¥y ¥ ¥y

Eclética Quimica
@m@ atadorno@iqg.unesp.br
Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho
Brasil

Zanoni, T. B.; Carlos, I. Z.; Tognolli, J. O.; Yamanaka, H.; Ferreira, A. A. P.
Otimizacao de ELISA empregando a proteina Tc85-11 e planejamento fatorial
Eclética Quimica, vol. 31, nim. 1, janeiro-marco, 2006, pp. 63-71
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Araraquara, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42931108

Como citar este artigo

Numero completo : P,
P Sistema de Informacao Cientifica

Mais artigos Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no &mbito da iniciativa Acesso Aberto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=429
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42931108
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=42931108
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=429&numero=3260
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42931108
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=429
http://www.redalyc.org

ECLETICA
Cluimica

www.scielo.br/eq
Volume 31, nimero 1, 2006

Otimizacao de ELISA empregando a proteina Tc85-11
e plang amento fatorial

T. B. Zanoni?, |. Z. Carlos?, J. O. Tognalli®, H. Yamanaka?, A. A. P. Ferreira™
‘Centro Univ. Bardo Maud, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Ribeirdo Preto (SP), Brasil;
2Unesp, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara (SP), Brasil;
3Unesp, Instituto de Quimica, Araraquara (SP), Brasil
*antoferr @posgrad.ig.unesp.br

Resumo: A doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e a deteccéo de anti-
corpos anti-T. cruzi no soro € um método para diagnosticar a doenca. Neste trabalho, ELISA indi-
reto foi otimizado para a detec¢éo de anticorpos no soro de pacientes com doenga de Chagas
empregando a proteina Tc85-11 (Ag) da superficie do parasita tripomastigota. Na otimizagéo das
condic¢des experimentais foi aplicado planejamento fatorial completo para os parametros tempo
de incubagdo, diluicdes do Ag (0,08 mg mL-1), anticorpo primario (Ac) e anti-1gG conjugada com
a peroxidase (Ac*). Os melhores resultados foram obtidos nas seguintes condi¢des: 0,14 mg
Ag/poco, 60 min para o tempo de incubacéo, dilui¢cdes de 1:35 e 1:1000 para Ac e Ac*, respecti-
vamente. O valor do limiar de reatividade (“cut off”) foi A s50,m = 0,371. O ELISA indireto foi
aplicado em amostras de soros de pacientes infectados com doenga de Chagas e pacientes com
diferentes doengas sistémicas. A proteina Tc85-11, a qual esta envolvida com a adesdo do para-
sita na célula hospedeira, € também apropriada para o diagnéstico soroldgico da doenca de
Chagas.

Palavras-chave: T. cruz; Tc85-11; ELISA; doenga de Chagas.

Introducdo

A doenga de Chagas é um relevante prob-
lema de salide publicana Américado Sul, Central
e México. Estima-se que 16-18 milhdes de pes-
soas estdo infectadas e cerca de 25% da popu-
lacdo da Ameérica Latina estdo sob o risco de con-
trair a infeccdo, de acordo com a Organizagdo
Mundial de Salde [1]. A doenca é causada por
um protozoério flagelado, Trypanosoma cruz (T.
cruz), que possui trés formas em seu ciclo de
vida: epimastigota, amastigota (forma proliferati-
va) e tripomastigota (forma invasiva nas células).
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A transmisséo da doenca pode ocorrer através de
insetos hematofagos (“barbeiros’), transfusio
sanguinea, via congénita, transplantes de 6rgdos e
inoculagdo acidental em laboratério [2]. As
afecgdes que causam sdo cardiacas, digestivas
e/ou neurol dgicas, que variam segundo as regides
da América e os individuos infectados [ 3].

O diagndstico laboratorial da infeccéo
pelo T. cruz pode ser realizado por meio dabusca
do parasita ou da resposta imune do hospedeiro
infectado empregando-se habitualmente sangue
venoso. A detecgdo de anticorpos anti- T. cruzi na
pesquisa sorol égica é o método de escolha parao
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diagndstico etiolégico da doenca de Chagas na
fase cronica, considerando a especificidade e a
sensibilidade dos testes empregados na rotina de
andlises clinicas, embora apresente algumas lim-
itagdes inerentes a sua propria natureza. Na fase
aguda da doenca de Chagas, anticorpos das class
es IgM e IgG sdo detectaveis e na fase cronica,
anticorpos daclasse IgG [4]. Os niveis de reativi-
dade diferem para cada método e de acordo com
a findidade de diagndstico. Dentre os testes
soroldgicos mais utilizados durante a fase croni-
ca, destaca-se o teste imunoenzimético ELISA
("Enzyme Linked Immunosorbent Assay”)
cabendo a Voller et al. [5] a sua aplicacdo na
determinag&o de anticorpos anti-T. cruz.

A literatura tem registrado diferentes
antigenos no teste sorol6gico ELISApara doenga
de Chagas, por exemplo, antigenos ndo-purifica
dos [6], purificadog] 7], secretado-excretado [8] e
recombinantes9, 10].

Apartir da superfamilia das gp85/trans-siali-
dases, componente da superficie do parasita,
Marroquin-Quelopana Jr. et al. descobriram umadas
moléculas da forma tripomastigota do T. cruz
(Tc85-11) pertencentes afamilia Tc-85[11]. Esta
importante molécula esta caracterizada como
molécula de adesdo e internalizag8o do parasitaa
célulahospedeira. Aproteina Tc85-11 foi emprega
da no desenvolvimento de imunossensor amper-
ométrico para a detecgdo de anticorpos anti-T. cruz
em soros de pacientes chagésicos [ 12]. Os resultados
demonstraram que a proteina Tc85-11 & também um
antigeno que reage com o anticorpo anti-T. cruz.

Considerando a importancia dos testes
sorol égicos na prética clinica para o diagndstico da
doenca de Chagas, o presente estudo refere-se ao
emprego da proteina recombinante purificada
Tc85-11 de T. cruzi com aplicagéo de planejamen-
to fatorial completo na otimizagdo de ELISA indi-
reto. Atuamente, na otimizag&o de métodos analiti-
cos, 0 plangjamento fatorial tem sido bastante uti-
lizado para avaliar a significancia das variave's,
bem como indicar as melhores condi¢Bes para
obtencdo dos melhores resultados [13 —15].

M ateriais e métodos

A proteina Tc85-11 (0,08 mg mL-1) gentil-

mente cedida por Walter Colli e Maria JiliaM.
Alves (Ingtituto de Quimica da USP, S&o Paulo) foi
sintetizada, purificada por cromatografia de
afinidade e sua pureza verificada em gel de poli-
acrilamida-SDS 9% por DéboraR. Oliveira[16].
Os ensaios foram realizados em tiras de polie-
stireno de 96 pocos (Corning, NY), mediante titu-
lacdo nas diferentes etapas do teste imunoenz-
imético e feita aleitura espectrofotométrica a 450
nm (A4s) em leitor de ELISA (Organon Teknika).

O procedimento andlitico do teste qualitati-
vo do antigeno recombinante Tc85-11 de T. cruz
por imunoensaio ELISA consistiu no seguinte: a)
Aplicac8o de 100 mL daamostra protéica diluida
em solugdo tampéo bicarbonato 0,05 mol L-1, pH
9,6, nos pogos (“well”) daplacade ELISA eesta
incubada a 4°C durante 18 horas; b) Lavagem com
PBS-T 0,05%, trés vezes de 60 segundos; d) Apds
escoamento, cada poco recebeu 100 mLde solugéo
PBS-T 0,05% contendo 5% de leite desnatado
(Nestlé), com incubagdo a 37°C, durante 60 minu-
tos; lavagem dos pocgos conforme item b; d) Os
pocos sensibilizados com o antigeno Tc85-11 deT.
cruz receberam 100 mL do soro controle positivo
diluido em solugé@o de bloqueio e incubados a
37°C, durante 30 ou 60 minutos; €) Lavagem dos
pocos conformeitem b; f) Aplicagdo de 100 mL da
solucdo contendo anticorpos monoclonais anti-
IgG humana conjugado com peroxidase (1gG
humana conjugada com enzima Horseradish
Peroxidase, Sigma-Aldrich) (1,66 mg de proteinas
por mL) diluida em solugdo de blogueio e
incubacdo a 37°C, durante 30 ou 60 minutos;
lavagem dos pocos conforme item b; g) Adicdo de
100 mL das solugdes de TMB (tetrametilbenzidi-
na) e peréxido de hidrogénio na proporgéo de 1:1
e incubacdo de 10 minutos naausénciadeluzea
temperatura ambiente; h) Adi¢do de 100 mL de
solugdo &cido sulfurico 1 mol L1 eleitura espec-
trofotométricadastiras.

Aotimizagdo do ELISAindireto foi divi-
dida em etapas, sendo a primeira relacionada com
a avaliacdo das melhores dilui¢bes do antigeno
(Ag), anticorpos primério (Ac) e secundario (Ac*)
apartir de estudos preliminares, enquanto que na
segunda etapa do plangjamento experimental
definiu-se 0 melhor tempo de incubacdo e limiar
de reatividade para 0 imunoensaio. Em ensaios
preliminares avaliaram-se as diluicbes do Ag, Ac e
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Ac* utilizando plangjamento fatorial 28 em tripli-
cata, com 3 varidveis (Ag, Ac, Ac*) em doisniveis
devariacdo. Os niveis de variacdo foram de 0,14 e
0,20 mg/poco parao Ag de T. cruz, diluigdes de
1:40 e 1:80 parao Ac e de 1:1000 e 1:2000 parao
anticorpo conjugado com peroxidase; nas etapas
deincubacdo o tempo foi de 60 minutos. Paramel-
hor definir as diluicdes ideais das variaveis (Ag,
Ac eAc*) foi empregado o tipo de plangjamento
composto central, resultando 20 experimentos, em
duplicata. O planejamento composto central uti-
lizado nesse trabalho compreende o plangjamento
estatistico fatorial 23, ponto central e o delinea-
mento em estrela [13]. Na defini¢do do melhor
tempo de incubagdo do imunoensaio ELISA
empregou-se plangjamento fatorial 22 em duplica-
ta, com 2 varidveis (t,.: tempo de incubagdo para
0 Ac; ty: tempo de incubacdo parao Ac” ), resul-
tando 4 experimentos. E importante ressaltar que a
ordem de realizag&o dos experimentos foi definida
aleatoriamente. Asignificancia dos efeitos das var-
idveis e das possivei s interagOes entre elas foi anal-
isada estatisticamente utilizando a andlise de var-
idncia (ANOVA) e com base nos gréficos de
Pareto (Figuras 1 e 3). Os valores dos efeitos prin-
cipais e deinteragdo (valor de P) foram calculados
empregando o programa estatistico MINITAB
Statistical Software Release 13.

Ap6s a otimizagdo dos parédmetros experi-
mentais, empregou-se para a prova sorolégica
ELISA um “pool” de soros positivos (n = 10) como
controle positivo e 10 soros controles negativos
para Chagas na determinac&o do limiar de reativi-
dade. Os soros controles positivos e negativas, con-
firmados pelas técnicas convencionais em sorolo-
gia (EL1SA e imunofluorescénciaindireta), prove-
nientes de uma soroteca e sem identificagdo dos
pacientes correspondentes as amostras foram cedi-
dos pelo Laboratério de Sorologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Unesp. O limiar de
reatividade foi determinado a partir da média arit-
mética das densidades épticas das amostras de
SOros negativos acrescida de duas vezes 0 desvio
médio das densidades Opticas e uma zona de inde-
terminacdo de + 20%.

Procedeu-se 0s ensaios com 3 amostras de
soros positivos para Chagas (S1+, S2+ e S3+) e
na determinagdo de reagles cruzadas com soros
de pacientes com doengas inflamatdrias ou infec-
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ciosas cronicas: 3 soros de leishmaniose sp (L1,
L2 elL3), 1 artrite reumatGide (A), 1 esquistosso-
mose (E), 1 hanseniase (H) e 1 paracoccid-
ioidomicose (P) expedidos pelo Instituto Adolf
Lutz (S8o Paulo, SP), Instituto Lauro de Souza
Lima (Bauru, SP) e Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Unesp (Araraquara, SP).

Resultados e discussdo

InvestigagBes preliminares indicaram
que as melhores tendéncias obtidas no planeja-
mento fatorial 23 foram nas dilui¢fes de 0,14
mg/poco, 1:40 e 1:1000 parao Ag de T. cruz,
Ac e Ac*, respectivamente. A partir dos resulta-
dos do fatorial 23, executou-se o planegjamento
central composto com 06 repeticdes de ensaios
no ponto central.

Verifica-se na Tabela 1 a matriz dos val-
ores empregados no planejamento composto cen-
tral e os resultados das leituras de absorbéancia
(A 450) desta etapa de experimentos para definir as
diluicdes ideais das varidveis: Ag (mg/pocgo), Ac
e Ac*. Na Tabela 2 sdo apresentados os valores
estatisticos na andlise das dilui¢des das variaveis
(Ag, AceAc*) isoladas e combinadas e na Figura
1 o gréfico de Pareto para o plangamento com-
posto central.

Paraas dilui¢des do Ag, Ac e Ac* (Figura
1) avariavel significativafoi o antigeno (Ag) eo
seu termo quadrético. A Figura 2 representa 0s
gréficos de superficie de respostas tridimension-
ais e de contornos bidimensionais obtidos para as
interagBes das variaveis estudadas a partir do
plangjamento composto central. Cada contorno
corresponde a uma altura particular da superficie
de resposta e em cada linha a resposta foi con-
stante. Observa-se visualmente nos graficos de
superficies tridimensionais que a resposta no
ponto 6timo foi 0 ponto maximo. Examinando os
gréficos de contornos, pode-se verificar que o
processo foi sensivel as mudangas das variaveis e
gue a melhor resposta se encontra na regido cen-
tral do elipsdide com maior atura da superficie
de resposta. Verificou-se que as melhores
condicOes para as diluigdes do Ag Tc85-11de T.
cruz, Ac e Ac* foram 0,14 mg/pogo, 1:35 e
1:1000, respectivamente.
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Tahela 1. Matnz de plinepments composto central & valoms de absorbdncia em
ELISA empregando o antigero ToB5-11,

B Vandvers Hesmbado Desvio Padrin
Ensaios {mddiak®
‘:'&E Ac Ac# ."al.ﬁl-\{;

i 12 130 1:5060 {15323 047
2 (16 130 1-50H) 0,497 i
3 12 1:50 1:50:0 {3401 34015
4 1 1:50 1:50:0 {34659 3028
5 12 1:30 B iS00 0.3:3 0,024
el 16 1:300 0500 LU © ¥ i, (Rl
T 12 150 L1500 {.251 (b (K57
B 1% 150 B RSO0 {1161 [ENEERE
4 11 1: 4k FRR LAY {1,577 0 26
[H 17 1=l PR LA {1,533 (x (8
11 14 1:23 e B i 192 124
12 14 1:57 FRR LI 0,753 EREE T
13 14 14k 1:15%9 1,774 (LOET
14 14 14k B840 .70 (b (W3
15 014 1: 4k ER LI {138 0103
113 14 Ll LI D8  (¥18
17 14 Ll FRR LI (0.914 (3 (54
15 14 14 FR I 814 0, (55
1% 14 14 FR I {1,054 118
20k 14 1:4ix FERECIIH {864 (W3l

¥ Bissains seadizailo s e diplicata

Tabela 2. Valores estatisticos paraos principais
efeitos e as interagcdes do planejamento
composto central.

Variavel T P
Ag 2,665 0,024
Ac 0,390 0,705

Ac* 0,063 0,951
Ag.Ag 2,948 0,015
Ac.Ac 0,981 0,350

Ac*.Ac* 0,831 0,426

AgAc 0,112 0,913
AgAc* 0,010 0,992
AcC.Ac* 0,240 0,815

T =Teste T (Gréfico de Pareto)
P = Probabilidade
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Apbsdefinir asdiluicdesdo Ag, AceAc*,
procedeu-se o plangjamento fatorial 22 com 2
varidveis (tempo de incubagdo de 30 ou 60 min-
utos parao Ac (tao) e parao Ac* (tae+). Observar
sepelaTabela3 amatriz dos valores empregada
no plangjamento fatorial 22 e os resultados das
leituras de absorbancia (A,sp) desta etapa de
experimentos para melhor definir o tempo de
incubac@o do imunoensaio ELISA. Na Tabela4
s80 mostradas os vaores estatisticos para 0s
efeitos principais e as interagdes e na Figura 3 o
gréfico de Pareto para o plangjamento fatorial 22.

Na definicio do melhor tempo de
incubacdo, foram variaveis significativas os
tempos de incubagéo para ambos os anticorpos
(Ac e Ac*) e ainteragdo entre elas conforme
apresentado na Figura 3. A Figura 4arepresenta

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 31(1): 63-72, 2006
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Figura 1 Gréfico de Pareto do plangjamento composto central obtido para diluicbes Ag, Ac e Ac* (a
linha vertical representa a porcentagem cumulativa das variaveis).

os gréficos de efeitos principais, empregando
plangjamento fatorial 22, para o fator tempo de
incubagdo dos anticorpos primario e secundério.
Esse gréfico linear ilustra a variagdo média das
respostas em funcéo da mudanca do tempo de
incubacdo, mantendo constantes as dilui¢bes do
Ag, Ac e Ac* definidas no planegjamento central
composto. Os resultados mostraram que essas
interacdes ocorrem melhor com o tempo de 60
min em ambas as etapas de incubacéo do imu-
noensaio. A Figura 4b mostra os efeitos de inte-
racéo para os tempos de incubagdo (ta. € tac)
sobre o imunoensaio ELISA e demonstra que o
efeito provocado pela mudanga do nivel do fator
taer Naresposta é dependente do nivel do fator
tac, pOrtanto existe interagdo entre esses fatores.
Os efeitos de interagoes (tactac+) S0 superiores
com o tempo de 60 min de incubag&o na for-
mag&o do imunocomplexo, fato observado sobre
aresposta (absorbancia).

A partir das diluicbes e tempos de
incubacdo definidos nas etapas de otimizagdo,
determinou-se o limiar de reatividade (“cut off”)
para a proteina Tc85-11. A média aritmética das
A 50 de 10 amostras de soros padrdes negetivos
(0,317), acrescida de duas vezes o desvio médio
(0,027) das medidas de absorbancia[17] resultou
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no vaor de “cut off” de 0,371. O referido valor
esta representado na Figura 5 na forma de linha
continua; considerando + 20%, a zona de indeter-
minagdo estd compreendida entre 0,445 e 0,297.

O emprego dessa proteina em imunoen-
saio ELISA indicou resposta positiva para os
soros de pacientes chagasicos e reatividade
cruzada com dois soros de leishmaniose (L2 e
L3) e com o de paracoccidioidomicose (Figura
3). Soros de pacientes com artrite reumatGide e
esguistossomose apresentaram resultados incon-
clusivos e correspondem as densidades opticas
dentro da zona deindeterminagdo de = 20% tendo
como base o limiar de reatividade de cada
antigeno empregado no imunoensaio ELISA.
N&o se confirmou reacdo cruzada com soro de
hanseniase.

Deve-se levar em consideragdo que o
nimero de soros de pacientes chagésicos e de
pacientes com outras patologias € considerado
insuficiente para a validacdo do teste e que as
reacOes cruzadas, principadmente com leishma-
niose, descritas em diversos estudos com técnicas
sorolégicas, é aprincipa enfermidade infecciosa
gueinterfere nos resultados sorol 6gicos dando fal-
Sos positivos. Isto é atribuido ao fato de que os pa
rasitos do género Leishmania pertencem a mesma
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Figura 2 Superficies de respostas tridimensionais e contornos bidimensionais obtidos pela andlise do
plangjamento composto central: (a) diluicbes do Ac e Ac*; (b) diluicbes do Ag e Ac*; (c) diluigdes do
AgeAc.
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Tabela 3. Matriz de plang amento do experimento fatorial 2 e val ores de absorbancie
obtidos em diferentes tempos de incubag&o do imunoensaio ELISA empregando

0 antigeno Tc85-11.

Ne Variaveis Resultado Desvio Padréo
Ensaios (média)
tac tacr Auso
1 30 30 0,538 0,018
2 60 30 0,624 0,016
3 30 60 0,665 0,054
4 60 60 0,881 0,002

Tabela 4. Matriz de planejamento do
experimento fatorial 22e valores de absorbancia
obtidos em diferentes tempos de incubac&o do
imunoensaio ELISA empregando o antigeno
Tc85-11.

Variavel T P
tac 7,17 0,002
tacr 9,10 0,001

tAc.tAc* 3,09 0,037

T =Teste T (Gréfico de Pareto)
P = Probabilidade

familia de Trypanosomatidae, compartilhando os
determinantes antigénicos. Cannova et al. [6]
obtiveram regtividade cruzada com leishmaniose e
malria empregando extrato bruto de epimastigo-
tas (8 mg mL-1) ediluicdo do soro humano 1:100
em ELISA. A existéncia de reagOes cruzadas tem
levado pesquisadores a procurar antigenos mais
especificos, submetendo os parasitos obtidos nos
cultivos a processos de purificagdo de seus com-
ponentes. O emprego de antigenos purificados tem
elevado a especificidade das reagOes [7]. Esse
aumento da especificidade em ELISApara o soro-
diagnostico da doenca de Chagas foi estudado por

20 - e - 1
_:—-'-_‘-'_'_‘-'_'_
I
- &0
_.__-r"
=
60
0 - Z
b= 40 %
[]
oL
Variavel o a0 o
L 8, 10 P17 3,08
% ndiv. 470 370 B0
B Gurmul. A7 .0 1040

Figura 3 Gréfico de Pareto do planejamento fatorial 22 para os tempos de incubagdes do Ac e Ac* (a
linha vertical representa a porcentagem cumulativa das variaveis).
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Figura 4. (a) Gréfico de efeitos principais dos tempos de incubagdes (t, . e ta) € (b) gréfico de efeitos
de interac8o (t5tA) do plangamento fatorial 22 sobre a resposta absorbancia méxima no imunoen-

saio ELISAempregando o antigeno Tc85-11.

Umezawaet al. [8], empregando antigenos secre-
tado-excretado de tripomastigota (2 nmg mL-1),

diluicdo do soro humano 1:200 e tempos de
incubacdo de 60 minutos para as etapas de blo-

gueio, Ac e Ac*. Umezawa et al. [10] também

estudaram a combinagdo de trés antigenos recom-

binantes (B13, 1F8 e H49) deT. cruzi em ELISA,

apresentando ata sensibilidade e especificidade
nos testes sorol égicos. Com a mistura de antigenos
recombinantesde T. cruzi, CRAe FRA, Krieger et
al. [9] obtiveram resultados satisfatérios quanto a
sensibilidade em ELISA. Nesses trabal hos men-

cionados, empregando antigenos secretado-excre-

tado e recombinantes de T. cruz, n&o se verificou
areatividade cruzada com leishmaniose mediante
a amostragem de soros examinada. A utilizagdo
simultanea de testes com antigeno bruto, preferen-

cialmente com elevada sensibilidade, para contra-

balangar a possivel perda diagndstica de alguns
pacientes infectados que ndo apresentam, em seus
soros, anticorpos contra os antigenos recombi-
nantes [3] é aconselhavel. Esses motivos adquirem
mais relevancia em Bancos de Sangue, que devem
trabalhar com o méximo de sensibilidade.

Portanto, os esforgos devem ser dirigidos na busca
de um antigeno que permitaidentificar verdadeira-
mente os anticorpos produzidos contra T. cruz,

empregando soros bem caracterizados para cada
enfermidade.
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Conclusdes

Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que a proteina Tc85-11, envolvida na
adesdo e internalizagdo do parasita a célula hos-
pedeira, € também um antigeno que interage com
0 anticorpo anti-T. cruzi. O imunoensaio ELISA
otimizado constitui mais uma ferramenta de tra-
balho no diagndstico sorolégico da doenga de
Chagas, porém esse antigeno também apresenta
reacdo cruzada com leishmaniose.

No processo de otimizac¢do do imunoensaio
ELISA, o emprego de plangamentos experimentais
baseados em principios estatisticos tornou-se
importante para extrair do sissema em estudo o
méximo de informagdes Uteis, fazendo um nlmero
minimo de experimentos. Além do que, asvaridveis
podem influenciar mutuamente e o valor ideal pode
depender dainteracdo entre as variaves.
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T. B. Zanoni, |. Z. Carlos, J. O. Tognolli, H. Yamanaka, A. A. P. Ferreira. Optimization of
ELISA using Tc85-11 protein and factorial design.

Abstract: Chagas disease is caused by the Trypanosoma cruz (T. cruz) and the detection of anti-T.
cruz antibodies in the serum is amethod for diagnosis of the disease. In thiswork, indirect ELISAwas
optimized for detection of antibodies in patients sera with Chagas' disease using Tc85-11 protein (Ag)
from the trypomastigote surface of the parasite. The full factorial design for optimization of the exper-
imental conditions was carried out for the incubation time, dilutions of Ag (0.08 mg mL-1), primary
antibody (Ac) and anti-IgG conjugated with peroxidase (Ac*) parameters. The best results were
obtained with the following conditions: 0.14 mg Ag/well, 60 min incubation time, dilutions of 1:35 and
1:1000 for Ac and Ac*, respectively. The cut off value was A j50qm = 0.371. The indirect ELISA was
applied to sera Chagas' disease infected patients samples and patients with different systemic diseases.
Tc85-11 protein, which isinvolved in the adhesion of the parasite to host cell, is also suitable for sero-

logical diagnosis of Chagas' disease.

Keywords T. cruz; Tc85-11; ELISA; Chagas' disease.
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