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RESUMO

Realizou-se uma minirrevisdo sobre os estudos que correlacionam o
diagndstico parasitolégico e soroldgico para a leishmaniose visceral
americana (LVA) canina, correlacionando também os achados diagnésticos
com o estado clinico do reservatério doméstico. Além disso, discute-se a
sensibilidade e especificidade de cada método e o antigeno utilizado; a
aplicabilidade de cada técnica, em especial as soroldgicas, paraa utilizacdo em
programas de vigilancia e controle da LVA.

PALAVRAS-CHAVE: diagnéstico laboratorial; leishmaniose visceral americana;
reservatdrio doméstico; sorologia.

ABSTRCT

A brief revision on the studies that correlate parasitic and serologic diagnosis
was performed for canine american visceral leishmaniasis (LVA), also
correlating diagnostic findings with the clinic state of the domestic reservoir.
More than that, the sensitiveness and the specificity of each method is
discussed as well as the antigen employed; application of each technique,
especially serologic ones, for use in the Surveillance and prevention control
program for LVA.

KEY WORDS: laboratory diagnosis ; american visceral leishmaniasis; domestic
reservoir; serology.
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INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, a leishmaniose vis-
ceralamericana (LVA) apresenta carater endé-
mico-epidémico, com médiaanual de 3mila 4
mil casos novos, distribuidos desde Roraima
até o Parana. Considerada doenc¢a predomi-
nantemente rural, nas ultimas décadas a LVA
vem sofrendo processo de urbanizagdo, no
qual cidades de médio ou grande porte tém
sido acometidas por verdadeiras epidemias,
como é o caso de Santarém (PA), Sdo Luiz
(MA), Teresina (PI), Natal (RN), Aracaju (SE),
Montes Claros e Belo Horizonte (MG) e
Corumbé (MS). Essa mudanca no padréo de
transmissdo da doenca deve-se principal-
mente & urbanizacéo do vetor, a participacéo
do cdo como reservatorio domésticodal. (L))
chagasi e a degradacdo ambiental, juntamen-
te com o processo migratorio da populagdo
paraos grandes centros urbanos.

No Estado de S@o Paulo, a presenca de
Leishmania sp em exame parasitologico
direto de cdes com suspeita clinica de LVA foi
detectada, em 1998, no municipio de Araga-
tuba, sendo posteriormente identificada
como L. (L.) chagasi. Esse fato, aliado a pre-
senca do inseto transmissor, Lutzomyia
longipalpis, detectado em 1997, confirmou a
autoctonia de LVA em cédes em territério
paulista.2Em 1999, no mesmo municipio, foi
relatado o primeiro caso humano autéctone
no Estado.2

Os programas de vigilancia e controle de
LVA** preconizam a realizacdo de inquéritos
sorolégicos caninos, visando conhecer a
situacao epidemioldgica da doenca nas areas
com transmissao ativa ou com potencial de
transmissdo e, ao mesmo tempo, identificar
0s cdes sorologicamente positivos para poste-
rior eliminagéo. Entretanto, BRAGA e colabo-
radores® enfatizam a importancia dos paréa-

metros sensibilidade e especificidade dos
testes diagndsticos, quando avaliam o impac-
to da eliminagdo do cédo frente & metodologia
empregada.

Acorrelacdo entre o estadoclinicodo cdoe
sua infectividade para o flebotomideo tam-
bém deve ser considerada nas discussdes
para a adogdo de medidas de controle da LVA
canina, uma vez que PINELLI e colaborado-
res’ observaram que animais assintomaticos
e sintomaticos graves apresentavam respos-
tas imunes, celulares e humorais bastantes
distintas, favorecendo ou néo a infeccédo do
vetor. De qualquer forma, faz-se importante
mencionar o trabalho de BARATA e colabora-
dores’ que demonstraram a infecgéo do vetor,
criado em laboratdrio, em cées soropositivos,
apresentando diferentes formas clinicas da
doenca.

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O diagnéstico laboratorial da LVA canina
baseia-se em métodos parasitoldgicos e soro-
l6gicos. Apesar de discordancias entre alguns
autores®®*, o exame parasitoldgico é conside-
rado, ainda, o teste ouro para o diagnostico da
doenca. A observacdo direta de formas amasti-
gotas do parasito em esfregacos de aspirado de
linfonodo, medula 6ssea, baco, figado, pele e
sangue corados por Giemsa, Leishman ou Pané-
tico® é uma forma segura, simples, rapida e
pouco traumatica para o diagnéstico da enfer-
midade (Figural).

A especificidade desse método é de 100%,
mas a sensibilidade depende do grau do para-
sitismo, do tipo de material biol6gico coleta-
do, do seu processamento e coloracéo, além
do observador. A sensibilidade pode ser de
50% a 83% em amostras de medula 6ssea,
entre 30% e 85% em amostras de linfonodo e
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entre 71% a 91% quando ambos os tecidos
estdo combinados.®® Quando o parasitismo é
intenso ndo ha problemas para um diagnostico
rapido e seguro; contudo, em muitos casos,
especialmente em animais assintomaticos, nos
guais apenas poucas formas amastigotas estdo
presentes nos tecidos, o diagnostico parasito-
I6gico torna-se dificil e duvidoso. Esse proble-
ma pode ser solucionado com a utilizagéo de
técnicas mais sensiveis paraadetec¢do de para-
sitos, tais como a imunofluorescéncia direta
(RIFD) e aimunohistoquimica.

MOREIRA e colaboradores™ compararam a
RIFD com a pesquisa direta de parasitos em
esfregaco de puncdo aspirativa de linfonodo
popliteo de cées de area endémica de LVA. De
60 cdes com sinais clinicos da doenca, 30 foram
positivos no exame direto, 22 suspeitos e 8
negativos; quando submetidos a RIFD, 56 mos-
traram-se positivos e 4 negativos. Os resulta-
dos mostraram que a RIFI apresentou alta
sensibilidade quando comparada com a pes-
quisa direta de parasitos, sendo Gtil para con-
firmacgdo dos casos suspeitos (Figura 2).

Figura 1. Esfregaco de material colhido por pungao aspirativa em linfonodo popliteo de
cao sintomatico, naturalmente acometido por leishmaniose visceral, mostrando formas
amastigotas de Leishmania intracelulares e extracelulares coradas pelo Giemsa.

Figura 2. Reacdo de imunofluorescéncia direta positiva mostrando formas amastigotas do
parasito em esfregaco de aspirado de linfonodo popliteo de cdo naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, marcadas pelo anticorpo policlonal anti-Leishmania conjugado

com fluoresceina.
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Técnicas de imunohistoquimica ou imu-
nocitoquimica sdo métodos altamente sensi-
veis e especificos para a detecgao de Leish-
mania sp em tecidos. Para tanto, pode-se
utilizar qualquer tecido fixado e processado
pelas técnicas usuais de microscopia, sendo
gue a pele, o figado e os 6rgédos linféides sédo
os mais utilizados.

MOREIRA e colaboradores®, trabalhando
com cdes com e sem sinais clinicos da doenca e
diagnéstico laboratorial positivo para LVA,
mostraram que a deteccao de parasitos por HE
e imunohistoquimica foi mais eficiente em
bidpsias de linfonodo, guando comparado com
0S outros Orgaos. Posteriormente, 0s autores,
trabalhando com material obtido por meio de
puncdo aspirativa de linfonodo popliteo,

mostraram que as técnicas de imunomarcacao,
tais como a imunofluorescéncia direta e a
imunocitoquimica, aumentaram a sensibilida-
de para a deteccdo de parasitos e foram
eficientes no diagndstico de cées oligossinto-
maticos e assintomaticos (Figura 3).

O diagnastico parasitologico pode também
ser estabelecido por meio da deteccéo do para-
sito por cultivo em meios especificos. Bidpsias
ou puncdes aspirativas de diferentes 6rgdos ou
tecidos séo colocadas em meios de cultivo, em
geral bifasicos (4gar sangue de coelho com LIT,
RPMI ou Shineider), nos quais formas amasti-
gotas do parasito, presentes no material biol6-
gico, transformam-se em formas promastigo-
tas, podendo ser observadas em microscopia
de contraste de fase (Figura4).

e
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-

Figura 3. Reagdo de imunohistoquimica
mostrando formas amastigotas de Leishmania
extracelulares (A) e intracelulares (B) em
esfregaco de aspirado de linfonodo popliteo de
1| cdo naturalmente acometido por leishmaniose
visceral.

B
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observadas em contraste de fase.

O crescimento das formas promastigotas
leva de 4 a 6 dias. Dessa forma, a leitura da
cultura é feitasemanalmente, sendo que ap6s a
terceira semana de observagdo o resultado
final ja é concluido. Como os meios de cultivo
sdo ricos, a falta de adequagdo na esterilidade
durante o processo da coleta de material e
semeaduranos meios pode levar ao crescimen-
to de bactérias e fungos que impedem o cresci-
mento de Leishmania, diminuindo, assim, a
sensibilidade do teste. Embora as culturas
sejam Uteis para o isolamento e identificacdo
do parasito, séo pouco utilizadas na rotina
diagndstica.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

A deteccdo de anticorpos circulantes anti-
Leishmania utilizando técnicas soroldgicas
constitui um instrumento importante no diag-
noéstico da LVA canina. Animais doentes desen-
volvem resposta imune humoral e produzem
altos titulos de 1gG anti-Leishmania.® A soro-
conversdo ocorre aproximadamente trés
meses apos ainfecgéo.

Entretanto, os testes soroldgicos devem ser
interpretados com cautela, uma vez que nao

Figura 4. Formas promastigotas de Leishmania em meio de cultivo,

sdo 100% sensiveis e especificos e falham em
detectar cdes infectados no periodo pré-
patente da doenca." Animais com menos de 3
meses de idade ndo devem ser avaliados por
meio de métodos soroldgicos, pois podem apre-
sentar resultados positivos pela presenca de
anticorpos maternos.” Existem contradigbes
na literatura quanto a possivel correlacao
entre os titulos de anticorpos e a severidade
dos sintomas.

Muitos testes soroldgicos podem ser utili-
zados, tais como: fixacdo de complemento,
aglutinacéao direta, imunofluorescéncia indi-
reta (RIFI), imunoenzimético (Elisa) com
diferentes modificacbes e western blot,
entre outros.

Os testes soroldgicos de RIFI e Elisa repre-
sentam os principais instrumentos usados no
sorodiagndstico da LVA humana e canina,
uma vez que sdo empregados nos programas
nacional e estadual de vigilancia e controle da
LVA (PVCLVA)** paraidentificacdo de reserva-
torios infectados. Entretanto, apesar da
doenca estar associada, habitualmente, a
apenas uma espécie de parasito, L. (L.) chaga-
si — 0 que, teoricamente, deveria facilitar a
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padronizagdo de um antigeno especifico para
ser usados nesses testes —, ainda hoje néo
existe um consenso na literatura especializa-
da quanto ao emprego de um antigeno para o
uso no sorodiagnostico da LVA humana e
canina.

Dependendo do antigeno empregado e das
condi¢bes da RIFI, sua sensibilidade pode
variar entre 90% e 100% e a especificidade,
entre 80% a 100%"*** (Figura 5). A especifici-
dade dessa prova, assim como de outras pro-
vas soroldgicas, é prejudicada pelaocorréncia
de reagOes cruzadas com doengcas, principal-
mente aquelas causadas por tripanosomati-
deos, como o agente causador da doenca de
Chagas. Portanto, seus resultados ndo devem
ser utilizados como indicadores de infeccédo
leishmanidtica especifica, particularmente
em areas onde adoencga de Chagas é endémica
(Figurab).

ZANETTE", trabalhando com 50 cées para-
sitologicamente positivos, mostrou sensibili-
dade de 98% e especificidade de 91% para a
RIFI utilizando como antigeno promastigotas
de L. (L.) chagasi, e 6tima concordancia com o
diagndstico parasitolégico (Kappa=0,893).
Com relacao a ocorréncia de reagdes cruzadas,
0 autor mostrou que 42,9% das amostras de

soros de cdes chagasicos foram reagentes
para RIFI com antigeno de promastigotas
de L. (L.) chagasi, assim como 50% das amos-
tras de soros de cdes com toxoplasmose. Nao
houve reacéo cruzada com erliquiose, babesio-
seeneosporose.

Na tentativa de otimizar os testes soroldgi-
cos empregados no programa de controle da
leishmaniose visceral, SILVA™ trabalhou com
amostras de soro e papel de filtro colhidas de
cdes de areaendémica para LVA, com diagnés-
tico clinico e parasitolégico positivo. A RIFI
foi avaliada quantitativamente, pelo nimero
de formas promastigotas marcadas, nas dilui-
¢Oesde 1/20,1/40,1/80¢ 1/160, utilizando-se
0 kit comercial produzindo por Biomangui-
nhos® e um ensaio in house utilizando pro-
mastigotas de L. (L.) chagasi. O ensaio in house
com 0S s0oros mostrou-se capaz de separar
todos os verdadeiros negativos dos verdadei-
ros positivos e apontou para uma eficiéncia
de 60% a 76% para o kit comercial. Quando
compadados os resultados da RIFI do kit
comercial empregada em soros e papel de
filtro, observou-se que o melhor ponto de
corte para o papel de filtro seria a diluicéo de
1/80, o que seguramente diminuiria o nime-
ro de falsos positivos.

Figura5. Reacdo de imunofluorescénciaindireta
(RIFI) positiva mostrando formas promastigotas
de Leishmania marcadas pela fluoresceina.
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A comparacdo da reatividade entre as técni-
cas de RIFI e Elisa no sorodiagnostico da LVA
caninano Estado do Par4, utilizando amastigo-
tas de L. (L.) chagasi preparadas no Instituto
Evandro Chagas, por aposi¢do de fragmentos
de baco de hamster infectado cronicamente, e
os kits da Biomanguinhos® mostrou soroposi-
tividade de 8,5% pela RIFI Biomanguinhos® e
0% pela RIFI com amastigotas, diferenca esta-
tisticamente significante. O Elisa Biomangui-
nhos® mostrou reacédo positiva em 4,2% das
amostras (p<0,05). Considerando que na area
estudada ndo ha relatos da ocorréncia de LVA
humana e canina, ao contrario da situacéo da
leishmaniose tegumentar americana, a qual
tem elevada incidéncia, concluiu-se que o
teste da RIFI utilizando amastigotas de L. (L.)
chagasi como antigeno foi mais especifico, pois
ndo apresentou quaquer resultado falso positi-
vo. E possivel que as taxas de 8,5% e 4,2% de
soropositividade obtidas com a RIFI e Elisa
Biomanguinhos®, respectivamente, represen-
tem reac@es cruzadas de cdes infectados com
leishmanias dermatropicas.”

O teste de Elisa pode apresentar, depen-
dendo também do antigeno empregado, uma
sensibilidade que varia entre 80% e 99,5% e
uma especificidade entre 81% e 100%.** A
sensibilidade e especificidade desse método
dependem do tipo de antigeno empregado e de
mudancas no protocolo. As técnicas que utili-
zam antigenos totais séo limitadas em termos
de especificidade, por apresentar reagdes cru-
zadas ndo somente com tripanosomatideos,
mas também com organismos filogenetica-
mente distantes.”” A utilizacdo de antigenos
recombinantes ou purificados melhoraa sensi-
bilidade e a especificidade da técnica."’

MOREIRA e colaboradores®, empregando
antigeno especifico, lisado total de formas pro-
mastigotas de L. (L.) chagasi, no ensaio de Elisa
para o diagnéstico sorologico de cdes positivos

parasitologicamente, mostraram sensibilida-
de de 87,8% para cédes sintomatico, 68% para
caes oligossintomaticos e 95,65% para assin-
tomaticos, e especificidade de 100%. O Elisa
mostrou boa correlagdo com o diagnostico
parasitol6gico, principalmente quando técnicas
de imunomarcacao foram utilizadas. J& ZANE-
TE" mostrou sensibilidade de 94% e especifici-
dade de 84,4% para o ensaio de Elisa, utilizando
também antigeno especifico em cées natural-
mente infectados por L. (L.) chagasi, com boa
concordancia com o diagndstico parasitolégico
(Kappa=0,788). Porém, provaveis reacles
cruzadas foram observadas com doenca de
Chagas (64,3%), erliquiose (7,7%) e co-infecgéo
porerliquiose e babesiose (83,3%).

A utilizacdo de antigenos recombinantes
tem sido empregada por alguns grupos de pes-
quisa tanto no diagnostico da leishmaniose
visceral humana como canina. Ha poucos estu-
dos que relatam o uso de teste imunocromato-
gréfico rapido anti-rk39 no diagndstico da LVA
caninaem inquéritos caninos (Figura6).

BADARO™ mostrou sensibilidade de 99%
com Elisa utilizando antigeno bruto e rK39 em
soros de cdes com LVA aguda. Em 467 soros
coletados em inquérito canino realizado em
area endémica para LVA, somente os animais
com rK39 positivo tinham evidéncia parasito-
I6gica de infecgdo por Leishmania. De acordo
com os autores, esses resultados indicam que o
antigeno rk39 pode ser usado como indicador
dapresencade LVA caninaaguda.

Em estudo® realizado em Minas Gerais,com
1.798 cées, 0 desempenho do teste rapido anti-
rk39 realizado em campo e no laboratério foi
comparado. O TRALd em campo demonstrou
sensibilidade de 85% e especificidade de 88%;
ja em laboratério, a sensibilidade foi de 92%
e a especificidade foi de 94%, com aumento
de valores preditivos frente ao diagndstico
parasitoldgico. GENARO e colaboradores®,
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Figura 6. Imunocromatografia (Kalazar Detect Test) mostrando reacéo positiva e negativa

para o antigeno rk39.

utilizando animais experimentalmente e natu-
ralmente infectados por L. (L.) chagasi, mostra-
ram que quando um animal é positivo para o
TRALd, confirma o diagndstico de infeccéo por
L. chagasi, sendo que a sua utilizacdo poderia
gerar uma diminui¢do dos ani-mais sacrifica-
dosque apresentassem outras patologias.

Comparando-se a utilizacdo do TRALd com
o Elisa com antigeno bruto, concluiu-se que o
teste cromatografico anti-rk39 é capaz de
detectar infecgdo ativa em cées com diferentes
formas clinicas da doenca, umavez que a sensi-
bilidade do TRALd foi de 83% com especifici-
dade de 100%.™

ZANETTE" trabalhando com amostra de
50 soros de cdes naturalmente acometidos
por LVA, mostrou sensibilidade de 86% e espe-
cificidade de 91,1%. O teste imunocromato-
grafico apresentou uma boa concordancia
com o diagnostico parasitolégico (Kap-
pa=0,769). Reacdes cruzadas foram observa-

das com erliquiose (7,7%), co-infec¢do por
erliquiose e babesiose (50%), toxoplasmose
(10%), neosporose (12,5%) e co-infecgdo
toxoplasmose e neosporose (23%).

CONCLUSAO

Depois de duas décadas de tentativas de
controle da LVA no Brasil, o nUmero de casos no
Pais aumentou nitidamente e verifica-se a sua
expansdo paradareas urbanas.

Os programas brasileiros™, iniciados ha
mais de 40 anos em algumas unidades federa-
das, sdo compostos pela integragdo de trés
medidas de satuide publica: diagndstico precoce
e tratamento, com a distribuicdo gratuita do
medicamento especifico; controle de reserva-
torios domésticos; e controle vetorial. Como
método diagndstico da LVA canina os progra-
mas* adotam duas reacdes: Elisa e RIFI,
produzidos por Biomanguinhos®. Estas sdo
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realizadas pelo Laboratério de Saude Publica,
em areas de transmissdo de LVA, afim de detec-
tar cédes infectados, fonte de infeccdo para o
vetor, para a realizacdo da eutanasia e avalia-
cdodaprevalénciadalLVAcanina.

Em relagdo aos métodos soroldgicos
empregados em inquéritos epidemiolégicos,
cujo objetivo € conhecer aprevalénciada doen-
¢a em areas endémicas ou com potencial de
transmissdo da LVA, os parédmetros de sensibi-
lidade, especificidade e valores preditivos das
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