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Resumo

No Brasil, existem diversas regifes endémicas simultaneamente para leishmaniose e doenca de Chagas e como 0s
agentes causadores pertencem ambos a mesma familia, Trypanosomatidae, eles compartilham diversos antigenos, que
no momento do diagnostico soroldgico, podem promover reagfes cruzadas. Diversos autores avaliaram a reacéo
cruzada Chagas/leishmaniose em cées, entretanto poucos trabalhos fizeram este questionamento em humanos. O
objetivo do presente estudo foi identificar a possibilidade de rea¢do cruzada para o diagnéstico da doencga de Chagas
em pacientes com leishmaniose visceral curada. Para tanto, foram analisadas 30 amostras de soro de pacientes com
leishmaniose visceral curada atendidos no Ambulatério de Infectologia do Hospital Regional de Presidente Prudente,
Séo Paulo. As amostras foram avaliadas em duplicata através de trés kits soroldgicos para o diagndstico da doenca de
Chagas: ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e hemaglutinag&o indireta (HAI). Das 30
amostras analisadas, apenas o soro de um paciente mostrou-se reagente na IFl, entretanto, a duplicata avaliada ndo foi
positiva, assim como os resultados de ELISA e HAI. No presente estudo, devido a reatividade para a IFI apresentar
apenas um T. cruzi marcado, com a sua duplicata e outros testes soroldgicos (ELISA e HAI) negativos, podemos
concluir que o paciente com leishmaniose visceral apresentou uma reagdo cruzada para o diagndstico da Doenca de
Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Leishmania; Testes soroldgicos; Reagdes cruzadas.

Abstract

In Brazil, there are several simultaneously endemic regions for leishmaniasis and Chagas disease and, as the causative
agents both belong to the same family, Trypanosomatidae, they share several antigens, which at the time of
serological diagnosis can promote cross reactions. Several authors have evaluated Chagas/leishmaniasis cross reaction
in dogs, however few studies have made this question in humans. The objective of this study was to identify the
possibility of cross reaction for the diagnosis of Chagas disease in patients with cured visceral leishmaniasis.
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Therefore, thirty serum samples from patients with cured visceral leishmaniasis at the Infectious Diseases Clinic of
the Hospital Regional de Presidente Prudente, Sdo Paulo were analyzed. The samples were evaluated using three
serological kits for the diagnosis of Chagas disease: immunoenzymatic assay (ELISA), indirect immunofluorescence
(IF1) and indirect hemagglutination (HAI). Of the 30 samples analyzed, only one patient's serum showed to be reagent
in the IFI, however, the duplicate evaluated was not positive, as well as the ELISA and HAI results. In the present
study, due to the reactivity for the IFI to present in only one marked T. cruzi, with its duplicate and other serological
tests (ELISA and HAI) negative, we can conclude that the patient with visceral leishmaniasis presented a cross
reaction for the diagnosis of Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Leishmania; Serologic tests; Cross reactions.

Resumen

En Brasil, existen varias regiones endémicas simultdneamente para la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas vy,
como los agentes causales pertenecen a la misma familia, Trypanosomatidae, comparten varios antigenos, que en el
momento del diagndstico serolégico pueden promover reacciones cruzadas. Varios autores han evaluado la reaccion
cruzada de Chagas / leishmaniasis en perros, sin embargo pocos estudios han hecho esta pregunta en humanos. El
objetivo de este estudio fue identificar la posibilidad de reaccion cruzada para el diagnostico de la enfermedad de
Chagas en pacientes con leishmaniasis visceral curada. Por lo tanto, se analizaron treinta muestras de suero de
pacientes con leishmaniasis visceral curada en la Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Regional de
Presidente Prudente, Sdo Paulo. Las muestras se evaluaron mediante tres kits serologicos para el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas: ensayo inmunoenzimético (ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y hemaglutinacion
indirecta (HAI). De las 30 muestras analizadas, solo el suero de un paciente mostré ser reactivo en el IFI, sin
embargo, el duplicado evaluado no fue positivo, asi como los resultados de ELISA y HAI. En el presente estudio,
debido a la reactividad para que el IFI se presente en un solo T. cruzi marcado, con su duplicado y otras pruebas
seroldgicas (ELISA y HAI) negativas, podemos concluir que el paciente con leishmaniasis visceral presentd una
reaccién cruzada para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; Leishmania; Pruebas serolégicas; Reacciones cruzadas.

1. Introducéo

De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde, cerca de 6 a 7 milhfes de pessoas estdo infectadas por

Trypanosoma cruzi, distribuindo-se, principalmente, em areas endémicas de 21 paises da América Latina, incluindo o Brasil,
onde a transmissdo vetorial ainda apresenta relevancia (WHO, 2018).
Assim como a doenca de Chagas, a leishmaniose também é uma doenca zoonética de extrema importancia no Brasil, podendo
se apresentar sob trés formas: visceral, cutdnea e mucocutanea. A leishmaniose visceral ou calazar é endémica em 62 paises,
sendo que 200 milhBes de pessoas apresentam risco de contrair a doenca. Leishmania infantum chagasi é o protozoario
causador do calazar no novo mundo, particularmente na América do Sul (Ferreira-Silva et al., 2017).

Tanto a doenca de Chagas quanto a leishmaniose visceral sdo parasitoses que apresentam um carater negligenciado,
afetando geralmente as populagfes mais carentes e marginalizadas (WHO, 2013; Paho, 2020). No Brasil, existem diversas
regiGes endémicas simultaneamente para ambas as parasitoses e como 0s agentes causadores apresentam proximidade
filogenética, acabam compartilhando diversos antigenos. Dessa forma, no momento do diagndstico soroldgico, considerado
padrdo ouro nas analises clinicas, podem ocorrer reagdes cruzadas, especialmente quando se utilizam pools de complexos
antigénicos (Gontijo & Melo, 2004).

Na doenca de Chagas, a via de transmissdo natural ocorre pelo inseto da subfamilia Triatominae que ao realizar a
hematofagia, lesiona a pele, permitindo a entrada da forma tripomastigota metaciclica eliminada em suas fezes. Atualmente,
estd em evidéncia a transmisséo por via oral associada a surtos, onde sdo consumidos alimentos contaminados com os dejetos
do inseto ou até mesmo o inseto infectado. Até o momento, os alimentos mais associados a esse tipo de transmissdao foram o
acai e o caldo de cana. Como o T. cruzi é um parasita sanguineo, a doenca de Chagas também pode ser transmitida de forma
congénita ou por doagdo de sangue, para tanto, os servicos de pré-natal e doagdo de sangue realizam exames de diagnostico
com principio imunoldgico como triagem (Dias et al., 2016).
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A via de transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos infectados’ para o ser
humano e outras espécies de mamiferos, principalmente o cdo. No Brasil, estudo associou a transfusdo sanguinea como um
fator de risco para a presenga de anticorpos anti-leishmania em pacientes politransfundidos e em hemodidlise (Luz et al.,
1997). Outros autores demonstraram a presenca do DNA do parasita em doadores de sangue assinomaticos, entretanto, ndo é
realizado nenhum tipo de triagem nos hemocentros para essa parasitose (Silva et al., 2020; Franca et al., 2018).

Devido ao fato dos agentes causadores da doenca de Chagas e leishmaniose pertencerem a mesma familia, eles
partilham inimeros antigenos que podem promover reacdes cruzadas durante o diagnéstico soroldgico (Caballero et al, 2007).
Diversos autores avaliaram a reacdo cruzada Chagas/leishmaniose em cdes, entretanto poucos estudos fizeram este
questionamento em humanos (Mascolli et al, 2016; Luciano et al., 2009; Perez et al., 2016; Umezawa et al., 1999). Desse
modo, o presente trabalho teve como objetivo identificar uma possivel reagdo cruzada para o diagnéstico da doenga de Chagas

em pacientes com leishmaniose visceral curada.

2. Metodologia

Este é um estudo primario e transversal, no qual foram analisadas 30 amostras de soro de pacientes com leishmaniose
visceral curada atendidos no Ambulatério de Infectologia do Hospital Regional de Presidente Prudente/SP. Os pacientes foram
diagnosticados por quadro clinico-epidemioldgico e/ou diagnostico imunoldgico por ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou
imunofluorescéncia indireta (IFI) para leishmaniose. Todos os pacientes receberam tratamento e foram considerados curados
para a leishmaniose visceral. No momento da coleta de sangue para as analises, a média de tempo de tratamento ficou em torno
de 59,48 meses, sendo o periodo minimo de 12 meses e maximo de 108 meses. O presente projeto recebeu aprovacdo do
comité de ética, sob protocolo CAAE:13352319.0.0000.5515.

Foram utilizados trés Kits sorolégicos para o diagndstico da doenca de Chagas: ELISA recombinante v 3.0 (Wiener),
hemaglutinacdo indireta (HAI - WAMA) e IFI (Imuno-Con Chagas - WAMA). Todos os testes foram lidos e interpretados no
dia da sua realizacdo, conforme as normas do fabricante, para ndo haver interferéncias nos resultados. Os testes foram

realizados em duplicata para a IFl e em triplicata para o ELISA e a HAI.

3. Resultados

Dentre as amostras avaliadas dos pacientes com leishmaniose visceral curada, apenas uma evidenciou reatividade para
a IFl, apresentando apenas um T. cruzi totalmente marcado, incluindo o seu contorno, por uma intensa fluorescéncia verde-
amarelada (Figura 1), entretanto, o resultado ndo pode ser observado na duplicata. Além disso, os demais testes soroldgicos
(HAI e ELISA) para 0 mesmo paciente positivo na IFl foram néo reagentes. Estes resultados sugerem que houve uma reagdo
cruzada para a Doenga de Chagas na reatividade da IFI apresentada. As amostras de soro dos outros pacientes avaliados no

estudo apresentaram-se negativas para T. cruzi em todos os testes sorolégicos utilizados.
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Figura 1. Teste de imunofluorescéncia indireta reagente para Trypanosoma cruzi de paciente com leishmaniose visceral
curada observado em microscopio Optico de fluorescéncia em aumento de 400x.

Fonte: Autores (2021).

4. Discussao

Diversos estudos verificaram um aumento da sensibilidade do ELISA para T. cruzi utilizando-se um homogenato de
antigenos do parasita, entretanto, também se verificou a falta de especificidade em amostras de pacientes com leishmaniose
(Dias at al., 2016; Toledo et al., 2017; Caballero et al., 2007; Mascolli et al, 2016). Como ndo existe um padrdo ouro para
discriminar a infeccdo pelo T. cruzi da Leishmania, a especificidade dos kits é avaliada utilizando-se soros de pacientes com
leishmaniose de areas consideradas “Chagas-free” (Umezawa et al., 2004; Aguire et al., 2006; Vega Benedetti et al., 2013).
Entretanto, esta metodologia apresenta viés, pois as variaveis que influenciam a reacdo cruzada de uma regido, como
prevaléncia dos tripanossomatideos, infeccGes concomitantes e habitos nutricionais, geralmente sdo diferentes de outra regido a
ser avaliada (Matos et al., 2015).

Assim, a interpretacdo de resultados de testes diagndsticos em &reas endémicas para a doenga de Chagas e
leishmaniose deve ser cautelosa. Estudo realizado no estado de Minas Gerais que avaliou pacientes com doenga de Chagas
observou reatividade do ELISA para leishmaniose visceral em quatro casos, sendo que, trés destes foram confirmados para
leishmaniose visceral por western blotting (WB), revelando a coexisténcia de ambos tripanossomatideos no mesmo paciente
(Ferreira-Silva et al., 2017).

Um relato de caso realizado por Matos e colaboradores (2015) que ocorreu no municipio de Bacarena/PA, obteve 0s
resultados de HAI, IFI IgM e IFI IgG todos reagentes para Chagas e elevados titulos de IFI IgG para leishmaniose. Baseado na
elevada titulagdo para Leishmania e nos sinais clinicos do paciente, este estudo permitiu concluir que houve reacdo cruzada
para Chagas. Entretanto, o estudo ndo utilizou técnicas confirmatérias, como WB ou PCR, para descartar uma possivel
coinfeccdo entre Chagas/leishmaniose.

No Brasil, existem diversas regides com elevada prevaléncia de leishmaniose e Chagas, como os estados de Piaui,
Tocantins, Pard, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e outras areas do sul do pais (MS, 2014; Martins-Melo et al.,
2014). A cidade de Presidente Prudente, interior do estado de S&o Paulo, faz fronteira com estados das regifes centro oeste e
sul com prevaléncia de ambas as doencas, além de estar localizada na rota para a disperséo da leishmaniose visceral (Oliveira
et al., 2016). Essa cidade também é considerada um ambiente urbano com transmissdo recente e alguns casos reportados de
leishmaniose visceral humana, associados principalmente com locais de elevada taxa de leishmaniose visceral canina (Prestes-
Carneiro et al., 2019).
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Estudo realizado no Hemocentro de Ribeirdo Preto no periodo de 2012 a 2014 demonstrou que de um total de 281.551
doagdes, 64.654 foram de doadores de sangue pela primeira vez, apresentando uma soroprevaléncia para Chagas de 0,15%,
com confirmag&o pelo teste de IFI de 0,10% dos casos. No municipio de Presidente Prudente, cidade filial do Hemocentro de
Ribeirdo Preto, foram observados 10.289 doadores de sangue primario, com 0,11% de soroprevaléncia para Chagas e 0,04%
dos casos confirmados por IFI. Desta forma, os autores concluiram que a prevaléncia de anticorpos anti-T. cruzi, no periodo de
2012 a 2014, foi de 0,10%, na parte ocidental do Estado de S&o Paulo (Slavov et al., 2017). Portanto, mesmo que a regido
estudada seja endémica para a leishmaniose visceral, ndo se pode descartar a possibilidade uma coinfeccdo

Chagas/leishmaniose ou de uma reagdo cruzada entre ambas as parasitoses.

5. Considerac0es Finais

No presente estudo, devido a reatividade para a IFI apresentar apenas um T. cruzi marcado, com a sua duplicata e
outros testes soroldgicos (ELISA e HAI) negativos, podemos concluir que o paciente com leishmaniose visceral apresentou
uma reagdo cruzada para o diagnéstico da Doenga de Chagas.

Fica evidente que em regides endémicas para a leishmaniose visceral e a Doenca de Chagas é importante investigar os
pacientes para ambas as doencas, através dos testes sorolégicos e técnicas confirmatdrias, como o WB e/ou PCR. Além disso,
seria recomendavel, para melhor avaliar este tipo de populacéo, a realizacdo de uma hemocultura em meio LIT (Liver Infusion
Triptose), meio de cultura que mimetiza o intestino do triatomineo e possibilita a replicacdo do parasita, favorecendo a

pesquisa de tripanossomatideos, e, posterior avaliacdo por PCR, para a identificacdo do género do parasita.
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