ND 
19 JNS  II Positiva 0,00162 
20* LAM  II Positiva 0,00125 
21* LLB  II Positiva 0,0003 
22 MFFC  II Negativa ND 
23 MFLA  II Positiva 76,9212 
24 MVV  II Positiva 0,5687 
25 NCS  II Positiva 0,05687 
26 NGS  II Negativa 0,00619 
28 OAP  II Positiva ND 
29 OGM  II Positiva ND 
30 OM  II Positiva ND 
31 TTS  II Negativa ND 
32 VRV  II Positiva 0,0066 
33 ZOV  II Positiva ND 

       * as amostras 10, 13, 14, 20 e 21 do grupo II apresentaram hemocultura posit iva 

 

 Os índices de positividade dos testes qualitativo e quantitativo foram bem próximos 

quando consideramos o total de amostras positivas em ambos os grupos (Tabela 11). 
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        Tabela 11. Positividade da PCR qualitativa e qPCR nos grupos I e II. 

 
  Sat-DNA positiva qPCR positiva  
     
Grupo I (n=26)  20/26 21/26  

Grupo II (n=29)  18/29 16/29  

Total (n= 55)  38/55 37/55  

 

Foi observada concordância entre os resultados de PCR qualitativa e qPCR em 40 

das 55 amostras analisadas (72,72%), sendo que 30 amostras apresentaram resultados 

positivos para ambos os testes e as outras 10 amostras concordantes foram negativas para 

ambos os testes. Sendo assim, os métodos moleculares afastaram a possibilidade de 

infecção chagásica para quatro pacientes do grupo I (amostras 16, 17, 24 e 25). A presença 

de Sat-DNA de T. cruzi foi detectada em 19/26 amostras (73%) do grupo I por ambos os 

métodos, o que sugere infecção chagásica nos pacientes com sorologia inconclusiva ou não 

reagente. 

Oito amostras positivas por PCR qualitativa não puderam ser quantificadas e para 

outras sete amostras com PCR qualitativa negativa, foi possível a quantificação de DNA de 

T. cruzi. A maior parte dos resultados discordantes (12/15) foi observada no grupo II.  

A concordância entre os cinco casos de hemocultura positiva do grupo II e a PCR 

qualitativa foi 100%. Entretanto, para a amostra 13, positiva por hemocultura e por PCR 

qualitativa, não se observou detecção pelo método quantitativo, o que indica limitação do 
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teste ou falta de homogeneidade da amostra. Neste caso específico, as reações de qPCR 

foram repetidas diversas vezes para confirmação do resultado.  
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5. DISCUSSÃO 
 

Descrita pioneiramente por Carlos Chagas há mais de um século, a doença de Chagas 

ainda representa um desafio para pesquisadores e clínicos devido a sua complexidade. Com 

baixas taxas de cura na fase crônica e sem vacina disponível, esta enfermidade é 

responsável por cerca de 12 mil mortes/ano na região da América Latina. O diagnóstico 

baseado em técnicas de biologia molecular vem sendo aperfeiçoado ao longo das últimas 

décadas e tem se mostrado especialmente útil em situações de reativação da infecção 

chagásica e no monitoramento terapêutico.  

Neste trabalho, foi otimizado um protocolo de qPCR baseado no sistema TaqMan® 

para quantificação de Sat-DNA de T. cruzi em amostras de sangue, utilizando como 

referência o protocolo de Piron et al, 2007. Simultaneamente, empregamos métodos 

qualitativos para detecção de DNA de T. cruzi, capazes de indicar presença ou ausência de 

material genético do parasito na amostra estudada. 

Os pacientes incluídos no estudo apresentavam megaesôfago como marcador clínico. 

Salientamos que, em nosso país, o megaesôfago idiopático é pouco frequente, sendo a 

doença de Chagas sua causa mais comum (Dantas, 2003). Estudo anterior avaliando a 

soroprevalência para doença de Chagas na mesma população incluída no presente estudo, 

revelou que 79% dos portadores de megaesôfago atendidos no Hospital de 

Clínicas/UNICAMP, entre 1999 e 2007, tinham sorologia convencional positiva para 

doença de Chagas (Batista, 2010).  

Com o objetivo de analisar o comportamento dos métodos moleculares para fins 

diagnósticos em uma população com megaesôfago, os pacientes foram divididos em dois 
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grupos: 26 indivíduos com sorologia convencional não reagente e/ou inconclusiva (grupo I) 

e 33 com sorologia convencional positiva para doença de Chagas (grupo II).  

Com o objetivo de avaliar comparativamente o desempenho da PCR qualitativa para 

os dois alvos mais empregados para diagnóstico molecular da doença de Chagas, foram 

utilizados protocolos para detecção de fragmentos do Sat-DNA e do kDNA, que se 

encontram em quantidades consideravelmente abundantes no genoma de T. cruzi.  Para os 

dois grupos de pacientes, o Sat-DNA mostrou-se um alvo mais adequado para fins 

diagnósticos. O limite de detecção apresentado pela PCR qualitativa para Sat-DNA de T. 

cruzi foi de 1 parasito/mL de sangue. É interessante observar que a positividade do método 

foi menor no grupo de pacientes soropositivos do que no grupo de pacientes sem 

confirmação sorológica. Possivelmente, obtivemos resultados falso-negativos de PCR 

qualitativa, o que poderia se justificar pela parasitemia baixa e intermitente na fase crônica 

da doença de Chagas; entretanto, é necessário ampliar a casuística de ambos os grupos para 

que este dado seja confirmado.  

Considerando os pacientes com PCR positiva para Sat-DNA, 20 (nove 

soronegativos e 11 com sorologia inconclusiva) apresentavam antecedentes 

epidemiológicos para doença de Chagas, seja por nascimento em área endêmica, 

conhecimento e/ou contato com o triatomíneo ou familiares portadores da doença. Em 

conjunto, o resultado do teste molecular e a epidemiologia fortemente positiva, revelam a 

etiologia chagásica do megaesôfago nestes pacientes e abrem questionamentos quanto ao 

subdiagnóstico e manejo clínico em situações de não confirmação da infecção chagásica 

por métodos sorológicos convencionais. 
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As mesmas amostras de DNA utilizadas para os testes qualitativos, foram testados 

por um método de quantificação absoluta em tempo real. A curva padrão utilizada no 

estudo de referência (Piron et al, 2007) apresentava linearidade entre os pontos 105 a 101. 

Em estudo recente de Moreira et al (2013), o mesmo protocolo gerou uma curva padrão 

com linearidade entre 105 a 100 parasitos/mL. A partir da otimização do protocolo em nosso 

estudo, foi possível obter linearidade com sete pontos (106 a 100 parasitos/mL), o que 

ampliou o limite máximo e mínimo de quantificação das amostras em relação ao protocolo 

de referência. 

Das 26 amostras quantificadas no grupo I, em apenas duas delas (amostras 2 e 23) a 

quantificação foi acima de 1 parasito/mL de sangue. Os baixos níveis de parasitemia eram 

esperados, já que se trata de um grupo de pacientes crônicos com sorologia não reagente ou 

inconclusiva para doença de Chagas. 

Neste estudo, a média da carga parasitária do grupo II foi de 5,06 parasitos/mL. Em 

relato de Moreira et al (2013), esta média em pacientes crônicos com cardiopatia chagásica 

e soropositivos para doença de Chagas foi 0,1 parasito/mL. Os autores avaliaram a 

parasitemia em amostras de 50 pacientes brasileiros, sendo que, em 31 delas (62%), foi 

detectado Sat-DNA de T. cruzi por qPCR. Em nosso estudo, no grupo de pacientes crônicos 

soropositivos para doença de Chagas e com forma digestiva, a detecção de DNA por qPCR 

foi possível em 16/29 pacientes, o que leva a uma positividade de 55,1% . 

Foi observada concordância entre os resultados de PCR qualitativa e qPCR em 40 

das 55 amostras analisadas (72,72%), sendo que 10 amostras apresentaram resultados 

negativos para ambos os testes. Sendo assim, os métodos moleculares afastaram a 
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possibilidade de infecção chagásica para quatro pacientes do grupo I (amostras 16, 17, 24 e 

25). A presença de Sat-DNA foi detectada em 19/26 amostras (73%) do grupo I por ambos 

os métodos, o que sugere infecção chagásica nos pacientes com sorologia inconclusiva ou 

não reagente. Houve discordância da PCR qualitativa e qPCR em três casos (amostras 1, 5 

e 11) neste grupo. 

Oito amostras positivas por PCR qualitativa não puderam ser quantificadas e para 

outras sete amostras com PCR qualitativa negativa, foi possível a quantificação de DNA de 

T. cruzi. A maior parte dos resultados discordantes (12/15) foi observada no grupo II. Este é 

um dado bastante interessante uma vez que, em se tratando de pacientes soropositivos para 

doença de Chagas, esperava-se que os métodos moleculares apresentassem resultados 

concordantes com os de métodos sorológicos convencionais.  

A concordância entre os cinco casos de hemocultura positiva do grupo II e a PCR 

qualitativa foi 100%. Entretanto, para a amostra 13, positiva por hemocultura e por PCR 

qualitativa, a qPCR foi negativa. Este dado sugere limitação do teste e/ou quantidades 

variáveis de DNA do parasito no volume da amostra. Embora o procedimento tenha sido 

repetido diversas vezes a fim de confirmar o resultado, não foi possível quantificar DNA de 

T. cruzi nesta amostra.  

É importante observar que apenas uma das amostras com hemocultura positiva 

(amostra 10) apresentou quantificação acima de 1 parasito/mL. Este dado reforça a hipótese 

de falta de homogeneidade da amostra, ou seja, possivelmente o volume de sangue coletado 

para hemocultura continha um número superior de parasitos à amostra utilizada para os 
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testes moleculares. Apesar de a coleta de sangue ter sido feita em um momento único, esta 

é uma possível explicação para a discordância de resultados. 

Considerando que não existe protocolo validado para detecção/quantificação de 

DNA de T. cruzi e ainda não há um teste disponível comercialmente, a diversidade dos 

métodos qualitativos e quantitativos utilizados pelos centros de pesquisa tem gerado 

resultados controversos que são interpretados individualmente por cada equipe médica que 

tem acesso a estes dados. Salientamos que o protocolo utilizado em nosso estudo está de 

acordo com um dos quatro protocolos apresentados por Schijman et al (2011), que tiveram 

melhor sensibilidade, especificidade e acurácia quando comparados a testes de laboratórios 

do mundo inteiro.  

Entendemos que ainda há muito a ser aperfeiçoado para que se possam estabelecer 

parâmetros para o diagnóstico molecular da doença de Chagas. Desde o volume de sangue 

utilizado e sistematização da coleta, método de isolamento do DNA genômico até a 

padronização dos reagentes e fatores inerentes à técnica em si, são elementos que, 

combinados à variabilidade genética do próprio parasito e à heterogeneidade da população 

estudada, levam a resultados bastante variados. 

Em se tratando especificamente do emprego de testes moleculares para fins 

diagnósticos em pacientes crônicos, a qPCR apresenta como vantagens a diminuição de 

resultados falso-positivos, uma vez que há menor manipulação das amostras e é possível 

utilizar reagentes que previnem a amplificação de produtos pré-amplificados, sendo 

gerados resultados em menor tempo quando comparada à PCR qualitativa. Entretanto, os 

métodos qualitativos ainda apresentam um custo menos elevado e cumprem 
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satisfatoriamente a função diagnóstica quando não há necessidade de quantificação da 

carga parasitária. Há de se reafirmar que ambos os métodos ainda estão sendo 

aperfeiçoados em busca de um protocolo consenso para utilização tanto em ambiente de 

pesquisa quanto em rotina de serviços de saúde.  

É evidente o potencial das técnicas moleculares e as possibilidades de suas 

aplicações, mas sua implementação como método diagnóstico para a doença de Chagas e 

seu impacto prático ainda são assuntos tratados com reserva nas reuniões e encontros 

científicos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Sat-DNA é o alvo mais adequado a ser utilizado na PCR qualitativa, pois 

apresentou positividade superior à do kDNA nos grupos I e II. 

 

 Considerando o Sat-DNA como alvo, os testes de PCR qualitativa e qPCR 

mostraram concordância de 72,72% entre si. Este dado nos permite concluir que, apesar do 

aperfeiçoamento das técnicas moleculares, ainda existe uma limitação importante a ser 

considerada. Um protocolo consenso deve ser estabelecido a fim de assegurar a 

homogeneidade dos resultados obtidos por estudos distintos. 

 

 A carga parasitária das amostras dos grupos I e II apresentou-se muito baixa, 

com exceção da amostra 2 do grupo I e da amostra 23 do grupo II. Desse modo, não foi 

possível estabelecer uma correlação entre a parasitemia e o status sorológico dos pacientes. 

 

 Para fins diagnósticos (incluindo o esclarecimento da etiologia do 

megaesôfago), a PCR qualitativa mostra-se adequada, pois apresenta bom desempenho e 

menor custo em relação à qPCR. O uso de métodos moleculares quantitativos deve ser 

reservado a situações em que a quantificação parasitária é estritamente necessária, como 

por exemplo, na avaliação terapêutica e na reativação da doença de Chagas em casos de 

imunossupressão. 

 

 O desempenho da hemocultura e das técnicas moleculares pode ser 

melhorado com a sistematização da coleta de sangue dos pacientes em períodos de tempo 
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pré-determinados, o que pode levar ao aumento de positividade nas amostras de chagásicos 

crônicos. 
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