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“METODOS PARA A DETECCAO E DIAGNOSE DE INFECGCAO POR
TRYPANOSOMA CRUZI

Campo da Invencéo

A presente invencgao refere-se a diagnose de infecgdo por Trypanosoma cruzi. Mais
especificamente, a presente invengio refere-se a métodos de identificar e diagnosticar in-
fecg¢do por Trypanosoma cruzi usando uma nova combinagdo de quatro polipeptideos re-
combinantes.

Fundamentos da Presente Invencéao

Trypanosoma cruzi (“T. cruzi”), o parasita protozoario que causa doenga de Chagas
ou tripanossomiase Americana, € endémico nas Américas Central e do Sul, assim como no
México. A maioria das pessoas infectadas, depois de uma fase aguda branda, entra na fase
indeterminada permanente que é caracterizada por uma caréncia dos sintomas, parasitemi-
as baixas, e anticorpos para uma variedade de antigenos de T. cruzi. Aproximadamente 10
a 30 % de pessoas com infecgdes por T. cruzi crbnicas, entretanto, desenvolvem disfungao
cardiaca ou gastrointestinal como uma consequéncia da presenga persistente do parasita.
Quimioterapia € amplamente ineficaz, particularmente para infecgbes crbénicas. Aproxima-
damente 25.000 das 12 milhdes de pessoas estimadas nos paises endémicos sdo aquelas
cronicamente infectadas com T. cruzi que morrem da enfermidade a cada ano, tipicamente
devido a distarbios do ritmo cardiaco ou insuficiéncia cardiaca congestiva (Veja, Kirchoff,
L.V., “American trypanosomiasis (Chagas’ disease) in Tropical Infectious Diseases: Princi-
ples, Pathogens and Practice, R.L. Guerrant et al., editores, p. 1082-1094, Churchill Livings-
tone, New York 2006).

Em areas endémicas, 7. cruzi € transmitido principalmente por insetos triatomineos
sugadores de sangue. A transmissdo também pode ocorrer por transfusdo de sangue doado
por pessoas cronicamente infectadas, e historicamente, esta via de transmissao foi impor-
tante nos paises endémicos antes da implementacdo de programas de triagem de sangue
(Veja, Schunis, G.A., Clin. Microbiol. Rev., 18:12-29 (2000)). Ndo existe vacina para prevenir
a transmisséo de T. cruzi. Durante as ultimas décadas, a emigragdo dos paises endémicos
por Chagas para os Estados Unidos aumentou destacadamente. Aproximadamente 13 mi-
Ihdes de tais imigrantes agora vivem nos Estados Unidos, e uma populagdo estimada de
80.000 a 120.000 esta infectada com T. cruzi (Veja, Kirchoff, L.V., et al., Transfusion,
46:298-304 (20086)). Sua presenga gera um risco de transmissao relacionada a transfusdo
do parasita nos Estados Unidos. Cinco exemplos de doenga de Chagas relacionada a trans-
fusao ja foram relatados nos Estados Unidos, e as autoridades de bancos de sangue con-
cordam que um numero muito maior de casos ndo diagnosticados provavelmente tem ocor-
rido (Veja, Leiby, DA., et al., N. Engl. J. Med., 341:1237-1239 (1999) e Young, CT., “Trans-

fusion acquired Trypanosoma cruzi infection”, Transfusion, In press (2007)). Correntemente,
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o estoque de sangue nos Estados Unidos n&o ¢ triado para T. cruzi, como nenhum ensaio
de triagem de sangue foi aprovado pela FDA. Consequentemente, a infecgdo por T. cruzi &
uma ameagca ao estoque de sangue dos Estados Unidos. T. cruzi também pode ser transmi-
tido por transplante de 6rgaos obtidos de pessoas cronicamente infectadas. Numerosos re-
latos de tal transmisséo foram divulgados nos paises endémicos, e ndo esta claro quantos
nao foram detectados nos Estados Unidos (Veja, Mascola, L., et al., MMWR, 55:798-780
(2006) e Zayas, CF., et al., MMWRP, 51:210-212 (2001)).

A diagnose laboratorial de infecgdo por T. cruzi crénica é complexa. A demonstra-
¢éo do parasita por hemocultura ou xenodiagnose é demorada, insensivel e cara. Ao contra-
rio, ensaios sorolégicos quanto a anticorpos para 7. cruzi sédo satisfatoriamente apropriados
para diagnose rapida e acessivel da infecgdo. Testes convencionais, tais como ensaio de
hemaglutinagao indireta (“IHA"), ensaio de imunofluorescéncia indireta (“IFA”), e ensaio imu-
nossorvente ligado por enzimas (“ELISA”), sdo amplamente usados nos paises endémicos.
A maioria é fundamentada em fragdes antigénicas total ou semi-purificadas de epimastigo-
tas de T. cruzi cultivadas em cultura axénica. Um problema persistente com os ensaios con-
vencionais foi a ocorréncia de resultados inconclusivos e falso-positivos (Almeida, |.C., et al.,
Transfusion, 37:850-857 (1997), Kirchoff, L. V., et al., Transfusion, 46:298-304 (2006) e
Leiby, D.A,, et al., J. Clin. Microbiol., 38:639-642 (2000)). Nao existe consenso sobre qual
preparacgdo de antigeno parasitico € melhor para detectar anticorpos para T. cruzi A Pan
American Health Organization e outros grupos experientes recomendaram que o sangue
doado seja testado por pelo menos dois métodos diferentes conduzidos ao mesmo tempo
(Veja, “Control of Chagas Disease”, World Health Organization, Geneva (2000)). Este méto-
do carrega consigo um grande encargo logistico e econémico em relagdo aos bancos de
sangue.

Assim, ha uma necessidade na técnica quanto a um ensaio suplementar para o uso
em laboratérios clinicos e bancos de sangue. Nenhum ensaio foi uniformemente aceito co-
mo o padréo ouro para a diagnose soroldgica de infecgdo por T. cruzi. Ensaios com base
em PCR carecem da sensibilidade necessaria para este papel (Veja, Gomes, M.L., Am. J.
Trop. Med. Hyg., 60:205-210 (1999)). Um ensaio de radioimunoprecipitagdo (“RIPA”), o qual
€ um teste altamente sensivel e especifico com resultados facilmente interpretados foi de-
senvolvido ha aproximadamente duas décadas e foi indicado para o uso como um teste con-
firmatério nos Estados Unidos (Veja, Kirchoff, L.V., et al., J. Infect. Dis , 155:561-564
(1987)). Embora o RIPA tenha sido usado como um ensaio confirmatério em mais do que 20
projetos de pesquisa relatados até agora (Veja, Kirchoff, L.V., et al., Transfusion, 46:298-304
(2006) e Leiby, D.A., et al., Transfusion, 42:549-555 (2002)), sua sensibilidade e especifici-
dade ndo foram sistematicamente validadas. Além disso, a complexidade do RIPA tornaria

sua utilizagéo difundida além das defini¢des de dificil investigagédo (Veja, Leiby, D.A., et al., J
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Clin. Microbiol., 38:639-642 (2000)).

Ensaios imunoblot também foram estudados como testes suplementares em rela-
¢do a anticorpos para T. cruzi. Ha alguns anos, um ensaio imunoblot com base em uma fra-
¢ao de antigeno da proteina de T. cruzi proveniente de epimastigotas ligados a uma mem-
brana de nitrocelulose foi proposto como um teste suplementar para doenga de Chagas (Ve-
ja, Mendes, R.P., et al., J. Clin. Microbiol., 35:1829-1834 (1997)). Um papel similar foi pro-
posto para um ensaio imunoblot com base em uma fragdo de antigeno excretado-secretado
por tripomastigota (“TESA”) produzida em culturas de células de mamifero infectadas por 7.
cruzi (Veja, Berrizbeitia, M., et al., J. Clin. Microbiol., 44:291-296 (2006), Umezawa, ES., J.
Clin. Microbiol., 34:2143-2147 (1996)). O risco biolégico inerente em manipular culturas de
parasitas vivos e a dificuldade de produzir estas misturas de antigeno complexas com con-
sisténcia entre lotes sdo as principais desvantagens de ensaios com base em antigenos
provenientes de cultura, tais como estes dois. Adicionalmente, nenhum destes testes foi
adotado como um teste confirmatério e nenhum foi comercialmente desenvolvido. Um outro
ensaio, isto €, o ensaio de Chagas INNO-LIA, contém sete bandas teste de dominio unico
para T. cruzi em uma tira de plastico. Entretanto, o fato de que sete antigenos recombinan-
tes distintos estdo presentes na tira pode ser um fator limitante em termos de sua sensibili-
dade. Além disso, sete bandas teste podem complicar o protocolo de interpretagéo.

Por isso, permanece uma necessidade na técnica quanto a um ensaio para 7. cruzi
que mostre um nivel alto de sensibilidade e especificagdo, que seja de interpretagdo simples
e que seja adequado para o uso como um teste confirmatério para espécimes clinicos e de
bancos de sangue que sdo casos limites ou reativos em ensaios de triagem.

Sumario da Invencéao

Em uma modalidade, a presente invengéo refere-se a um método de identificar Try-
panosoma cruzi em uma amostra de teste. O método compreende as etapas de:

contatar uma amostra de teste de um ser humano com os quatro polipeptideos re-
combinantes FP3, FP6, FP10 e TcF; e

detectar a ligagdo de anticorpos presentes na dita amostra de teste a pelo menos
dois dos ditos polipeptideos recombinantes, a presenca da dita ligagdo dos ditos anticorpos
a pelo menos dois dos ditos polipeptideos recombinantes que indicam a presenga de Trypa-
nosoma cruzi na dita amostra de teste.

A amostra de teste contatada no método acima pode ser sangue, soro, plasma, sa-
liva, fluido cérebro-espinhal, urina ou outra amostra apropriada. Adicionalmente, o método
acima pode ainda compreender a etapa de contatar a amostra de teste com pelo menos um
polipeptideo recombinante adicional selecionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7,
TCR39, PEP-2, Ag36, JL9, TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160,
CEA, CRP, TcP28y-C29 e SA85-1.1.
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Em uma outra modalidade, a presente invengéo refere-se a uma fase sélida tendo
imobilizados nesta, quatro polipeptideos recombinantes FP3, FP6, FP10 e TcF, e um primei-
ro controle e um segundo controle, em que o primeiro controle ou o segundo controle € imo-
bilizado na fase sé6lida em uma concentragdo que é menor do que o outro controle.

Os polipeptideos podem ser arranjados na fase solida como bandas separadas (ou,
por exemplo, como marcas ou pontos). A fase sélida pode ser selecionada do grupo que
consiste de nitrocelulose, nailon, plastico e papel, ou outra fase sdlida apropriada. Adicio-
nalmente, a fase sélida pode ser uma tira tendo os ditos polipeptideos imobilizados nesta. A
fase sélida pode ter ainda imobilizado nesta pelo menos um polipeptideo recombinante adi-
cional selecionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7, TCR39, PEP-2, Ag36, JL9,
TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160, CEA, CRP, TcP28\y-C29 e
SA85-1.1.

Ainda em uma outra modalidade, a presente invengao refere-se a um método de
diagnosticar Trypanosoma cruzi em um paciente. O método compreendendo as etapas de:

contatar uma amostra de teste obtida de um paciente com uma fase sélida, em que
a dita fase sélida tem imobilizado nesta os quatro polipeptideos recombinantes FP3, FP6,
FP10 e TcF como bandas teste separadas, € um primeiro controle e um segundo controle,
em que o primeiro controle ou o segundo controle € imobilizado na fase sélida em uma con-
centragao que é menor do que o outro controle, de modo a compreender um controle baixo;

contatar a fase sélida com pelo menos um reagente de detecgao;

detectar a ligagao de anticorpos presentes na amostra de teste identificando-se a
presenc¢a de um sinal em cada uma das bandas teste;

comparar a intensidade de qualquer sinal identificado em uma banda teste para um
polipeptideo recombinante com a intensidade do sinal do controle baixo;

em que a identificagdo de um sinal em pelo menos duas bandas teste dos polipep-
tideos recombinantes indica a presenga de T. cruzi na dita amostra de teste, contanto que
pelo menos um dos sinais identificados em uma banda teste para um polipeptideo recombi-
nante tenha uma intensidade comparavel aquela do controle baixo.

A amostra de teste contatada no método acima pode ser sangue, soro, plasma, sa-
liva, fluido cérebro-espinhal, urina ou outra amostra apropriada. Os polipeptideos imobiliza-
dos na fase sélida usada no método acima podem ser arranjados na fase sélida como ban-
das separadas (ou, por exemplo, como marcas ou pontos). Além disso, a fase sélida pode
ser selecionada do grupo que consiste de nitrocelulose, nailon, plastico e papel, ou outra
fase soélida apropriada. Adicionalmente, a fase sélida pode ser uma tira tendo os ditos poli-
peptideos imobilizados nesta. A fase sélida pode ter ainda imobilizado nesta pelo menos um
polipeptideo recombinante adicional selecionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7,
TCR39, PEP-2, Ag36, JL9, TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160,
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CEA, CRP, TcP28y-C29 e SA85-1.1.

Breve Descricédo das Figuras

A Figura 1 mostra uma tira de immunoblot exemplar. Quatro (4) antigenos recombi-
nantes (“rags”), FP3, FP6, FP10 e TcF, sao utilizados como Bandas Teste para a detecgéo
de anticorpos para T. cruzi. Trés (3) bandas controle in situ (“CTL"), IgG anti-humana de
cabra (“Anti-hlgG”), baixa higG (“higG-L") e alta higG (“hlgG-H”) também podem ser usadas.
IgG anti-humana de cabra € usada para verificar a adigdo de amostra, higG-L é usada para
ajustar um corte para a intensidade da banda, e hlgG-H é usada como referéncia para ban-
das com intensidade mais alta. Os resultados antecipados usando a tira podem ser descritos
como segue. Para um controle negativo, as trés (3) bandas controle in situ sdo visiveis e
nenhuma banda teste ¢é visivel. Para um controle positivo, além das trés (3) bandas controle
in situ sendo visiveis, as quatro (4) bandas teste também sao visiveis.

A Figura 2 mostra os resultados tipicos obtidos em um ensaio imunoblot exemplar
da invengdo em termos de reatividade com antigenos teste FP3, FP6, FP10 ou TcF ou anti-
genos controle higG-H, higG-L ou IgG anti-humana de cabra. A tira 1 € um controle negativo
(“NC”), que mostra trés bandas na segdo controle in situ (Caixa A); a tira 2 € um controle
positivo de anticorpo para T. cruzi (“PC”), que mostra quatro bandas teste (Caixa B) além
das trés bandas controle in situ (Caixa A); as tiras 3 a 6 mostram amostras contendo uma a
quatro bandas teste (Caixa B) além das bandas controle in situ (Caixa A).

A Figura 3 é uma representagdo esquematica de um algoritmo exemplar para inter-
pretar registros no ensaio imunoblot da presente invengZo. As bandas teste sdo as bandas
teste que sdo compreendidas dos antigenos recombinantes, FP10, FP6, FP3 e TcF. Para
cada ensaio individual ser valido, as trés bandas controle in situ também devem ser inclui-
das no imunoblot (por exemplo, devem estar presentes na tira) e devem ser detectadas pelo
ensaio.

Descricao Detalhada da Presente Invengao

Definicbes

Conforme usado aqui, o termo “anticorpo” refere-se a uma molécula de imunoglobu-

lina ou porgdo imunologicamente ativa desta, isto €, uma porgao de ligagdo de antigeno.
Exemplos de porgdes imunologicamente ativas de moléculas de imunoglobulina incluem
fragmentos F(ab) e F(ab’), que podem ser gerados tratando-se um anticorpo com uma en-
zima, tal como pepsina. Exemplos de anticorpos que podem ser usados na presente inven-
¢ao sao anticorpos policlonais, anticorpos monoclonais, anticorpos quiméricos, anticorpos
humanos, anticorpos humanizados, anticorpos recombinantes, Fvs de cadeia unica (“scFVv”),
um anticorpo maturado por afinidade, anticorpos de cadeia Unica, anticorpos de dominio
unico, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fvs ligado a dissulfeto (“sdFv”), e anticorpos anti-

idiotipicos (“anti-ld”) e fragmentos de ligagédo epitope funcionalmente ativos de qualquer um
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Conforme usado neste relatério, o termo “FP3" refere-se a um polipeptideo de fuséo
recombinante (antigeno) derivado de T. cruzi tendo o dominio antigénico mostrado na Tabe-
la 1 e a sequéncia de aminoacido mostrada na sequéncia da SEQ ID NO: 1. Métodos de
preparar FP3 sdo descritos, por exemplo, na Publicagdo de Patente U.S. N2 2004/0132077,
os conteldos desta sendo incorporados neste relatério como referéncia. O termo “FP3”,
conforme usado neste relatério, também abrange variantes desta sequéncia de aminoacido
que diferem em substituigbes e/ou modificagdes conservadoras.

Conforme usado neste relatério, o termo “FP6” refere-se a um polipeptideo de fusdo
recombinante (antigeno) derivado de T. cruzi tendo o dominio antigénico mostrado na Tabe-
la 1 e a sequéncia de aminoacido mostrada na sequéncia da SEQ ID NO: 2. Métodos de
preparar FP6 sao descritos, por exemplo, na Publicagdo de Patente U.S. N2 2004/0132077,
os conteludos desta sendo incorporados neste relatério como referéncia. O termo “FP6”,
conforme usado neste relatério, também abrange variantes desta sequéncia de aminoéacido
que diferem em substituigoes e/ou modificagdes conservadoras.

Conforme usado neste relatério, o termo “FP10” refere-se a um polipeptideo de fu-
séo recombinante (antigeno) derivado de T. cruzi tendo o dominio antigénico mostrado na
Tabela 1 e a sequéncia de aminoacido mostrada na sequéncia da SEQ ID NO: 3. Métodos
de preparar FP10 sdo descritos, por exemplo, na Publicagdo de Patente U.S. N°¢
2004/0132077, os conteudos desta sendo incorporados neste relatério como referéncia. O
termo “FP10”, conforme usado neste relatério, também abrange variantes desta sequéncia
de aminoacido que diferem em substituicbes e/ou modificagdes conservadoras.

Conforme usado neste relatério, o termo “TcF” refere-se a um polipeptideo de fuséo
recombinante (antigeno) derivado de T. cruzi tendo o dominio antigénico mostrado na Tabe-
la 1 e a sequéncia de aminoacido mostrada na sequéncia da SEQ ID NO: 4. Métodos de
preparar TcF sdo descritos na Patente U.S. N° 6.419.933, os conteudos desta sendo incor-
porados neste relatério como referéncia. O termo “TcF”, conforme usado neste relatério,
também abrange variantes desta sequéncia de aminoacido que diferem em substituigbes

e/ou modificagdes conservadoras.

Tabela 1
Dominio Antigénico Descrigao*
EP10 SAPA® Antigeno de envelope de fase aguda
MAP? Proteina associada ao microtubulo
P TcR39°% Citoesqueleto/proteina de membrana
FRAP Proteina repetitiva flagelar
FP3 TcR27° Proteina
FCaBP* Flagelar
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PEP-2° GDKPSPFOA AA GDKPSPFGOA
ToF TcDP AEPKS AEPKP AEPKS

TCEP KAAIAPA KAAAAPA KAATAPA

TcLo1.2° SSMP S GTSEEGSRGGSSMPA

*Os sublinhados destacam os segmentos de repeticdes de aminoacido.

@ Segmentos N-terminais, repetigdes, e C-terminais incluidos.

® Totalmente compreendido de repeticdes (PEP-2 é SEQ ID NO: 5; TcD é SEQ ID
NO: 6; TcE € SEQID NO: 7 e TcLo1.2 é SEQ ED NO: 8)

¢ N-terminal e repetigbes incluidos.

4 Proteina de tamanho natural, ndo repetitiva.

Conforme usado neste relatério, os termos “paciente” e “doente” sdo usados permu-
tavelmente. Conforme usado neste relatério, os termos “paciente” e “pacientes” referem-se a
um mamifero, incluindo um ser humano ou um animal. Preferivelmente, o paciente € um ser
humano.

Conforme usado neste relatério, o termo “amostra de teste” refere-se a uma amos-
tra biolégica derivada de soro, plasma, sangue total, saliva, fluido cérebro-espinhal, urina, ou
outros fluidos corpéreos ou amostra apropriada para o teste de um paciente. A amostra de
teste pode ser preparada usando técnicas de rotina conhecidas aqueles habilitados no ra-
mo. A amostra de teste também inclui amostras de um estoque de sangue intencionado pa-
ra transfuséao.

Conforme usado neste relatério, o termo “variante(s)”, conforme usado em relagéo
a um polipeptideo (tal como, mas nao limitado aos polipeptideos de fusdo recombinantes,
FP3, FP6, FP10 e TcF) refere-se a um polipeptideo que difere de uma sequéncia de amino-
acido identificada por substitui¢do, delegdo ou a adigdo de cinco aminoacidos ou menos.
Tais variantes geralmente podem ser identificadas modificando-se a sequéncia de polipepti-
deo e avaliando-se as propriedades antigénicas do polipeptideo modificado. Variantes de
polipeptideo exibem pelo menos cerca de 70 %, mais preferivelmente pelo menos cerca de
90 % e o mais preferivelmente pelo menos cerca de 95 % de identidade (conforme descrito
neste relatério) em relagédo aos polipeptideos identificados. Conforme usado neste relatério,
uma “substituicdo conservadora” € aquela em que um aminoéacido é substituido no lugar de
um outro aminoacido que tem propriedades similares, tal que aquele habilitado na técnica da
quimica de peptideos esperaria a estrutura secundaria e a natureza hidropatica do polipep-
tideo a ser substancialmente ndo modificado. Geralmente, a mudanga dentro dos grupos
seguintes de aminoacidos representa mudangas conservadoras: (1) ala, pro, gly, glu, asp,
gin, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; e (5) phe,
tyr, trp, his. Variantes também podem, ou alternativamente, conter outras modificagdes, in-

cluindo a delegdo ou adigdo de aminoacidos que tém influéncia minima nas propriedades
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antigénicas, estrutura secundaria e/ou natureza hidropatica do polipeptideo.

Métodos de Identificar T. cruzi em uma Amostra

A presente invengao refere-se a métodos de identificar anticorpos para T. cruzi em
uma amostra de teste. Os métodos envolvem obter uma amostra de teste de um paciente
que é suspeito de ter sido exposto ao T. cruzi ou de ter sido infectado com T. cruzi. Uma vez
que a amostra de teste necessaria foi obtida, a amostra de teste é contatada com os quatro
polipeptideos recombinantes (ou antigenos), FP3, FP6, FP10 e TcF. Uma vez que a amos-
tra de teste & contatada com os quatro polipeptideos recombinantes, a presenga ou ausén-
cia de anticorpos para cada um dos polipeptideos depois é determinada na amostra de teste
e comparada a (1) um valor de corte pré-determinado, ou (2) a intensidade do sinal gerado
por um ou mais controles. Em uma modalidade alternativa, os métodos descritos neste rela-
tério também podem ser usados para detectar infecgdo por T. cruzi em estoques de sangue.
Ainda em uma outra modalidade alternativa, os métodos descritos neste relatério podem ser
usados para diagnosticar infecgdo por T. cruzi em um paciente.

Existe uma variedade de formatos de ensaio diferentes que sdo bem conhecidos
aqueles habilitados na técnica que pode ser utilizada usando os quatro polipeptideos re-
combinantes FP3, FP6, FP10 e TcF neste relatério para detectar anticorpos para 7. cruzi em
uma amostra de teste. Por exemplo, em um formato de ensaio, um ou mais polipeptideos
recombinantes podem ser imobilizados em um suporte sélido para se ligarem e removerem
um ou mais anticorpos da amostra de teste. O anticorpo ou anticorpos ligado(s) depois po-
de(m) ser detectado(s) usando uma marcacgao detectavel que se liga ao complexo polipepti-
deo/anticorpo e contém a marcagdo detectavel. Alternativamente, um ensaio competitivo
pode ser utilizado, no qual um anticorpo que se liga a um ou mais polipeptideos recombinan-
tes pode ser utilizado, no qual um anticorpo que se liga a um ou mais polipeptideos € mar-
cado com uma marcacéo detectavel e deixado ligar ao polipeptideo recombinante imobiliza-
do depois da incubagdo com o polipeptideo recombinante na amostra de teste. A extensao
para que os componentes da amostra de teste inibam a ligagdo do anticorpo marcado para
um ou mais polipeptideos recombinantes é indicativo da reatividade da amostra com um ou
mais polipeptideos imobilizados.

Em termos da marcagdo detectavel, qualquer marcagdo detectavel conhecida na
técnica pode ser usada. Por exemplo, a marcagdo detectavel pode ser uma marcag¢ao ra-
dioativa (tal como, por exemplo, *H, %I, **S, “C, 32p, e *¥P), uma marcagdo enzimatica (tal
como, por exemplo, horseradish peroxidase, peroxidase alcalina, glicose-6-fosfato desidro-
genase, e semelhantes), uma marcagao quimiluminescente (tal como, por exemplo, ésteres
de acridinio, luminal, isoluminol, tioésteres, sulfonamidas, ésteres de fenantridinio, e seme-
lhantes), uma marcacgéo de fluorescéncia (tal como, por exemplo, fluoresceina (por exemplo,

5-fluoresceina, 6-carboxifluoresceina, 3'6-carboxifluoresceina, 5(6)-carboxifluoresceina, 6-
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hexacloro-fluoresceina, 6-tetraclorofluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, e semelhan-
tes)), rodamina, ficobiliproteinas, R-ficoeritrina, pontos quénticos (por exemplo, seleneto de
cadmio recoberto com sulfeto de zinco), uma marcagédo termométrica, ou uma marcagéo da
reagdo em cadeia da imuno-polimerase. Uma introdugdo as marcagoes, procedimentos de
marcagédo e detecgdo de marcagdes é encontrada em Polak e Van Noorden, Introduction to
Immunocytochemistry, 22 ed., Springer Verlag, N.Y. (1997) e em Haugland, Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals (1996), que é um guia e catalogo combinados
publicado pela Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon.

O suporte solido pode ser qualquer material conhecido aqueles de habilidade co-
mum na técnica para que as quatro (4) proteinas recombinantes possam ser ligadas. Exem-
plos de suportes sélidos que podem ser usados sdo um pogo de teste em uma placa de mi-
crotitulagdo, nitrocelulose, nailon, uma pérola ou um disco (que podem ser compreendidos
de vidro, fibra de vidro, latex, plastico ou um material de papel), um gel (por exemplo, um gel
através do qual os polipeptideos foram conduzidos e que € subsequentemente seco) ou
uma tira, disco ou folha (que podem ser compreendidos de nitrocelulose, nailon, plastico ou
papel). O formato de ensaio preferido para os métodos da presente invengdo é um ensaio
imunoblot em um formato de fluxo passante ou teste de tira. No formato de fluxo passante
ou teste de tira, o suporte sélido esta na forma de uma tira, disco ou folha que € compreen-
dida de nitrocelulose, nailon, plastico ou papel. Mais preferivelmente, os polipeptideos re-
combinantes descritos neste relatério sdo imobilizados na dita tira, disco ou folha. Mais pre-
ferivelmente, as proteinas recombinantes sdo arranjadas como bandas paralelas separadas,
marcas ou pontos na tira, disco ou folha (cada um dos quais pode ser referido como uma
banda, marca ou ponto de “teste”, coletivamente como bandas, marcas ou pontos de “tes-
te”). As proteinas recombinantes podem ser imobilizadas na dita tira, disco ou folha usando
técnicas de rotina conhecidas no ramo, tais como técnicas automatizadas, tais como por
jatos das proteinas recombinantes na dita tira, disco ou folha (usando um instrumento de
jateamento tal como aquele disponivel da Bio-Dot ((tal como o AJQ3000 Air Jet Quanti ou o
RR 4200 — Dip Tank), Irvine, CA) ou técnicas manuais, tais como por pipetagem das protei-
nas recombinantes na dita tira, disco ou folha. Se uma folha é usada, uma vez que todas as
proteinas recombinantes s&do imobilizadas na folha, a folha pode ser cortada, usando técni-
cas de rotina conhecidas no ramo em tiras para o uso em um ensaio. A localizagdo das pro-
teinas recombinantes (e opcionalmente, quaisquer controles) na tira, disco ou folha ndo &
critica. Adicionalmente, a tira, disco ou folha pode ser ainda imobilizada em uma camada de
suporte usando técnicas de rotina conhecidas no ramo, tais como colagem, laminagéo, etc.
A camada de suporte pode ser feita de plastico, papeldo, etc. Por exemplo, uma tira ou dis-
co de nitrocelulose pode ser laminada em uma pelicula de plastico sensivel a pressdo. Ain-

da opcionalmente, além de qualquer regido distinta utilizada para a localizagdo de bandas
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controle in situ ou de teste, marcas ou pontos, a tira, disco ou folha opcionalmente compre-
ende uma regido de identificagédo (“ID#" na Figura 1) utilizada para marcar uma amostra tal
que ela possa ser diferenciada de outras amostras (por exemplo, nome, niumero, referéncia
alfanumérica, cédigo de barra, ou outros meios apropriados).

Os polipeptideos recombinantes (isto &, FP3, FP6, FP10 e TcF) podem ser ligados
ou imobilizados no suporte sélido usando quaisquer técnicas conhecidas aqueles habilitados
no ramo (por exemplo, usando uma técnica de Western blot, 0 método para o qual € bem
conhecido aqueles habilitados na técnica). Além disso, e opcionalmente, um ou mais contro-
les também podem ser imobilizados no suporte sélido (tal como para o uso em um ensaio
imunoblot, isto €, em um formato de fluxo passante ou teste de tira). Os termos “ligado” ou
“imobilizado”, conforme usados permutaveimente neste relatério, referem-se a associagéo
nao covalente, tal como adsorgao, e ligagao covalente (que pode ser uma ligagao direta en-
tre a proteina recombinante) e os grupos funcionais no suporte sélido ou podem ser uma
ligagdo que é efetuada por via de um agente de reticulagdo). A ligacao por adsorgao a uma
tira, disco ou folha é preferida. Em tais exemplos, a adsorgédo pode ser obtida contatando-se
solugbes de cada um dos polipeptideos recombinantes, e opcionalmente, qualquer controle
em um tampao adequado, com a tira, disco ou folha durante uma quantidade de tempo ade-
quada. O tempo de contato variara dependendo da temperatura, mas esta entre cerca de 1
hora e cerca de 24 horas.

Se necessario, a ligagdo covalente dos polipeptideos recombinantes (e opcional-
mente, quaisquer controles) a um suporte sélido pode ser obtida primeiro reagindo-se o su-
porte sélido com um reagente bifuncional que reagira tanto com o suporte quanto com um
grupo funcional, tal como um grupo hidroxila ou amino, nos polipeptideos recombinantes.
Por exemplo, os polipeptideos podem ser ligados a suportes tendo um revestimento de po-
limero apropriado usando benzoquinona ou por condensagdo de um grupo aldeido no su-
porte com uma amina e um hidrogénio ativo no polipeptideo.

Uma vez que os polipeptideos recombinantes (e opcionalmente, quaisquer contro-
les) sdo imobilizados no suporte, os sitios de ligagdo de proteina remanescentes no suporte
séo tipicamente bloqueados. Qualquer agente de bloqueio adequado conhecido aqueles de
habilidade comum na técnica pode ser usado. Por exemplo, albumina de soro bovino
(“BSA”), solugéo salina tamponada de fosfato (“PBS”), solugdes de caseina em PBS, Tween
20® (Sigma Chemical Company, St, Louis, Mo), assim como outros agentes de bloqueio po-
dem ser utilizados. Opcionalmente, para o uso de um suporte compreendendo um gel que é
subsequentemente seco, o bloqueio do suporte pode ndo ser necessario. Depois que o blo-
queio € concluido, o suporte pode opcionalmente ser lavado, tal como com PBS e deixado
secar (tal como por secagem ao ar) durante uma quantidade de tempo adequada. O tempo

de secagem variara dependendo da temperatura, mas esta entre cerca de 30 minutos e cer-
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ca de 24 horas.

Os polipeptideos imobilizados recombinantes (e opcionalmente, um ou mais contro-
les) depois sdo deixados incubar com a amostra de teste. Antes da dita incubagéo, a amos-
tra de teste pode ser diluida com um diluente adequado, tal como PBS. Durante esta incu-
bagdo, se quaisquer anticorpos estdo presentes na amostra de teste, estes anticorpos se
ligardo a um ou mais polipeptideos recombinantes no suporte sélido. Geralmente, o periodo
de incubagdo & um periodo de tempo que é suficiente para permitir a detecgdo da presenca
de anticorpos para T. cruzi dentro da amostra de teste. Preferiveimente, o periodo de incu-
bagdo esta entre cerca de 15 minutos a cerca de 6 horas. Mais preferivelmente, o periodo
de incubacgéao esta entre cerca de 1 hora e cerca de 4 horas.

A amostra de teste nao ligada pode ser removida lavando-se o suporte sélido com
um tamp&o apropriado, tal como PBS ou um tampéo Tris (tal como um tampéo Tris conten-
do Tris 20 mM, Tween 20%® 0,15 % e azida sédica 0,1 %). Um ou mais reagentes detectaveis
podem ser adicionados ao suporte solido. Reagentes detectaveis apropriados sdo quaisquer
compostos que se ligam ao complexo polipeptideo-anticorpo imobilizado (e opcionalmente
quaisquer controles imobilizados) e que podem ser detectados por qualquer uma de uma
variedade de meios que sdo conhecidos aqueles habilitados na técnica. Preferivelmente, O
reagente detectavel contém um agente de ligagéo, tal como, por exemplo, Proteina A, Prote-
ina G, uma imunoglobulina, uma lectina ou um antigeno livre) conjugado a uma marcagao
detectavel. A conjugagdo do agente de ligagdo a marcagéo detectavel pode ser obtida u-
sando métodos padrao conhecido aqueles habilitados na técnica. Agentes de ligagdo co-
muns podem ser adquiridos conjugados a uma variedade de marcagdes detectaveis a partir
de varias fontes comerciais, incluindo, mas nao limitadas a Zymed Laboratories (San Fran-
cisco, CA) e Pierce (Rockford, IL).

Um ou mais reagentes de detecgdo séo incubados com o complexo polipeptideo-
anticorpo imobilizado (e opcionalmente, um ou mais controles) durante uma quantidade de
tempo que é suficiente para detectar o anticorpo ou anticorpos ligados (e opcionalmente, um
ou mais controles). Um tempo de incubagdo adequado pode geralmente ser determinado a
partir das instrugdes do fabricante ou analisando-se o nivel de ligagéo que ocorre durante
um periodo de tempo. O reagente de detecgdo no ligado depois pode ser removido € O
reagente de detecgdo ligado é detectado usando a marcagéo detectavel. O metodo usado
para detectar as marcagdes detectaveis dependera da natureza das marcagdes detectaveis
usadas no ensaio. Por exemplo, para marcagdes radioativas, métodos de contagem de cinti-
lacdo ou autorradiogréaficos podem ser usados. Para marcagdes quimiluminescentes ou fluo-
rescentes, métodos espectroscépicos podem ser usados. Marcagdes enzimaticas geralmen-
te podem ser detectadas pela adigdo de um substrato (usualmente durante um periodo de

tempo especifico), seguido por andlise espectroscopica ou outra analise dos produtos de
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reagao.

Para determinar a presenga ou auséncia de anticorpos para T. cruzi na amostra de
teste, o sinal detectado a partir da marcagdo detectavel que permanece ligado ao suporte
sélido € comparado a um valor de corte pré-determinado. Mais especificamente, este valor
de corte pode ser o sinal médio obtido quando as proteinas recombinantes imobilizadas séo
incubadas com amostras de um paciente que ndo esta infectado com T. cruzi. No geral, uma
amostra de teste gerando um sinal que é trés desvios padrdo acima da média é considerada
positiva para anticorpos para T. cruzi e infecgéo por T. cruzi. Alternativamente, se um apare-
Iho de leitura da luz, escuridao ou cor, tal como um densitdmetro, que é capaz de gerar um
valor numérico, for utilizado, o valor de corte pode ser determinado usando uma Curva Ope-
rador Recebedor (“ROC”), usando o método de Sackett et al., Clinical Epidemiology. A Basic
Science for Clinical Medicine, p. 106-107 (Little Brown e Co., 1985). Resumidamente, o valor
de corte pode ser determinado a partir de um lote de pares de taxas de verdadeiro positivo
(isto &, sensibilidade) e taxas de falso positivo (isto &, 100 % de especificidade) que corres-
pondem a cada valor de corte possivel para o resultado de teste diagnéstico. O valor de cor-
te no lote que é o mais préximo ao canto esquerdo superior (isto €, o valor que inclui a area
maior) & o valor de corte mais exato, € uma amostra gerando um sinal que é superior ao
valor de corte determinado por este método pode ser considerada positiva. Alternativamen-
te, o valor de corte pode ser deslocado para a esquerda ao longo do lote, para minimizar a
taxa de falso positivo. No geral, uma amostra gerando um sinal que é superior ao valor de
corte determinado por este método € considerada positiva para infecgéo por T. cruzi. Prefe-
rivelmente, a identificagdo de um sinal que demonstra a ligagdo de anticorpos a pelo menos
2 das 4 proteinas recombinantes FP3, FP6, FP10 e TcF indica a presenga de T. cruzi na dita
amostra de teste.

Conforme previamente debatido neste relatério, o formato de ensaio preferido € um
ensaio imunoblot, isto é, um formato de fluxo passante ou tira, em que quatro polipeptideos
recombinantes FP3, FP6, FP10 e TcF sdo imobilizados em uma tira, disco ou folha, tal como
uma tira, disco ou folha de nitrocelulose, nailon, plastico ou papel, como pelo menos quatro
bandas teste separadas, marcas ou pontos. A imobilizagdo de cada um destes quatro poli-
peptideos recombinantes em uma tira, disco ou folha pode ser obtida usando as técnicas
previamente descritas neste relatério. Outros polipeptideos recombinantes além destes qua-
tro polipeptideos (isto &, FP3, FP6, FP10 e TcF) também podem opcionalmente ser incluidos
na tira, disco ou folha. Além disso, além dos quatro polipeptideos recombinantes, a tira, dis-
co ou folha também contém imobilizado nesta, como bandas teste separadas, marcas ou
pontos, pelo menos um controle (cada um dos quais pode ser referido como uma banda
“controle in situ”, marca ou ponto, coletivamente como bandas “controle in situ”, marcas ou

pontos). E preferido que a tira, disco ou folha contenha imobilizados nesta, dois controles
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distintos e separados (isto €, um primeiro controle e um segundo controle), mais preferivel-
mente, a tira, disco ou folha pode conter imobilizados nesta, trés controles distintos e sepa-
rados (isto &, um primeiro controle, um segundo controle e um terceiro controle). Se mais do
que um controle esta presente, entio os controles podem ser idénticos entre si ou diferentes
entre si. Preferivelmente, pelo menos dois controles sao idénticos (tais como, por exemplo, o
primeiro controle e o segundo controle). Se dois controles séo idénticos, € preferido que a
concentragdo de um dos controles (tanto o primeiro controle quanto o segundo controle ou
se os trés controles estdo presentes, o primeiro controle ou o terceiro controle ou o segundo
controle ou terceiro controle) imobilizada na tira, disco ou folha seja mais alta (ou maior) do
que o outro controle imobilizado na tira, disco ou folha. O controle imobilizado na tira, disco
ou folha em uma concentracdo mais alta do que o outro controle é referido como o “controle
alto”. O controle imobilizado na tira, disco ou folha em uma concentragdo mais baixa do que
o controle alto & referido como o “controle baixo” A razdo da concentragéo do controle baixo
para o controle alto presentes na tira, disco ou fotha pode ser de cerca de 1:2 a cerca de
1:10, preferivelmente, cerca de 1:5 a cerca de 1:6. Por exemplo, o primeiro controle pode
ser o controle baixo e o segundo controle pode ser o controle alto. Alternativamente, O pri-
meiro controle pode ser o controle alto e o segundo controle pode ser o controle baixo. Por
via de um outro exemplo, a tira, disco ou folha pode conter 3 controles, isto €, um controle
baixo e um controle alto e igualmente um terceiro controle (que pode ser usado, por exem-
plo, para verificar a adigdo de amostra). O controle baixo e o controle alto podem ser IgG
humana (em que a razdo do controle baixo para controle alto é de cerca de 1:2 a cerca de
1:10) e o terceiro controle pode ser uma IgG anti-humana de cabra.

No formato de fluxo passante, uma extremidade da tira, disco ou folha na qual os
polipeptideos recombinantes s&o ligados pode ser imersa em uma solugéo contendo a a-
mostra de teste. Alternativamente, a tira, disco ou folha completa pode ser colocada em uma
bandeja de reagéo junto com um diluente, e depois a amostra de teste adicionada a bandeja
de reacdo. A amostra de teste e a tira s@o deixadas incubar durante um periodo de tempo
suficiente usando os mesmos tempos e técnicas previamente descritos neste relatério. A
amostra de teste ndo ligada pode ser removida usando as técnicas previamente descritas
neste relatério. Neste formato, anticorpos dentro da amostra de teste se ligam aos polipepti-
deos imobilizados (e a pelo menos um controle) conforme a amostra de teste passa através
da membrana. Pelo menos um reagente de detecgdo (tal como um reagente de detecgéao
previamente descrito neste relatério contendo uma marcagéo detectavel) pode ser adiciona-
do. Pelo menos um reagente de detecgio se liga a cada um dos polipeptideos e complexos
polipeptideo-anticorpo formados como a solugdo contendo os fluxos de reagente de detec-
cao através da tira. Para determinar a presenga ou auséncia de anticorpos para T. cruzi na

amostra de teste, a detecgdo dos reagentes de detecgéo ligados pode ser realizada confor-
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me descrito acima usando um corte ou comparando-se a intensidade de um ou mais sinais
gerados por um ou mais controles, conforme debatido em mais detalhe abaixo.

Quando um controle baixo e um controle alto, conforme descritos acima, séo usa-
dos no formato de fluxo passante, & preferido que a presenga ou auséncia dos anticorpos
para T. cruzi na amostra de teste seja determinada identificando-se a presenca de um sinal
a partir da marcagao detectavel em cada uma das bandas teste (ou marcas ou pontos) para
os polipeptideos. Se um sinal é identificado em uma banda teste para um polipeptideo, en-
tao a intensidade deste sinal detectado & comparada com a intensidade do sinal a partir da
banda controle baixo (ou marca ou ponto) e da banda controle alto (ou marca ou ponto),
usando uma escala de 0 a 4+. A leitura é 0 quando nenhuma banda é visivel. As intensida-
des da banda controle baixo e da banda controle alto sdo definidas como 1+ (para o controle
baixo) e 3+ (para o controle alto), respectivamente. Uma banda teste com uma intensidade
comparavel aquela do controle baixo seria estabelecida 1+. Uma banda com intensidade
entre aquela do controle baixo e a banda controle alto seria estabelecida 2+. Uma banda
com uma intensidade comparavel aquela do controle alto seria estabelecida 3+. Uma inten-
sidade da banda maior do que aquela do controle alto seria estabelecida 4+. Uma banda
fraca com intensidade mais fraca do que aquela do controle baixo seria estabelecida +/- (Ve-
ja Tabela 2). Conforme mostrado no algoritmo exemplar representado na Figura 3, se os
resultados do ensaio imunoblot s&o (1) bandas nio visiveis (exceto as bandas para o con-
trole baixo, controle alto e controle negativo); ou (2) apenas uma banda Unica é visivel (ex~
ceto as bandas para o controle baixo, controle alto e controle negativo), entdo a amostra de
teste & considerada negativa para T. cruzi. Conforme também mostrado no algoritmo exem-
plar representado na Figura 3, se os resultados do ensaio imunoblot sdo que duas ou mais
bandas para os polipeptideos recombinantes demonstram um sinal, entdo a analise seguinte
deve ser realizada. Especificamente, se todas as bandas exibem uma intensidade que &
mais fraca do que o controle baixo, isto &, todas as bandas sdo estabelecidas +/-, entdo a
amostra de teste € considerada indeterminada para T. cruzi. Entretanto, se pelo menos uma
das bandas é estabelecida 1+ ou mais, entdo a amostra de teste é considerada positiva em

relacdo a anticorpos para 7. cruzi.

Tabela 2

Intensidade Escore
Ausente 0
Fraco ou < higG-L CTL in situ +/-

® higG-L CTL in situ 1+
Entre higG-L CTL in situ e higG-H CTL 2+

= higG-H CTL in situ 3+

> higG-H CTL in situ 4+
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Os ensaios descritos acima podem ser realizados usando mais do que os quatro
polipeptideos recombinantes descritos neste relatério. Exemplos de outros polipeptideos de
T. cruzi recombinantes que podem ser usados, incluem, mas ndo séo limitados a, JL8,
TCR27, JL7, TCR39, PEP-2, Ag36, JLY, TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-
40, FL-160, CEA, CRP, TCP28\-C29 e SA85-1.1. As sequéncias de aminoacido e métodos
para fabricar cada um destes polipeptideos recombinantes sdo bem conhecidos aqueles
habilitados na técnica. Por exemplo, as sequéncias de aminoacido para PEP-2, TcD e TcE
séo divulgadas na Patente U.S. N°® 6.054.135. Os polipeptideos JL8, TCR27, TCR39, Ag36,
JL9, TCNA e FCaBP sédo debatidos em Frasch, A.C.C. et al., “Comparison of genes enco-
ding Trypanosoma cruzi antigens”. Parasitol. Today 7:148-151 (1991). O polipeptideo Tc-28
é debatido em Abate, T. et al, “Cloning and partial characterization of a 28kDa antigenic
protein of Trypanosoma cruzi.” Biol Res., 26:121-130 (1993). O nucleotideo e a sequéncia
de aminoéacido deduzida de cDNA de Tc-40 sdo descritos em Lesenechal, M. et al., “Cloning
and characterisation of a gene encoding a novel antigen of Trypanosoma cruzi’. Mol. Bio-
chem. Parasitol., 87:193-204 (1997). Os polipeptideos FL-160 e SA85-1.1 sdo debatidos em
Centron, M.S. et al. “Evaluation of recombinant tripomastigote surface antigens of Trypano-
soma cruzi in screening sera from a population in rural Northeastern Brazil endemic for Cha-
gas disease”. Acta Trop., 50:259-266 (1992). O polipeptideo CEA é debatido em Jazin, E.E.
et al. “Trypanosoma cruzi exoantigen is a member of a 160 kDa gene family.” Parasitol.,
110:61-69 (1995). A sequéncia de aminoacido para CRP (identificado como CRP-10) & des-
crita em Norris, K.A. et al., “Identification of the gene family encoding the 160-kilodalton Try-
panosoma cruzi complement regulatory protein.” Infect Immun 65:349-357 (1997). O polipep-
tideo JL7 é debatido em Umezawa, ES, et al., J Clinical Microbiology, 37:1554-1560 (1999)
e Cotrim, PC, et al., J. Clinical Microbiology, 28:519-524 (1990). O polipeptideo TcLo1.2 é
debatido em Houghton, RL, et al., J. Infectious Diseases, 179:1226-1234 (1999). O polipep-
tideo TcP28n-C29 é descrito em Aguirre, S., et al., J. Clin. Microbiology, 44(10).3768-3774
(Outubro de 2006).

Adicionalmente, o imunoensaio pode ser revisado para incluir ainda antigenos poli-
peptidicos para a detecgdo de outras doengas, disturbios ou condigbes, especialmente para
a deteccao de outras doengas parasiticas. Junto com os parasitas que causam a doenga de
Chagas (tripanossomiase Americana), os parasitas que causam a doenga do sono Africana
(tripanossomiase Africana) e a leishmaniose causam doengas humanas mortais que afetam
meio bilhdo de pessoas mais pobres do mundo. Assim, opcionalmente, um imunoblot de
acordo com a invengdo compreende ainda polipeptideos para a detecgdo de outras doengas
parasiticas tais como doenga do sono Africana e/ou leishmaniose.

Por via de exemplo, € ndo de limitagdo, os exemplos da presente invengdo serao

agora fornecidos.
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EXEMPLO 1: Formato de ensaio imunoblot

Preparagéo de imunotira. Solugdes de concentragéo alta de IgG humana (“lgG-H"),
concentragdo baixa de IgG humana (“IgG-L"), IgG anti-humana de cabra (as 3 bandas con-
trole in situ), assim como os antigenos recombinantes (“rAgs”) FP10, FP6, FP3, e TcF (as 4
bandas teste) foram preparadas. Especificamente, cada proteina foi dissolvida em um pH 7,
tampéao 3-(N-morfolinol-2-hidroxipropanossulfonato de sédio 20 mM. Usando um sistema de
dispensagdo XYZ3050 controlado por microprocessador da Bio-Dot (Irvine, CA) 1 microlitro
por cm de cada proteina foi jateado em folhas de membrana de nitrocelulose (0,45 microns,
5 x 30 cm; Whatman Schleicher & Schell, Keene, NH) em linhas paralelas nas posi¢cbes re-
lacionadas representadas na Figura 1. As concentragbes das solugdes de jateamento foram
como segue: TcF a 75 microgramas/mi; FPP3 a 0,4 microgramas/ml; FP6 a 0,7 microgra-
mas/ml; FP10 a 6 microgramas/ml; IgG anti-humana de cabra a 25 microgromas/ml; IgG-L a
2,5 microgromas/ml e 15 microgramas para IgG-H. Depois da secagem (37 °C, 30 minutos),
a membrana foi bloqueada com 1 % de caseina em solugdo salina tamponada de fosfato
(“PBS”), lavada varias vezes em PBS, e novamente seca ao ar. Como uma etapa final, a
folha de membrana foi laminada com uma pelicula de plastico sensivel a pressdo e cortada
em tiras amplas de 4 mm. A carga das proteinas foi ajustada de modo que o espécime con-
trole negativo (Figura 2, tira 1) ndo mostrou quaisquer bandas teste (exceto as bandas con-
trole - IgG anti-humana de cabra, IgG-L. e IgG-H) e o espécime controle positivo (Figura 2,
tira 2) mostrou 4 bandas teste, enquanto em ambos os casos as 3 bandas controle foram
reativas. Um painel de amostras reativas (Figura 2, tiras 3 a 6) mostrou 1 a 4 bandas teste,
além das 3 bandas controle.

Espécimes controle. O controle negativo foi plasma humano normal recalcificado
que testou negativo em ensaios para o antigeno de superficie de hepatite B (“HBsAg”) e foi
anticorpos para a proteina do nucleo do virus da hepatite B (“HBcore”), virus da hepatite C
(“HCV"), virus da imunodeficiéncia humana (“HIV”") e virus linfotréfico de células T humanas
(“HTLV”). O controle positivo de anticorpo para T. cruzi foi de um pool de varias unidades de
plasma retiradas de doadores de sangue diagnosticados com doenga de Chagas. O plasma
positivo foi confirmado positivo por varios testes de anticorpo para 7. cruzi, incluindo ELISA-I
(um teste com base em lisato comercialmente disponivel na América Latina), ELISA-II (um
teste validado de 510(k) com base em antigenos recombinantes), e RIPA.

Procedimento de teste. Espécimes controle positivo e negativo foram incluidos em
cada operacgdo. Amostras de soro ou plasma previamente congeladas foram microcentrifu-
gadas (14.000 rpm, 5 minutos) em tubos Eppendorf de 1,5 ml antes do teste para remover
matéria particulada; amostras que nunca tinham sido congeladas nédo foram centrifugadas. 1
ml de diluente e uma imunotira foram colocados em cada cuba de uma bandeja de reagéo

imunoblot (Bio-Rad, Hercules, CA) e incubados durante 5 min. Durante cada etapa de incu-
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bacgao, os teores das cubas foram suavemente misturados em um agitador. Uma amostra de
20 ul foi adicionada a cada cuba contendo uma tira no diluente e incubada na temperatura
ambiente durante 2 horas, seguido por aspiragéo e trés lavagens com um tamp&o Tris (pH
8,0, Tris 20 mM, Tween-20 0,15 %, e azida sodica 0,1 %). Um m! de uma solugdo de anti-
higG de cabra conjugada com fosfatase alcalina foi adicionado a cada cuba. Depois de uma
hora de incubagéo, cada cuba foi aspirada e lavada trés vezes. Em seguida, 0,7 mi de uma
solugéo de substrato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/nitro azul de tetrazodlio (“BCIP/NBT";
1 tablete em 20 ml de agua destilada; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi adicionado a cada
pogo e incubado na temperatura ambiente durante 10 minutos para desenvolvimento de cor.
Isto foi seguido por aspiragio e trés lavagens com agua destilada para interromper o desen-
volvimento de cor. Subsequentemente, as tiras foram removidas das cubas e secas ao ar
para leitura visual. O tempo de ensaio total foi de cerca de 4 horas.

Interpretacao dos resultados do teste. A reatividade do anticorpo para T. cruzi em
um espécime de teste é determinada por comparagao visual das intensidades das 4 bandas
teste com a intensidades das duas bandas controle IgG no topo da tira, usando uma escala
de 0 a 4+. A leitura é 0 quando nenhuma banda ¢ visivel, e as intensidades das bandas con-
trole 1gG-L e 1gG-H sao definidas como 1+ e 3+ respectivamente. Com estes marcos em
mente, uma banda teste com intensidade comparavel aquela do controle IgG-L humana se-
ria estabelecida 1+; uma banda com intensidade entre aquela do controle IgG-L e aquela do
controle IgG-H seria estabelecida 2+; uma banda com intensidade comparavel aquela do
controle 1gG-H seria estabelecida 3+; e uma intensidade da banda maior do que aquela do
controle IgG-H seria estabelecida 4+. Finalmente, uma banda fraca com intensidade mais
fraca do que aquela do controle IgG-L seria estabelecida +/-.

Outros ensaios sorolégicos. O ensaio de Chagas Abbott PRISM® (Abbott Laborato-
ries, Abbott Park, IL) foi realizado conforme previamente descrito em Chang, C.D., et al.,
Transfusion 46:1737-1744 (2006). O RIPA foi realizado conforme previamente esbogado
(Veja, Kirchoff, L.V., et al., J. Infect. Dis., 155:561-564 (1987) e Kirchoff, L.V., et al., Transfu-
sion, 46:298-304 (2006)), e todo o teste RIPA foi feito as cegas.

Espécimes chagassicos. Um total de 345 espécimes de soro ou plasma humano
positivo de anticorpo para T. cruzi foi obtido da American Red Cross, Antibody Systems
(Hurst, TX), BioClinical Partners (Franklin, MA), Biocollections Worldwide, Inc. (Miami, FL),
Boston Biomedica, inc. (BBI, West Bridgewater, MA), Goldfinch Diagnostics Inc. (lowa City,
IA), Teragenix Corp. (Ft. Lauderdale, FL), e da Universidade Federal da Bahia (Salvador,
Bahia, Brasil). Estes espécimes originaram-se de pessoas que adquiriram T. cruzi na maio-
ria dos paises das Américas Central e do Sul, assim como no México e nos Estados Unidos
(Veja, Tabela 3 abaixo). Todas estas pessoas foram positivas em 2 ou 3 imunoensaios para
T. cruzi convencionais (IHA, IFA, e ELISA) e também no RIPA.
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Tabela 3
Pais de Origem # de Amostras
Argentina 40
Bolivia 53
Brasil 126
Chile 5
Colémbia 1
Equador 1
El Salvador 12
Honduras 1
México 17
Nicaragua 16
Suriname 1
EUA 4
Venezuela 21
Desconhecido 44

Populagdo doadora aleatéria. Um total de 500 espécimes de doadores aleatoria-
mente selecionados (soros (150) e plasma EDTA (350)), foi obtido da Gulf Coast Regional
Blood Center (Houston, TX). Estes espécimes desassociados foram coletados de doadores
aleatérios e nenhum espécime foi eliminado deste grupo devido a resultados positivos em
qualgquer um dos seis testes de rotina feitos em unidades doadas. Todos os espécimes fo-
ram testados durante 10 dias da coleta tanto no ensaio imunoblot quanto no ensaio de Cha-
gas Abbott PRISM®. Todas as amostras reativas com valores S/CO de 0,90 ou mais no en-
saio de Chagas Abbott PRISM® foram testadas em ELISA-I, ELISA-II, e RIPA.

Espécimes potenciaimente problematicos. Um total de 271 espécimes de soros ou
plasma armazenados, sorologicamente positivos para outras doengas ou contendo substan-
cias potencialmente interferentes, foi conduzido no ensaio imunoblot. Este grupo incluiu es-
pécimes de pessoas com citomegalovirus (“CMV”) (n = 4), Virus Epstein-Barr (“EBV”) (n =
14), virus da hepatite A (“HAV”) (n = 10), helmintos ou protozoarios intestinais (n = 5), HIV (n
= 10), virus do herpes simples (“HSV”") (n = 15), hanseniase (n = 15), rubéola (n = 10), sifilis
(n = 10), toxoplasmose (n = 5), tuberculose (n = 3), levedura (n = 10), virus da varicela-
zoster (“VZV”) (n = 10), hemolise (n = 20), hiper-IgG (n = 10), hiper-IgM (n = 10), hiperbilirru-
binemia (n = 10), hipertrigliceridemia (n = 15), influenza vacinado (n = 15), mieloma multiplo
(n = 15), esclerose multipla (n = 5), fator reumatdide (n = 15), anticorpos anti-camundongo
humanos (n = 15), lupus eritematoso sistémico (n = 11), e leishmaniose (n = 9). Estes foram

adquiridos de varios fornecedores incluindo New York Biologicals (New York, NY), Pro-
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MedDx (Norton, MA), SeraCare Life Sciences, Inc (West Bridgewater, MA), e Hemacare Bi-
oscience (Ft. Lauderdale, FL). Estas 271 amostras foram testadas no ensaio imunoblot da
presente invengao e no protétipo do ensaio de Chagas Abbott PRISM®. Todos os espécimes
que foram repetidamente reativos posteriormente foram testados no ELISA-l, ELISA-Il, e
depois confirmados ainda com RIPA.

Resultados. Os resultados obtidos com o ensaio imunoblot da presente invengao
s@o mostrados na Figura 1, onde as localizagbes das trés bandas controle in situ e as quatro
bandas teste rAg (FP10, FP6, FP3 e TcF) sdo claramente evidentes. Todos os 345 espéci-
mes positivos de anticorpo para T. cruzi mostraram duas ou mais bandas teste no ensaio
imunoblot. Um total de 277 destes espécimes mostrou quatro bandas teste, 60 mostrou trés
bandas, 8 mostrou duas bandas, e em destaque, nenhum mostrou uma banda Unica ou foi
totalmente negativo. A maioria das bandas teste com as amostras positivas mostrou intensi-
dade igual ou maior do que a banda controle IgG-L (1+). Além disso, todos os 345 espéci-
mes foram reativos no ensaio de Chagas Abbott PRISM® e no ELISA-II. Ao contrario, seis
dos 272 espécimes neste grupo de 345 que foram testados no ELISA-I foram negativos,
embora todos os seis apresentassem valores S/CO acima da referéncia, variando de 0,60 a
0,89 (Veja, Tabela 4, abaixo). Estas amostras discordantes foram confirmadas como fraco
positivos em RIPA e mostraram duas ou trés bandas teste no ensaio imunoblot, com pelo
menos uma intensidade da banda de 1+ ou mais. Devido ao nivel de detecgdo mais baixo
de ELISA-I observado no teste dos 272 primeiros espécimes positivos, este foi eliminado em
relagdo a comparagdes de sensibilidade adicionais com outros ensaios em amostras chaga-
sicas recentemente adquiridas, embora tenha sido usado para verificagdo cruzada de amos-
tras repetidamente reativas do ensaio de Chagas Abbott PRISM®.

Tabela 4
Ensaio de Imunoblot
ELISA-I ELISA-II
Chagas ) Bandas
Amostra ID (Lisato) (rAg) RIPA
ABBOTT teste pre- | Interpretagéo
S/CQ S/CQ
S/CQ sentes
Rag-40218 | 4,40 0,66 2,62 + (fraco) Duas Positivo
Rag-40224 | 3,86 0,77 3,56 + (fraco) Trés Positivo
RR04 1,52 0,83 3,02 + (fraco) Trés Positivo
RR52 2,07 0,83 3,56 + Trés Positivo
RR115 1,50 0,60 3,53 + (fraco) Duas Positivo
RR334 2,37 0,89 3,563 + (fraco) Duas Positivo

Os 500 espécimes de doadores aleatérios foram testados no ensaio imunoblot da

presente invengdo e também no protétipo do ensaio de Chagas Abbott PRISM®. No imuno-
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ensaio da presente invencgso, um espéecime forneceu uma banda teste 1+ Unica e dois ou-
tros mostraram uma banda teste (+/-) fraca. Nenhuma destas amostras foi reativa no ensaio
de Chagas Abbott PRISM® nem nos dois ELISAs; consequentemente, estas amostras nao
foram enviadas para RIPA. Tendo em vista os resultados negativos obtidos com estes trés
espécimes nos trés ensaios de comparagéo, a reatividade limitada observada no ensaio
imunoblot da presente invencao parece ser nao especifica.

Dos 271 espécimes com vérios estados da doenga ou substancias potencialmente
interferentes testados no ensaio imunoblot da presente invengao, 265 ndo mostraram ban-
das teste, quatro forneceram uma banda 1+ Unica, e dois mostraram trés bandas teste. Os
quatro espécimes com uma banda teste Unica foram n3o reativos no ensaio de Chagas Ab-
bott PRISM®. Entretanto, ambos os espécimes mostrando trés bandas teste também foram
reativos no ensaio de Chagas Abbott PRISM®, ELISA-l, e ELISA-II, e foram confirmados
como positivos no RIPA (Veja Tabela 5, abaixo). Adicionalmente, conforme mostrado na
Tabela 5 abaixo, trés espécimes que forneceram valores S/CO acima de 0,90 no ensaio de
Chagas Abbott PRISM® nao foram confirmados por RIPA e ndo mostraram bandas teste no

ensaio imunoblot.

Tabela 5
Ensaio de Imunobilot
Chagas ELISA-| ELISA-II
. Bandas
Amostra ID Abbott (Lisato) (rAg) RIPA B
® teste pre- | Interpretagéo
PRISM S/CQ S/CQ
sentes

S/CQ
Protozoario?,

9,55 3,02 2,82 Positivo Trés Positivo
2e03
Hanseniase®,

9,96 2,36 2,92 Positivo Trés Positivo
3b10
HAMA?®, #1 11,92 0,32 1,10 Negativo | Nenhuma | Negativo
HSV-1, #2 0,92 0,65 0,15 Negativo Nenhuma | Negativo
HSV-2, #4 4,01 0,65 0,26 Negativo Nenhuma | Negativo

? Doador brasileiro, testado positivo para protozoario intestinal

® Doador brasileiro

¢ Anticorpos anti-camundongo humanos (“HAMA")

Com base nos resultados obtidos testando-se estes trés grupos de espécimes, que
totalizam 1.116, o esquema seguinte pode ser usado para interpretar os padrdes das ban-
das teste que aparecem nas imunotiras: a) nenhuma banda ou uma banda Unica — negativo;
b) duas ou mais bandas com pelo menos uma banda tendo intensidade de 1+ ou mais —

positivo; e ¢) bandas fracas multiplas (+/-) — indeterminado (Veja, Figura 3).
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Quando este esquema é aplicado aos padrbes das bandas teste obtidas com os
345 espécimes positivos de anticorpo para T. cruzi, todos sdo considerados positivos, assim
fornecendo uma sensibilidade de 100 % (345/345). Com os 500 espécimes doadores aleato-
rios, 497 ndo mostraram bandas teste, dois mostraram uma banda 1+ Unica, e 1 mostrou
uma banda fraca (+/-); assim todos sio negativos e a especificidade resolvida € de 100 %
(500/500). Finalmente, usando este esquema, o ensaio imunoblot da presente invencgéo
mostrou uma especificidade resolvida de 100 % (269/269) nos 271 espécimes com estados
da doenga ou substancias interferentes.

Durante o desenvolvimento do ensaio de Chagas Abbott PRISM® e do ensaio imu-
noblot, aproximadamente 42.000 espécimes de soros e plasma desassociados de doadores
aleatérios dos Estados Unidos foram testados e foi descoberto que 21 que foram repetida-
mente reativos na zona cinza no ensaio de Chagas Abbott PRISM®. Seis espécimes no ulti-
mo grupo foram reativos em ELISA-I e ELISA-II, e foram confirmados como positivos por
RIPA (Veja Tabela 6, abaixo). Cinco destes seis espécimes mostraram trés ou quatro ban-
das teste no ensaio imunoblot e assim foram interpretados como positivos. O sexto espéci-
me neste grupo, #5060, ndo pode ser testado no ensaio imunoblot, pois ele foi esgotado

antes que o desenvolvimento do (ltimo tenha sido iniciado.

Tabela 6
Ensaio de Imunoblot
Chagas ELISA-I ELISA-II
} Bandas
Amostra ID | Abbott (Lisato) (rAg) RIPA _
® teste pre- | Interpretacgéo
PRISM S/CQ S/CQ
sentes

S/ICQ
#437 10,9 3,568 2,31 + Quatro Positivo
#5060 6,78 2,64 7,27 + NT* NA
#161 7.85 2,89 8,10 + Quatro Positivo
#S2712 2,90 1,46 5,00 + (fraco) Trés Positivo
#S108677 1,58 1,13 2,74 + Trés Positivo
#P91 7,92 2,53 3,20 + Quatro Positivo

*NT= néo testado devido ao volume insuficiente

Os quinze espécimes reativos no ensaio de Chagas Abbott PRISM® remanescen-
tes, a maioria dos quais tem S/COs relativamente baixos, foram todos negativos por RIPA
(Veja Tabela 7, abaixo). Todos foram negativos em ELISA-I, porém dois foram reativos e
dois se apresentaram na zona cinza em ELISA-Il. No ensaio imunobilot, oito destes 15 espé-
cimes ndo mostraram bandas teste e os outros sete mostraram uma banda unica, incluindo
#1660 que mostrou uma banda FP3 Gnica como a Tira 3 na Figura 2. Assim, todos os quin-

ze foram resolvidos como negativos quando o esquema de interpretagdo descrito acima foi
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aplicado.
Tabela 7
Ensaio de Imunobiot
Chagas ELISA-I ELISA-II
Amostra ID | Abbott (Lisato) (rAg) RIPA Bandas teste -
Interpretagao
PRISM® | S/CQ S/ICQ presentes
S/ICQ
#P1497 2,92 0,26 2,23 Neg Nenhuma Negativo
#P1660 2,64 0,42 2,75 Neg Banda - (2+) Negativo
de FP3 unica
#P1705 1,50 0.45 0,13 Neg Nenhuma Negativo
Banda (+/-)
#P1788 1,05 0,37 0,13 Neg fraca de TcF | Negativo
dnica
#P2171 1,66 0,47 0,14 Neg Nenhuma Negativo
Banda (+/-)
#P3881 1,61 0,23 0,12 Neg fraca de TcF | Negativo
Unica
#P6257 2,13 0,47 0,14 Neg Nenhuma Negativo
Banda (+/-)
#P6817 2,65 0,88 0,58 Neg fraca de | Negativo
FP10 dnica
Banda (+/-)
#P7087 1,00 0,29 0,14 Neg fraca de FP6 | Negativo
unica
#P7957 2,25 0,56 0,90 Neg Nenhuma Negativo
Banda (+/-)
#P8956 0,90 0,77 0,18 Neg fraca de TcF | Negativo
unica
#P9026 1,12 0,42 0,16 Neg Nenhuma Negativo
#P9228 1,81 0,24 0,17 Neg Nenhuma Negativo
#P9807 1,00 0,38 0,34 Neg Banda de Negativo
FP6 unica
#5S108760 1,83 0.64 0,95 Neg Nenhuma Negativo

O ensaio de Chagas imunoblot da presente invengéo fornece 14 dominios antigéni-

cos distintos, incluindo segmentos repetitivos, assim como nao repetitivos, em apenas qua-
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tro bandas teste (Veja Tabela 1). Este arranjo mantém o potencial para reduzir marcada-
mente o risco de reacgao falso negativo, enquanto ao mesmo tempo considera o esquema de
interpretagdo simples apresentado na Figura 3. Este esquema de interpretagéo foi desen-
volvido analisando-se os resultados obtidos conduzindo-se o ensaio imunoblot da presente
inveng&o nos trés grupos de espécimes positivos e negativos descritos acima. Os resultados
indicam claramente que a reatividade em duas bandas teste é necessaria para uma interpre-
tacdo positiva. A adogdo de um esquema de interpretagdo em que duas bandas teste reati-
vas sdo necessarias para a confirmagédo de anticorpos anti-T.cruzi esta de acordo com a
interpretacdo dos western blots usados para confirmar HIV (Veja, Maldarelli, F., “Diagnosis
of human immunodeficiency virus infection”, p. 1506-1527. Em G. L. Mandell, J.E. Bennett,
R. Dolin (eds), Principles and Practice of Infectious Diseases. John Wiley & Sons, New York)
e Lyme borreliosis (Veja, Aguero-Rosenfeld, M.E., Clin Microbiol., Rev., 18:484-509 (2005))
e com o ensaio imunoblot recombinante para anticorpos para HCV (Veja, Tobler, L.H.,
Transfusion, 40:917-923 (2000)), todos os trés dos quais exigem mais do que uma banda
teste reativa para identificagdo positiva de uma infecgdo especifica.

Além disso, com respeito ao ensaio imunoblot da presente inveng&o, conforme indi-
cado, no grupo de 345 espécimes conhecido ser positivo em relagdo a anticorpos para T.
cruzi, a sensibilidade do ensaio foi de 100 %. Este resultado foi particularmente interessante,
dada a diversidade geografica dos espécimes (Veja Tabela 3 acima) e o fato de que ndo ha
pré-selegado para titulagdes altas. Todos os espécimes neste grupo foram reativos no ensaio
de Chagas Abbott PRISM® e no ELISA-Il recombinante, porém seis dos 272 espécimes tes-
tados no ELISA-I com base em lisato foram negativos. Todos os seis foram fraco positivos
no RIPA, e estes resultados sugerem gue uma faixa ampla de reatividade com antigenos de
T. cruzi esteve presente no grupo de 345 positivos e que o ensaio imunoblot € capaz de de-
tectar positivos de titulagéo baixa.

Nos dois grupos de espécimes presumidamente negativos de anticorpo para 7. cru-
zZi, a especificidade do ensaio imunoblot da presente invengao foi de 100 % quando o es-
quema interpretativo descrito acima e mostrado na Figura 3 foi usado. Os 500 espécimes
doadores aleatérios do Texas, todos os quais foram negativos no ensaio imunoblot, também
foram negativos no ensaio de Chagas Abbott PRISM® e nos dois ELISAs e assim, ndo foram
testados no RIPA. Nos 271 espécimes de reacdo potencialmente cruzada testados, dois
espécimes brasileiros, de doentes com hanseniase e uma infecgéo por protozoario intesti-
nal, foram positivos no ensaio imunoblot (irés bandas teste) e também foram claramente
positivos nos outros ensaios, incluindo RIPA, assim sugerindo que estes s&o verdadeiro po-
sitivos (Veja, Tabela 5, acima). Os trés espécimes dos Estados Unidos foram reativos no
ensaio de Chagas Abbott PRISM® e um foi reativo por ELISA-II; entretanto, todos foram ne-

gativos no ELISA-I e RIPA. Com importancia, nenhum destes espécimes mostrou quaisquer
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bandas teste no ensaio imunoblot da presente invengéo, assim sugerindo que o ultimo é
uma ferramenta util para resolver espécimes que sdo discordantes em outros ensaios. Ge-
ralmente, a especificidade resolvida do ensaio imunoblot neste grupo desafiador de espéci-
mes foi de 100 % (269/269).

O estudo de um grupo final de espécimes também demonstra a utilidade do ensaio
imunoblot da presente invengdo como um teste confirmatério. Conforme explicado acima,
em estudos de aproximadamente 42.000 doadores aleatérios dos Estados Unidos desasso-
ciados, 21 espécimes foram reativos no ensaio de Chagas Abbott PRISM® ou no ensaio
imunoblot. Seis das amostras foram globalmente positivas, e as cinco para que trés apre-
sentem volume suficiente remanescente foram claramente positivas no ensaio imunoblot, o
qual mostra trés ou quatro bandas teste (Veja Tabela 6, acima). Com respeito aos resulta-
dos obtidos com os outros 15 espécimes no ensaio de Chagas Abbott PRISM® (Veja Tabela
7, acima), todos estes espécimes apresentaram S/COs relativamente baixos no ensaio de
Chagas Abbott PRISM® e foram algumas vezes reativos, porém basicamente negativos no
ELISA-I. Quatro dos 15 espécimes foram reativos no ELISA-Il Com importancia, todos os 15
espécimes foram negativos no RIPA, e novamente deve-se mencionar que todo o teste
RIPA foi feito as cegas. Finalmente, todos os 15 espécimes também foram negativos no
ensaio imunoblot. Como € evidente na Tabela 7, cerca da metade dos espécimes mostrou
alguma reatividade, porém nenhuma foi positiva quando o esquema de interpretacdo descri-
to acima e mostrado na Figura 3 foi usado. Levando em consideragdo que estes 15 espéci-
mes s&o na maioria das vezes desafiadores no grupo total de 42.000 testados, foi inespera-
do que foram todos resolvidos pelo ensaio imunoblot da presente invengéo, de uma maneira
que foi 100 % concordante com os resultados do RIPA. Em conclusao, estas descobertas e
aquelas geradas testando-se outros grupos de espécimes estudados neste exemplo indicam
que o ensaio imunoblot da presente invengdo pode fornecer um teste exato para a confirma-
¢ao sorolégica de infecgdo por T. cruzi crénica.

Uma pessoa habilitada na técnica avaliaria prontamente que a presente invengao
esta bem adaptada para executar os objetivos e obter as finalidades e vantagens menciona-
das, assim como aquelas inerentes nesta. Os complexos moleculares e os métodos, proce-
dimentos, tratamentos, moléculas, compostos especificos descritos neste relatério sdo pre-
sentemente representativos de modalidades preferidas, sdo exemplares, e ndo s3o inten-
cionados como limitages no escopo da invengao. Sera prontamente evidente a uma pessoa
habilitada na técnica que substituicbes e modificagdes variadas podem ser feitas na inven-
¢édo divulgada neste relatdrio sem divergir do escopo e do espirito da invengao.

Todas as patentes e publicagdes mencionadas no relatério descritivo séo indicati-
vos dos niveis daqueles habilitados na técnica a que a invengao pertence. Todas as paten-

tes e publicagbes s&o, neste relatério, incorporadas como referéncia sob a mesma extens&o
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como se cada publicacdo individual fosse especifica e individualmente indicada para ser
incorporada como referéncia.

A invencao ilustrativamente descrita neste relatério pode ser adequadamente prati-
cada na auséncia de qualquer elemento ou elementos, limitagdo ou limitagdes que nao é
especificamente divulgado neste relatorio. Assim, por exemplo, em cada exemplo neste rela-
tério, qualquer um dos termos “compreendendo,” “consistindo essenciaimente de e “que
consiste de” pode ser substituido por qualquer um dos outros dois termos. Os termos e ex-
pressbes que foram utilizados sdo usados como termos de descri¢gdo e ndo de limitagao, €
nao ha intencdo quanto ao uso de tais termos e expressdes de excluir quaisquer equivalen-
tes das caracteristicas mostradas e descritas ou porgbes destes, porém é reconhecido que
varias modificagbes sdo possiveis dentro do escopo da invengdo reivindicada. Assim, deve
ser entendido que embora a presente invengdo tenha sido especificamente divulgada por
modalidades preferidas e caracteristicas opcionais, modificagdes e variagbes dos conceitos
divulgados neste relatério podem ser feitas por aqueles habilitados na técnica, e que tais
modificagdes e variagbes sdo consideradas dentro do escopo desta invengéo, conforme

definido pelas reivindicagbes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Método de identificar Trypanosoma cruzi em uma amostra de teste, o método
sendo CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

contatar uma amostra de teste de um ser humano com os quatro polipeptideos re-
combinantes FP3, FP6, FP10 e TcF; e

detectar a ligacdo de anticorpos presentes na dita amostra de teste a pelo menos
dois dos ditos polipeptideos recombinantes, a presenca da dita ligagao dos ditos anticorpos
a pelo menos dois dos ditos polipeptideos recombinantes indicando a presenca de Trypano-
soma cruzi na dita amostra de teste.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO peilo fato de que a
amostra de teste é selecionada do grupo que consiste de sangue, soro, plasma, saliva, flui-
do cérebro-espinhal e urina.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende ainda a etapa de contatar a amostra de teste com pelo menos um polipeptideo
recombinante adicional selecionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7, TCR39,
PEP-2, Ag36, JL9, TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160, CEA,
CRP, TcP2B8y-C29 e SA85-1.1.

4. Fase solida tendo imobilizados nesta os quatro polipeptideos recombinantes
FP3, FP6, FP10 e TcF, e um primeiro controle e um segundo controle, CARACTERIZADA
pelo fato de que o primeiro controle ou o segundo controle é imobilizado na fase sélida em
uma concentragdo que € menor do que o outro controle.

5. Fase sdlida, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de
que tem ainda imobilizado nesta pelo menos um polipeptideo recombinante adicional sele-
cionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7, TCR39, PEP-2, Ag36, JL9, TCNA, T-
cLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160, CEA, CRP, TcP28y-C29 e SA85-1.1.

6. Fase solida, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de
que a dita fase solida é selecionada do grupo que consiste de nitrocelulose, nailon, plastico
e papel.

7. Fase sdlida, de acordo com a reivindicacdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de
que a dita fase solida € uma tira tendo os ditos polipeptideos imobilizados nesta.

8. Fase solida, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de
que os ditos polipeptideos sdo arranjados como bandas separadas na dita fase sélida.

9. Método de diagnosticar Trypanosoma cruzi em um paciente, o método sendo
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

contatar uma amostra de teste obtida de um paciente com uma fase soélida, em que
a dita fase sélida tem imobilizados nesta os quatro polipeptideos recombinantes FP3, FP6,

FP10 e TcF como bandas teste separadas, e um primeiro controle e um segundo controle,



10

15

20

25

ainda em que o primeiro controle ou o segundo controle € imobilizado na fase sdlida em
uma concentragao que € menor do que o outro controle de modo a compreender um contro-
le baixo;

contatar a fase sélida com pelo menos um reagente de detecgao;

detectar a ligagdo de anticorpos presentes na amostra de teste identificando-se a
presenga de um sinal em cada uma das bandas teste;

comparar a intensidade de qualquer sinal identificado em uma banda teste para um
polipeptideo recombinante com a intensidade do sinal do controle baixo;

em que a identificagdo de um sinal em pelo menos duas bandas teste dos polipep-
tideos recombinantes indica a presenga de T. cruzi na dita amostra de teste, contanto que
pelo menos um dos sinais identificados em uma banda teste para um polipeptideo recombi-
nante tenha uma intensidade comparavel aquela do controle baixo.

10. Método, de acordo com a reivindicagdao 9, CARACTERIZADO pelo fato de que
a amostra de teste é selecionada do grupo que consiste de sangue, soro, plasma, saliva,
fluido cérebro-espinhal e urina.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que
a dita fase sélida é selecionada do grupo que consiste de nitrocelulose, nailon, plastico e
papel.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que
a fase sdlida tem ainda imobilizado nesta pelo menos um polipeptideo recombinante adicio-
nal selecionado do grupo que consiste de JL8, TCR27, JL7, TCR39, PEP-2, Ag36, JL9,
TCNA, TcLo1.2, TS, TcD, TcE, FCaBP, Tc-28, Tc-40, FL-160, CEA, CRP, TcP28\-C29 e
SA85-1.1.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que

a dita fase sdlida € uma tira tendo os ditos polipeptideos imobilizados nesta.
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RESUMO
“METODOS PARA A DETECGCAO E DIAGNOSE DE INFECCAO POR
TRYPANOSOMA CRUZI
A presente invencao refere-se a diagnose de infecgéo por Trypanosoma cruzi.
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