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ANALISE DO TESTE DE ELISA ANTI-HIV-1 EM PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO

As reagOes falso-positivas em testes de ELISA (Enzima Linked
Immuno Sorbent Assay) podem acontecer.

O presente trabalho demonstra a existéncia de reagdo cruzada no
teste de ELISA anti-HIV em 33 pacientes de 0 - 15 anos com diagnéstico de
calazar. Foram observados 5 casos positivos para o teste de ELISA anti-HIV
na primeira reagdo e em 4 (12,12%) houve a permanéncia da positividade na
segunda reagdo sorologica. Estes pacientes positivos apresentaram Western
Blot anti-HIV negativos. Devido o estigma da infecgdo pelo HIV, fica
imperativo, em zonas endémicas de Leishmaniose Visceral Americana, nos
pacientes que tenham apresentado ELISA, anti-HIV positivo, a realizagio de
outro teste comprobatério do HIV (Western Blot).



INTRODUCAO

A leishmaniose designa um distiirbio causado pelos protozoarios do
género Leishmania Interessa-nos particularmente a leishmaniose visceral
Americana (LVA), que tem como agente causal a Leishmania donovani oul.
donovani chagasi. Os vetores destes parasitas sdo insetos voadores
Plebbtomos ou Lutzomia. Os principais hospedeiros destes parasitas sdo os
cdes. (2)

Os parasitas do género Leishmania foram observados por
Lunningham (1885) na India em casas de calazar; Furth em 1891, fez
observagdes semelhantes e propds o nome de sporoza furunculosa para as
grandes células que continham os esporos. Como o nome foj dado as células
que supds ser amebas € que hoje sabemos tratar-se de células do tecido, a
denominacgo de Firth ndo pode ser aceita para o protozoario. (16)

Posteriormente (1898), o cientista russo Boravsky descreveu com
detalhes estes parasitas em casos de leishmaniose cutidnea, sem Ihes dar nomes
ou estabelecer sua posigdo sistematica. Em 1903, Leishman reconheceu formas
redondas semelhantes nos tecidos de animais infectados por Tripanossoma.
(7). Ainda em julho de 1903, Donovan descreveu as mesmas parasitas na
moléstia denominada febre Dum-dum ou Calazar. Ross (1903), porém chegou
a conclusdo de que esse organismo ndo era um esporozoario, criando para ele
o0 género Leishmania. Laveran ¢ Mesnil (1903) retificaram o nome do agente
etiologico do Calazar para Leishmania Chagasi. (16). Nicole (1908) den o
nome de Leishmania Infantum ao parasita que produz o calazar ao
mediterrineo. Wright, em 1903, descreveu um organismo semelthante num caso

de botdo-do-oriente em uma crianga da Siria que tinha sido levada para




A leisshmaniose visceral, foi diagnosticada pela primeira vey na
América por Migone, em 1913, em Assungido. Posteriormente  foram
assinalados outros cagog sendo dois em 1926 (Mazza e Arias) e um em 1934
(Inda e Cols), na Argentina. Nesse ano H. Pena (do Laboratério do Servigo
Nacional de Febre Amarela na Bahia) relatou os primeiros casos no Brasil
encontrados pelo exame de amostras do figado colhidas para diagnéstico da
febre amarela. Foi criada 0 mesmo ano uma comissio do Instituto Oswaldo
Cruz para o estudo da etiologia e epidemiologia desta protozoose. (16,2)

Baseado nas provas soroldgicas de aglutinagdo, Marques da Cunha e
Evandro Chagas (1937) separaram a Leishmanig causadora da L.V.A. das
outras (L.donovani, I. infantum) denominando-a 7, chagasi. Em estudos
posteriores, porém o préprio Marques da Cunha (1938-1942) chegou a
conclusdo de que a soroaglutinacio nio se prestava para a separagio das
espécies do género Leishmania. Durante mais de vinte anos reinou a crenca de
que a leishmaniose visceral, em algumas regides do Brasil erg esporadica
quase uma curiosidade médica no Brasil. (16)

A partir de 1953 comegaram 2 surgir um nimero maior de casos
diagnosticados em vida, principalmente no Ceara (T. C. Aragdo, Mamedc ¢
outros clinicos locaic). Como se avolumassc o mimero de casos, 0 Governo
Federal criou a “Campanha Contra a Leishmaniose Visceral” cwa diregdo
entregou ao ilustre professor cearense Joaquim Eduardo Alencar, quando
foram realizados estudos que muito contribuiram para o esclarecimento dos
aspectos clinicos, epidemiolégicas ¢ terapéuticas do calazar neotropical,

importante endemia que ainda assola varios locais do pais (16).



A leishmaniose visceral americana ou calazar americano ou
neotropical € uma zoonose de canideos que se transmite ao homem pela picada
das fémeas de Luizomiq_ Longipalpis - pertencente 4 familia Psichodidae e &
subfamilia Pheebotominae - inseto hemat6fago considerado seu principal vetor
no Brasil. (10)

O periodo de transmissibilidade pedura enquanto os protozoarios
estiverem no sangue, onde persistem, as vezes, depois de tratamento e cura
clinica. Os fleb6tomos tornam-se infectantes sete a nove dias apds terem
sugado sangue contendo Leishmanias, assim permanecendo durante pouco
mais de trinta dias. Em fungdo de fatores geograficos, epidemiologicos e
clinicos, assim como da influéncia de conhecimentos acerca de transmiss3o,
dos reservatorios animais ¢ da Idade das pessoas acometidas, distingue-se
cinco tipos de leishmaniose visceral: o indiano, o mediterrineo, o neotropical
ou americano, o do sul da Unidio Soviética € o sudanés. O encontrado no Brasil
- neotropical ou americano - tem como principais reservatérios o cdo, 0 gato e
araposa (9,16, 22).

O diagnéstico do calazar em areas endémicas pode ser suspeitado
quando o paciente apresenta febre irregular ou recorrente, muitas vezes com
dois picos didrio, leucopenia e esplenomegalia; encontrando a forma
amastigota do parasita em esfregago de aspirado medular, de bago,
defigado de linfonados. (17) A pungdo esplénica revela alta porcentagem de
positividade, mas tem uso limitado pois depende da normalidade dos fatores de
coagulagdo ¢ contagem de plaquetas do paciente (21). Quando o nimero de
parasitas € relativamente baixo as miltiplas culturas, em meic NN.N., de
material do bago ou da medula 6ssea mostram bons resultados. (13). A
inoculagdo do material clinico infectado em hamsters causa infecgdo em
algumas semanas.
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Os anticorpos sdo detectaveis em todas as formas de leishmaniose.
O teste de aglutinagio direta detecta o anticorpo IgM sendo mais sensivel na
fase aguda (7,2). O teste positivo (>1:32) varia de 97%, na leishmaniose
visceral, para 81% L. cutdnea do Novo Mundo (8).

Outros testes sorolégicos, como fixagdo do complemento, a
hemaglutinagdo, os ensaios ELISA imuno absorventes ligados a enzimas
(ELISA) e a infunaﬂuorescéncia indireta sdo técnicas mais eficazes no
diagnéstico do parasita (1, 14). Em um trabalho de Jaffe e Zalis (1988)
identificaram 2 proteinas (70 e 72 KD) que reagiram com soro de portadores
de L. visceral, mas nfio reagiram com soro de portadores de L. cutidnea nem
doenga de Thagas. Nés encontramos reconhecimento inespecificos de
antigenos de mesmo peso molecular no soro de pacientes com outras
leshimanioses.

As provas sorologicas envolvem uma reagdo entre antigeno e
anticorpo. O soro de um paciente ou de um animal de laboratério contendo
anticorpos é empregado, ¢ dai o nome sorologico. Como as provas
sorologicas sdo altamente especificas e bem sensiveis, elas sdo um valioso
instrumento de pesquisa, como também um Wtil auxiliar no diagnéstico. Alguns
métodos sdio mais sensiveis do que os outros, isto é, irdo detectar uma
quantidade menor de anticorpos ou de antigenos numa determinada amostra.
Algumas provas podem ser realizadas de um modo mais rapido que outras
podendo antecipar o diagnostico (14,15, 19, 25).

Virios fatores determinam o teste sorolégico a ser escolhido tais
como: a quantidade de amostra (soro) a ser usada, a sensbilidade, a
especificidade, e o tempo necessario para a realizagio da prova, como também
o estagio de doenga em que se encontra o paciente (19).

Essas reagbes podem ¢ devem ser quantificadas, isto é avaliando

quanto de antigenos ou de anticorpo existe no material biologico (soro, urina




etc). Essa quantificagio é feita pela determinagio do “titulo” do soro que pode
ser definido como sendo o valor da maior diluigio do soro onde se observa a
positividade da reagfio. (23).

Quando preparamos as diluigdes de um soro e adicionamos 0
antigeno para a quantificagio de anticorpos, devemos observar as
recomendagdes do fabricante dos “Kits” utilizados, no que tange ao tipo de
tampao, volume das diluigdes, volume da solugfo (ou suspensdo) de antigenos,
0 tempo e a temperatura de incubagio da reagdo. Procede-se a “leitura”
(concluida a reagio) dos tubos e determina-se o “titulo” do soro como positivo
com titulo 1: x ou resultado negativo de acordo com o valor de referéncia de
cada teste (23, 15).

As reagBes quantitativas fazem a2 diferenca entre doentes, nio
doentes e reagdes cruzadas, observamos que na populagdo doente os titulos
sdo altos, ndo doentes temos titulos baixos ou nulos e nas reagdes cruzadas os
titulos geralmente baixos. O valor de referéncia ¢ o titnlo obtido
experimentalmente em uma populagdo de pessoas sabidamente doentes (para a
enfermidade em estudo) e em pessoas sabidamente sadias (23).

Este valor de referéncia limiar de postitividade de um (teste) deverd
ser um titulo que permite diferenciar os dois grupos, isto €, o titulo que permite
distinguir se a reatividade se da por conta do estado patolégico. (23)

O limiar de positividade e também de negatividade do teste, “cut off
point” € a zona em que se situam os resultados duvidosos, que devem ser
repetidos com uma avaliagio clinica criteriosa ¢ o acompanhamento do
paciente torna-se indispensavel (Figura 1) (15, 23).

Hary et al (1992) em uma pesquisa sobre anticorpos referiu que
algumas citoquinas estio envolvidas na determinagio da infecgdo por
Leishmanias, incluindo gama-interferon, interfeucina - 4 (IL4), e fator
estimulador de col6nias de granuléeitos macréfagos. A resisténcia para




( INCIDENCIA )

infecgdo por Leishmanias depende essencialmente da imunidade mediada por
células T. O caminho pelo qual se descobre antigenos confra células T €
pesquisando-os pelo teste de Western blot para células T. (12) Martines P et al

(1993), comprovaram Ser possivel o diagnéstico de Jeishmaniose, pelo achado
de formas amastigotos nos leucocitos em esfregago de sangue periférico, em
individuos co-infectados com HIV. Esses estudos representam mais uma

colaboragéo no diagnostico da leishmaniose. (an

Figura 1 (Gréfico)
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CONCENTRACAO DO ANALITO

Determinagiio do valor de referéncia em teste ficticio em individuos

sadios e doentes.
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As reages cruzadas sio motivo de preocupagio em varios aspectos
diagnésticos. Os testes de FELISA e Imunofluorescéncia Direta
apresentam reaghes cruzadas fracas com algumas doengas como
tripanossomiase, malaria, esquistossomose, oneocercose, lepra, sifilis, micoses
sistémicas e leishmaniose tegumentar e visce-ra] (10, 21).

Sendo o calazar uma doenca extremamente complexa, a
possibilidade de ocorrer reagdes cruzadas ndo nos surpreende. O motivo pelo
qual acontecem reagdes cruzadas ndo esta esclarecido, sabemos no entanto que
a conformagdo molecular a localizagdo dos sitios de ligagio (EPITOPOS) € a
existéncia de determinantes antigénicos sio fatores que viabilizam a ocorréncia
destas reagdes (1, 3, 5, 7, 10).

Badar6 e outros (1983), avaliaram a extensio de reagdo cruzada com
T cruzi, testando soro de 10 pacientes com doenca de chagas, com 4 antigenos
de Leishmania. Reagfio cruzada em virios graus foram observados com todos
os antigenos (18).

Mary C. et al (1992), utilizando o método de Western blot (bandas
de polipeptideos 14-16 KD, 28-30 KD, 68 ¢ 90 KD) para o reconhecimento de
antigenos de Leishmania, detectou um grupo de antigenos parasitario
representado pelas bandas 14 ¢ 16 KD. Em todos os casos de leishmaniose foi
encontrado anticorpo contra um ou outro desses antigenos. Os altos titulos de
anticorpos nesta reagdo n3o mostraram mais que 2% de reagdo cruzada com
anticorpos dirigidos contra agentes infecciosos. (12). Até onde sabemos, ndo
foram desenvolvidas muitas pesquisas de reacdo cruzada entre calazar e AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia de Anti-corpos). Consultamos trabalhos sobre
reagio cruzada entre outras doengas para podermos comparar nossos
resultados.



OBJETIVO

Verificar a existéncia de reagdo cruzada no teste de ELISA anti-
HIV, em pacientes com leishmaniose visceral Americana.

T A—

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 1995 a janeiro de 1996, selecioramos para
a nossa pesquisa pacientes com calazar internados no Hospital Infantil Albert
Sabin - Fortaleza Ceari - de ambos os sexos com idade entre 0 e 15 anos.
Coletamos sangue com rigorosa assepsia em tubos de ensaio sem
anticoagulante, centrifugamos separamos e congelamos o soro para ulterior
analise, que foi realizada em duas etapas: metade dos testes foram feitos em
outubro e o restante em janeiro, no setor de sorologia do HEMOCE.

Aplicamos um protocolo de investigagdo para avaliagiio da queixa
principal, do tempo de febre, dos sintomas hemorrdgicos, das queixas
Tespiratorias e cardiacas, do aumento do abdome, das infec¢des associadas etc.

Sendo as alteragOes hematoldgicas (2,17) um fator decorrente e
agravante para os portadores de leishmaniose visceral, avaliamos dados dos
prontuarios tais como: hematdcrito, hemoglobina, niimero de leucocitos e
plaquetas, dosagem de proteinas totais albumina e globulina.

O diagnostico da leishmaniose visceral foi obtido pela pesquisa
direta de protozoarios por pungio medular, imunofluorescéncia direta para
calazar ou ambas (10).




12

Para verificar a nossa hipotese realizamos testes de ELISA anti-HIV
em duplicata em todas as amostras, repetimos o referido teste nas amostras

com sorologia positiva ¢ em seguida aplicamos o teste confirmatério Western
blot.

FIGURA 2

POSITIVO —* REPETIR — POSITIVO — WESTERN BLOT para HIV

/

ELISA

N\

NEGATIVO —» DESPREZAR.

Métodos utilizados

ELISA - ENZYME LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY - sdo reagdes
baseadas na capacidade de conjugacio de moléculas de anti-corpos com
moléculas de enzimas, por ligagbes covalentes, conservando, tanto por parte
do anticorpo como por parte da enzima, suas propriedades bioldgicas, isto €,
anticorpo conjugado com enzima é capaz de reconhecer ¢ de reagir com o

antigeno especifico ¢ a enzima também conjugada, é capaz de catalizar a
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reagio de seu substrato (15,23). Para melhor compreensdo do método, de
forma simplificada, o sistema funciona pelo desenvolvimento final de

coloragio da reagdio empreendida, cuja intensidade de cor € dirctamente
proporcional a concentragdo de antigenos ou anticorpo pesquisado. A leitura
dos resultados ¢ efetuada por equipamentos denominados espectrofotdmetros

(12, 15).

Técnica de ELISA anti-HIV

1 . Preparamos o suporte com nove tiras microelisa.

2 . Pipetamos 100 ml de diluente de amostra em todos os polinhos,
inclusive os controles.

3 . Pipetamos 50 ml de cada amostra de soro do paciente e controles
nos pocinhos apropriados. Incluimos trés controles negativos e
um controle anti-HIV-1 positivo.

4 . Agitamos por 15 segundos manualmente, ¢ incubamos as tiras a
37°C por 60 minutos.

5 . Lavamos (em aparelho apropriado) cada pocinho seis vezes com
tampio fosfato.

6 . Pipetamos 100 m! de substrato TMB em cada pocinho, sem
misfurar nem agitar.

7 . Incubamos as tiras a 24°C, durante 30 minutos.

8 . Paramos a reagdo adicionando 100 ml de 4cido sulfirico 1mol/l
em cada pocinho.

9 . Fizemos a leitura de cada pocinho em absorbéncia de 450 nm.
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Principio do Western blot

No ensaio de Western blot para HIV as proteinas inativadas e
desorganizados do HIV1 se separam por eletroforese de acordo com seu peso
molecular, utihizando-se um gel de poliacrilamida em presenga de
dodecilsalfato sédico (505). As bandas protéicas obtidas se transferem a uma
lamina de nitrocelulose. Esta lamina de nitrocelulose se corta em tiras que se
faz reagir com as espécies do soro. No caso de estarem presentes anticorpos
especificos para o virus, ocorrera a unio das bandas correspondente as bandas
dos antigenos virais. Tais bandas se visualiza utilizando um conjugado
(imunoglobulina anti-humana de cabra marcada com peroxidose), e
posteriormente um substrato para agdo da enzima. A presenca de
mmunoglobulinas especificas para HIV nas espécimes do soro se manifestam
pela coloragdo das bandas das proteinas especificas do virus HIV1 nos tiras de
nitrocelulose. Os antigenos virais reconhecidos produzem as bandas p 18, p
24,p 31,gp 41, p 51, p 55, p 56, gp 120 ¢ gp 160. Esses ntimeros se referem
ao peso molecular aparente em Kilodaltons (FIGURA 3) (25).
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Procedimento dos testes Western blot

1. Preparagdo do tampdo amostra: realizamos a diluigio do
diluente de amostra concentrado 1:10. Para 15 tiras que seriam
utilizadas preparamos 400 ml de tampdo (360 ml de 4gua
deionizada para 40 ml do diluente de amostra concentrado). Em
seguida acrescentamos 12 gramas de leite em pd a solugdo
tampdo e misturamos sob agita¢do por 20 minutos.

Em tubos de ensaio 12 x 75mm etiquetados, fizemos dilui¢des
1:50 dos controles e das amostras, dispensando 40 ml da
amostra e 2 ml do tampéo de amostras em cada tubo.

Com os devidos cuidados para evitar contaminagdo, colocamos
em cada cidmara uma tira prenumerada, com a marca indicadora
voltada para cima.

Homogeneizamos as amostras e as transferimos para a cAmara
correspondente. Cobrimos ¢ levamos para agitagio em
plataforma rotatoria por 10 minutos.

Incubamos em temperatura ambiente sob agitacdo (50-60
r.p.m.) por mais 60 minutos.

Terminada a incubagdo, levamos cada cdmara trés vezes.
Dispensamos 2 ml de tampdo de amostra, em cada cimara e
pusemos sob agitagdo por 4 minutos.

Preparagédo do conjugado:

Retiramos o Conjugado concentrado da geladeira no momento
do uso e fizemos a diluigio 1:500, para as 15 tiras preparamos
= 32 ml de conjugado, (32 ml de tampdo de amostras + 64 ml

do conjugado concentrado).
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Depois de lavarmos aspirarmos o contetido das cimaras e
dispensamos 2,0 ml do conjugado diluido em cada cimara
contendo as tiras ¢ cobrimos com papel impermeabilizado.
Incubamos em plataforma giratéria (50-60 rpm) durante 45
minutos em temperatura ambiente.

Depois de incubar, aspirarmos completamente as cimaras e
lavarmos quatro vezes com tampdo de amostra. Dispensamos
2,0 ml de agua deionizada em cada cimara, e colocamos as
placas sob agitagio por quatro minutos.

Depois de lavar aspiramos o conteido das cAmaras e
dispensamos 2,0 ml de cromégeno (homogeneizado) em cada
tira. Cobrimos as placas e balangamos snavemente trés vezes
cada uma e deixamos em repouso por dez minutos para o
aparecimento da cor.

Paramos a reagdo aspirando o cromégeno (reagente de cor) e
submergindo as tiras em 2 ml de 4gua deionizada. Deixamos as
tiras secar dentro da placa.

Retiramos as tiras das placas e guardamos ao abrigo da luz,

para evitar descoloragio.

KIT

Western blot 2.0

detecgio de anticorpo anti-HIVI

Produzido por Epitope, Inc

Distribuido por Organon TeKniKa Corporation
Lote N° MO 420501

Venc /03/96




RESULTADOS

Dos 33 pacientes com calazar selecionados para a pesquisa 15
(45,45%) eram do sexo masculino e 18 (54,54%) eram do sexo feminino. A
idade variou de 0 a 15 anos, com uma média de 4,2 anos (Tabela 1).

No que se refere ao tempo de doenga de cada paciente, 27 (81,81%)
tinha de 0 a 4 meses, 5 (15,15%) de 4 a 8 meses ¢ 1 (3,03%) mais de 8 meses
(Tabela 2).

Com relagio a queixa principal a febre (69,6%) e aumento do
volume abdominal (54,5%), foram os que predominaram (Tabela 3).

Quanto a0 estado fisico dos pacientes foram avaliados os aspectos:
palidez acentuada, desnutrigio, adnamia, debilidade, comprometimento,
caquexia, edema de membros inferiores, auséncia de anormalidades. Os
resultados estdo apresentados na (Tabela 4).

Com relagdo a infecgfo associadas a pneumonta foi encontrada em
36,3% dos pacientes, os resultados estdo relatados na (Tabela 5).

Na investigacio de visceromegalias foram encontradas
hepatoesplenomegalia 63,6% dos casos, hepatomegalia em 18,1%,
esplenomegalia 9,09% e auséncia de alteragbes em 9,09%. Os resultados do
namero de casos € dados percentuais integram a tabela 6.

Componentes hematologicos.

Foram realizados: determinagio do hematocrito 23,18%, dosagem de
hemoglobina 6,63%, contagem de leucocitos 4215/mm’ ¢ contagem de
plaquetas 141,6 x 10°mm’, em média. Os resultados estdo apresentados nas
figurasde4a 7.
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A dosagem das proteinas séricas, albumina em 97% dos pacientes
estava acima de 2,0mg/dl, de globulina 91% estava acima de 3,0mg/dl e
proteinas totais 91% apresentaram resuitado das dosagens sorologicas entre
6,0e 10mg/dl compdem as figuras de 8 a 10.




TABELA 1 - Distribuigdo dos pacientes com calazar por faixa etdria e sexo.

Idade [0 ——5a(%) |5——10(%) |10—15(%) | Total (%)
Sexo
M 9(27,27) 4 (12,12) 2 (6,06) 15 (45,45)
F 13 (39,39) 3 (9,09) 2 (6,06) 18 (54,54)
T 22 (66,66) 7(21,21) 4(12,12) 33 (100)
TABELA 2 - Distribuicio dos pacientes com calazar de acordo com o
tempo de doenga.
Tempo de doenga Frequéncia %
(meses)
0—4 27 8180
4—8 05 15,15
8 —15 01 3,05
TOTAL 33 100,0
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TABELA 3 - Distribuigio dos pacientes com calazar quanto a queixa

principal.
Queixa Principal Frequéncia %

Febre 23 69,6
Aumento do vol. 18 54,5

abdominal
Palidez Cut. Mucosa 14 424
Fraqueza Geral 05 15,15
Perda de peso 02 6,06
Diarréia 01 3,03
Tosse 01 3,03
Adnamia 01 3,03
Edema de membros 01 3,03

inferiores

TABELA 4. Distribui¢ao dos pacientes com calazar quanto ao estado geral.

Estado geral Fregqiiéncia %
Palidez acentuada 19 51,57
Desnutrido 12 36,36
Adnimico 08 24 24
Debilitado/Comprometido 08 24.24
Sem anormalidades 04 12,12
Caquético 01 3,03
Edema de membros 01 3,03

inferiores




22

TABELA 5. Distribuigio dos pacientes com calazar de acordo com as
infecges associadas.

Infecgbes associadas N°. de casos %
Pneumonia 12 36,36
Gripe 05 15,15
Diarréia 04 12,12
Infecgdo urinaria 03 9,09
Derrame pleural 01 3,03
Infecgdo orofaringe 01 3,03
Linfangite 01 3,03
Miocardite 01 3,03

TABELA 6. Distribui¢do dos pacientes com calazar de acordo com a
apresentagdo das visceras.

Apresentaciio das Freqiiéncia Y%
visceras
Hepatoesp]enomegalia 21 63,63
Hepatomegalia 06 18,18
Esplenomegalia 03 9,09
Sem Visceromegalias 03 9,09
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DISCUSSAO

O relato verbal de casos envolvendo testes de ELISA anti-HIV
falso-positivo em portadores de leishmaniose visceral americana (LVA),
mcentivou-nos, a pesquisar em pacientes portadores de L.V.A a freqiiéncia
destes resultados. Investigamos também outros fatores-sinais e sintomas - que
pudessem levar a uma associagio causa-efeito destas reagdes.

A avaliagio hematoldgica fornece subsidios de grande valor para o
diagnéstico do calazar, encontrando-se costumeiramente leucopenia,
linfocitose, monocitose, anemia e plaquetopenia. A patogénese da doenga é
complexa, estando envolvidos o hiperesplenismo, as alteracdes medulares e
mecanismos imunologicos. (2,17)

Em nosso estudo houve discreta predominéncia do sexo feminino na
L.V.A,, no entanto, a literatura refere que a doenga incide duas vezes mais no
sexo mascuhino do que no sexo feminino. No entanto, isto deve-se ao fato de
termos estudado pacientes abaixo de 15 anos. (21)

Um dado bastante comum, encontrado nestes pacientes, foi a
hipertrofia do bago e do figado 21 (63,63%), fato este causado pelo tropismo
visceral do parasito, hipertrofiando e hiperplasiando o sistema macrofagico das
visceras. (6,17,21).

Encontramos na medula 6ssea a presenga de macréfagos parasitados
que pouco a pouco substiuem o tecido hemopoiético. Em virtude dos
alteragbes que atigem os orgdo formadores e reguladores de COmMposi¢ao
sangiiinca sobrevém anemia (21), em geral normocitica e normocromica (10).
A anemia no calazar ndo € devida apenas a superpopulagiio histocitoria dos

Orgios hematopoiéticos. Constatou-se que a vidamédia das hemacias estd
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diminuida provavelmente por mecanismos de auto-imunidade e ativagao do
complemento. (10, 21)

A diminui¢do das plaquetas foi observada em 18 pacientes (54,
54%), expondo estes pacientes a risco de hemorragias particularmente a
epistaxe. (10)

A leucopenia (menos de 4.000 leue/mm?) foi encontrada em 20
casos (60,60%), justificando a predisposicio dos individuos a infecgbes
secundarios. A redugdo acontece principalmente nos granulécitos. Os linfocitos
apresentam aumento percentual, mas ha ligeira queda no mimero absoluto por
milimetros ciibicos. (10,21)

A andlise das proteinas totais e fragdes apresentou globulina acima
de 2,0mg/dl em 32 casos (96,9%). A hipergamaglobulinemia é do tipo
policlonal (demonstrada pela eletrofarese) em sua maioria inespecificas niio
contribuindo para a prote¢do contra a doenga. O aumento da concentragio
sérica de imunoglobulinas da classe IgM e IgG ¢ responsavel pelo resultado
positivo de vérias provas sorologicas, como a do formol gel e Bramachari por
exemplo. (2,4)

Nos testes para verificar a existéncia de reagio cruzada (talso-
positivas) 5 pacientes (15,15%) deram resultados positivo para o teste de
ELISA anti-HIV, todos os testes foram realizados em duplicata. Apds a
repeticdo dos testes de ELISA anti-HIV positivos, 4 casos (12,2%)
permaneceram positivos. Subsequentemente aplicamos o teste confirmatério de
Western blat para HIV que deu resultado negativo (auséncia de anticorpos
contra o virus HIV), confirmando a nossa hipétese de reago cruzada em testes

de ELISA anti-HIV no soro de pacientes com calazar.

A realizagdo desta pesquisa niio nos permite explicar, o porque da
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ocorréncia dessas reagdes, no entanto a desordem causada pela doenga na
producdo de anticorpos inespecificos (2) pode ser considerado como um fator
predisponente a essas reagdes.

Conviver com o estigma da AIDS é uma situagdo, por demais
vexatéria, se ndo cadtica. Diante dos resultados desta pesquisa Sugerimos que
numa regido endémica de calazar seja realizado um teste confirmatério da
HIV, como o Western blat_anti-HIV evitando assim que pessoas recebam
tratamento inadequado, ﬁeguem até mesmo ao Obito por conclusdo

diagnostica equivocada e nfio ser instituida a terapéutica necessdria.




CONCLUSAO

Os resultados deste estudo nos leva a concluir que o teste de ELISA
anti-HIV apresenta resultado falso-positivo em pacientes com Leishmaniose
Visceral Americana em 18,2%. / '7'

Em area endémica de calazar os pacientes que apresentarem no teste
ELISA anti-HIV positivo devem ser submetidos a um outro teste
comprobatorio para HIV (Western Blot para HIV).



SUMMARY

False-positive cross-reactions are observed with a certain frequeney,
in the immunoenzimatic test of ELISA. The present investigation reveals one
such occarrences, in serological tests condueted on patients positive for
American visceral leishmaniases (AVL). In a total of 33 ELISA assays on the
sera of AVL patientes, 4 were doserved to be positive for anti-HIV (12,12%
positivity). However, subsequente Western blot assays did not confirm the
positive results for anti-HIV observed with ELISA.
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HEMOCE
CURSO DE ESPECIALIZACAO EM HEMOTERAPIA E

HEMATOLOGIA
PESQUISA DE REACOES CRUZADAS EM PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL
Prontuario n°
Unidade de Saude:
Localidade: Data: / |/
1. IDENTIFICACAO:
Nome: Sexo:
Data Nasc. /[ Idade: Cor:
Naturalidade: Estado Civil:
Enderego:
Bairro: Cidade:
Telefone: Profiss3o:
1. HISTORIA CLINICA:
QP:
Tempo de QP:
Febre: Tempo:
Perda de Peso: Tempo:
Palidez Cutinea-Mucosa: Tempo:
Gaénglios: Tempo:
Aumento do Abdémen: Tempo:
Epistaxe: Tempo:
Gengivorragia: Tempo:
Tosse: Tempo:
Apetite: Tempo:
Diarréia: Tempo:
Outros:
1IL. EXAME FiSICO:
Aspecto Geral:
Temperatura; Pulso: Respiragio:
PA: X Peso: Altura;

Pele e Mucosas:




Faneros:

Edemas:

Adenomegalias:

Orofaringe:

A. Cardiaca:

A. Pulmonar:

Abdome:

Figado:

Bacgo:

IV. LABORATORIO:

A) Diagnéstico: Pesquisa Direta:

Sorologias (titulagéio):

DATA

B) Exames Complementares:
Hemograma e Plaquetas:

Data [Ht|Hb |leuc |Mb |Pm [Ml! |Met |Bat

Raio X:

Outros:

V. TRATAMENTO: Droga:

Inicio: / / Término:

DOSAGEM:

TEMPO:

OUTROS:




)

V1. ACOMPANHAMENTO CLiINICO:

DATA

{Peso

Febre

Apetite

Baco

Figado

VIIL. OBSERVACOES:

o%za Luzia dl/(atos, d?amos

70.70.05
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