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I - INTRODUCAO

A leishmaniose visceral é uma antropozoonose, também conhecida como Calazar, causada por
um protozoario do género Leishmania que é transmitido entre os hospedeiros vertebrados pela picada
do flebotomineo hemato6fago Lutzomyia longipalpis.

No Brasil, esta enfermidade é causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi, a qual ja foi
identificada no cédo, gato, canideos silvestres, marsupiais e roedores. O cdo possui uma grande
importancia na manutencdo do ciclo da doenca, sendo considerado o principal reservatério
epidemioldgico no ambiente doméstico, o que gera dificuldades no controle da enfermidade. Essa
importancia advém do fato da leishmaniose visceral ser mais prevalente na populacdo canina que na
humana, pela constatacdo de que os casos humanos normalmente sdo precedidos por casos caninos e
pelo fato dos cdes apresentarem uma maior quantidade de parasitos na pele do que o homem, o que
favorece a infestagédo dos vetores.

O diagnostico da leishmaniose visceral canina é um desafio para 0 médico veterinario devido a
variedade de sintomas, a grande porcentagem de cédes assintomaticos e a inexisténcia de um teste
diagndstico 100% especifico e sensivel.

As estratégias de controle da leishmaniose visceral no Brasil, indicadas pelo Ministério da
Saulde, consiste da eliminacdo do cdo doméstico positivo, do controle do vetor por meio do uso de
inseticidas e do tratamento e redugdo de risco de infeccdo em humana.

Il - OBJETIVO

O presente projeto de pesquisa teve por objetivos avaliar e comparar a sensibilidade e a
especificidade dos testes de ELISA, imunofluorescéncia indireta e imunocromatografia utilizados no
diagnostico da leishmaniose visceral.

I11- MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados dois grupos de cées, de ambos 0s sexos e com idade variando entre um e oito
anos. O primeiro foi constituido por amostras de soro de 50 cdes naturalmente infectados pela L.
chagasi, com diagnoéstico confirmado parasitologicamente por exame citolégico de puncdo bidpsia
aspirativa de linfonodo e/ou medula. O segundo grupo, constituido por amostras de soro de 45 caes
clinicamente sadios provenientes da Cidade de Santos — SP, area considerada ndo endémica para
leishmaniose visceral ou tegumentar.

Os soros dos animais dos grupos 1 e 2 foram submetidos aos métodos de ELISA, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatografia (rK39) para o diagnéstico de leishmaniose
visceral, com o objetivo de se determinar a especificidade e sensibilidade de cada um dos testes
mencionados.

A presenca de IgG no soro, determinada por meio da técnica de ELISA, foi realizada em
microplacas sensibilizadas com antigeno total de parasita, isolado de baco de hamster infectado
cronicamente com Leishmania (Leishmania) chagasi.

Para a realizagdo da reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral
as laminas foram sensibilizadas adicionando-se suspensdo de parasitas em PBS em cada circulo.
Foram consideradas positivas as reacfes fluorescentes em soros com dilui¢des iguais a 1:40, sendo as
amostras soropositavas, nesta diluicdo, novamente testadas para determinacgéo do titulo.

Para a realizacdo da técnica de imunocromatografia utilizou-se um Kit comercial, que detecta
a presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro de animais. A fita apresenta uma membrana pré-



coberta com o antigeno recombinante (rK39) na regido da banda teste e anti-proteina A na regido da
banda controle. Os resultados foram determinados individualmente, de forma qualitativa (positivo ou
negativo).

Foram determinadas a sensibilidade, especificidade dos métodos de ELISA,
imunofluorescéncia indireta e imunocromatografia considerando-se como referéncia os resultados
obtidos no exame parasitoldgico para leishmaniose visceral canina. Utilizou-se o teste Qui-quadrado
para verificar a existéncia de associagdo entre os resultados de sensibilidade e especificidade dos
métodos estudados. O coeficiente Kappa, de acordo com Pereira (2001), foi utilizado para avaliar a
concordancia dos métodos de ELISA, RIFI e imunocromatografia com o exame parasitolégico.

IV- RESULTADOS

A) Deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp. nas amostras de soros de cédes naturalmente
infectados por leishmaniose visceral.

Todas as amostras de soro dos cdes naturalmente infectados por leishmaniose visceral foram
submetidas a técnica de ELISA e imunocromatografia, e o nimero de cdes e sua respectiva
percentagem, de acordo com o resultado da sorologia, encontram-se apresentados na tabela 1 e 3
respectivamente.

Somente 49 amostras de soro foram testadas pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), e 0 nimero de cées e sua respectiva percentagem, de acordo com o resultado da sorologia,
encontram-se apresentados na tabela 2.

Tabela 1 — Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pelo método de ELISA em nimero
absoluto e percentagem de cdes naturalmente infectados por Leishmania sp., provenientes do
municipio de Aragatuba. (Aracatuba-SP, 2006).

ELISA NUmero de animais Percentagem
Positivo 47 94%
Negativo 3 6%

Total 50 100%

Tabela 2 — Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) em nimero absoluto e percentagem de cdes naturalmente infectados por Leishmania
sp., provenientes do municipio de Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006).

RIFI Numero de animais Percentagem
Positivo 48 98%
Negativo 1 2%

Total 49 100%

Tabela 3 — Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reacdo de imunocromatografia em
nimero absoluto e percentagem de caes naturalmente infectados por Leishmania sp., provenientes do
municipio de Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006).

Imunocromatografia Numero de animais Percentagem
Positivo 43 86%
Negativo 7 14%
Total 50 100%

B) Deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp. nas amostras dos soros de animais sadios,
provenientes de area ndo endémica para leishmaniose visceral canina.

As 45 amostras de soro dos cdes de area ndo endémica foram submetidas as técnicas de
ELISA, RIFI e imunocromatografia, e 0 nUmero de cées e sua respectiva percentagem, de acordo com
0 resultado da sorologia, encontram-se apresentados na tabela 4, 5 e 6, respectivamente.



Tabela 4 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pelo método de ELISA, em nimero
absoluto e percentagem, de cdaes clinicamente sadios provenientes de area ndo endémica para
leishmaniose visceral (Aracatuba-SP, 2006).

ELISA NUmero de animais Percentagem
Positivo 7 15,6 %
Negativo 38 84,4%

Total 45 100%

Tabela 5 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), em nimero absoluto e percentagem, de cdes clinicamente sadios provenientes de area
ndo endémica para leishmaniose visceral (Aracatuba-SP, 2006).

RIFI Numero de animais Percentagem
Positivo 4 8,9%
Negativo 41 91,1%

Total 45 100%

Tabela 6 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reacdo de imunocromatografia em
namero absoluto e percentagem, de cées clinicamente sadios provenientes de area ndo endémica para
leishmaniose visceral (Aracatuba-SP, 2006).

Imunocromatografia NuUmero de animais Percentagem
Positivo 4 8,9%
Negativo 41 91,1%

Total 45 100%

C) Determinacdo dos valores de sensibilidade e especificidade relativas dos métodos empregados
no diagndstico da leishmaniose visceral canina.

A sensibilidade e especificidade relativas dos métodos de ELISA, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatografia, bem como o coeficiente Kappa, encontram-
se apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas para as técnicas de ELISA, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatografia empregadas no diagnéstico da leishmaniose
visceral canina. (Aracatuba-SP, 2006)

Sensibilidade Especificidade Kappa

ELISA 94,0% ab 84,4% a 0,788

RIFI 98,0% a 91,1% a 0,893
Imunocromatografia 86,0% b 91,1% a 0,769

Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as
sensibilidades e especificidades pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05)

V- CONCLUSAO

Com base nos valores de Kappa e na comparacdo entre os valores de sensibilidade e
especificidade de cada método testado, o presente estudo permite concluir que a reacdo de
imunofluorescéncia indireta apresentou melhor desempenho, seguida da técnica de ELISA e, por fim,
pela imunocromatografia. No entanto, a escolha do melhor método sorolégico para o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina varia de acordo com cada realidade, levando em consideracdo a
familiaridade que temos com a técnica ja empregada, o conhecimento de suas limitacdes, a praticidade
de execucdo do método e o custo.
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