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RESUMO: R sorologia da leishmaniose visce-
ral em cdes ndo teve, ainda, um estudo de
padio~izacdo, emoora esta espécie animal
constitua importante reservatorio de
Leishmania donovani. Este trabalho teve

como objetivo verificar a eficiéncia das

reacdes d. imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e de hemaglutinacdo passiva (RHP)
para o diagnostico do calazar canino,

fissim, 42 soros de cSes com calazar compro-

*Trabalho realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Uni-
versidade de S3o Paulo e no Centro de Ciéncias Biolbgicas e de
Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

vado clinica e parasito logicamente e SO

soros de c3es clinicamente sadios foram
testados. Pnalisou-se a distribuicdo de
titulos e a eficiéncia dos testes para os

diferentes niveis de limiar de reatividade.
Para a eficiéncia maxima dos testes, 0
limiar de reatividade foi de 20 e 40
respectivamente para RIFI e RHP. Desta
forma, a sensibilidade, a especificidade, a
concordancia ou a eficiéncia diagnostica, o
valor preditivo positivo e o valor prediti-
vo negativo foram de 0,952, 1,000, 0,983,
1,000 e 0,958 para RIFI e 0,857, 1,000,
0,941, 1,000 e 0,909 para RHP. Concluiu-se
que tanto a RIFl quanto a RHP sSo eficien-
tes para estabelecer o diagnéstico sorolo-
gico da leishmaniose canina.

UNITERMOS: Leishmaniasa,. cées; Leishmania
donovani; Imunofluorescéncia;
Hemoaglutinacg3o

INTRODUCAO

0 cao constitui importante elo
ciclo epidemiolégico da leishmaniose

sendo um dos
Leishmania

visceral nas Américas,
principais reservatérios de

donovani. Em nosso meio, realizam-se
frequentemente inquéritos em cées para
estudo da prevaléncia da leishmaniose,

como também para finalidades profilati-
cas (1,2,3,5). Na década de 1350, utili-
zava-se exclusivamente a técnica parasi-
toldégica para esses propodsitos. Mais
tarde, a reacdo de fixacdo de complemen-
to (RFC) foi introduzida como técnica
alternativa para tal investigacéo, pos-
sibilitando 0 exame de grande numero de
caes, em tempo relativamente mais curto
(3,5,15,21,22). Apesar de ser mais sen-
sivel que o exame parasito logico, a RFC
apresenta a desvantagem de fornecer
resultados inespecificos anticomplemen-
tares em alguns casos de calazar, além
de apresentar também uma execucgdao com-
plexa (12). Recentemente, técnicas mais
simples que a RFC passaram a ser intro-
duzidas no estudo soroldgico do calazar
canino,.tais como a contraimunoéeletrofo-
rese (16) e a reacdao de imunofluorescén-
cia indireta (18). Na reacdo de 1imuno-
fluorescéncia indireta para o diagno6s-
tico do calazar humano, 0s aspectos da
padronizacao quanto a determinacao do
limiar de reatividade ndo se acham bem
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definidos e, em se tratando do calazar

canino, as informacdes a respeito "séo
ainda mais escassas. Além disso, de
acordo com a espécie animal, o comporta-

mento do soro pode diferir consideravel-

mente em relacdo a sorologia humana, uma
vez que sao conhecidas algumas diferen-
¢cas nas propriedades das imunoglobulinas
de espécies diferentes, por exemplo
guanto a capacidade de fixar complemen-
to, de se ligar a Proteina A de
S.aureus, de apresentar reacgbes de pre-
cipitacéo, etc. (11,17). Assim, o0 obje-
tivo deste trabalho foi estudar o desem-

penho das reacgfes de imunofluorescéncia

indireta CRIFI) e de hemaglutinacéo
passiva CRHP) para a deteccao de anti-
corpos anti L.donovani na espécie cani-
na .

MATERIAL E METODO5

SDR0O5: foram utilizados 42 soros de
cdes provenientes de Corumbéa, estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil, com calazar
comprovado clinica e parasitologicamen-
te, através da demonstracdo do parasita
em material de linfonodo, bagco, figado,
medula e de pele e/ou através do exame
histopatolégico.

Como controle foram analisados 60
soros de caes aparentemente sadios,
atendidos no Hospital Universitario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo,
oriundos da cidade de Sao Paulo.

Foram também analisados 6 soros de
cSes com leishmaniose tegumentar ameri-
cana e 1 soro de cao com Trypanosoma
evansi .

Reacéo de Imunofluorescéncia Indi-
reta: foi realizada com formas promasti-
gotas de Leishmania donovani, amostra Co
42, isolada de cdo de Corumba em 1983,
(19). Para preparacdo do antigeno, bacgo
e figado de hamster infectado foram

homogeneizados e semeados no meio de NNN
(Neal, Novy e Nicolle), com fase liquida
constituida de infuséo de cérebro e

coracao (BHI). Ap6s 6 dias de cultivo a
28° C, as formas promastigotas foram
lavadas em solucéo salina tamponada

0,01M pH 7,2 (5ST) e .tratadas com forma-
lina a 2% em SST, a teirperatura ambien-
te, por 24 horas. Para analise dos soros
utitizou-se a técnica descrita por GUI-
MARAES et alii, 9, realizando-se dilui-
¢des seriadas a partir de 1/5, com razéo
2 e empregando-se o0 conjugado fluores-
cente antigamaglobulina de cao*. As

leituras foram feitas em microscoépio de
*Gentilmente cedido pelo Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo.
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luz U.V., marca Nikon,
iluminacgéo com

sistema de epi-
lampada de halogénio,

filtro de excitacgédo B, filtro de bar-
reira 515 W, objetiva 40x e ocular 10x.
Reacgao de Hemaglutinacao Passiva:

foi utilizado um extrato protéico de
L .brasi liensis cepa 49 para sensibiliza-
¢cao das hemacias humanas. A preparacao
do reagente, bem como a técnica utiliza-
da, foram processadas conforme descrito
anteriormente (23). Os soros foram ana-
lisados em dilui¢gdes seriadas, ao dobro,
a partir de 1/5. Para a deteccdo de
aglutininas inespecificas utilizou-se
uma suspensao constituida apenas de
hemacias humanas taninizadas.

Média geométrica dos titulos:

Todos os titulos foram transforma-
dos em log 10 e a média aritmética foi
convertida em correspondente anti-log.

0Os Indices de especificidade, sen-
sibilidade, valor preditivo e da efi-
ciéncia foram calculados segundo GALEN 1
GAMBINO, 7 e GRINER et alii, 8.

RESULTADOS

Or resultados das
fluorescéncia

reacbes de 1imuno-
indireta e de hemaglutina-

cao passiva, obtidos em soros de caes
sadios e de cées com calazar, estédo
expressos na Tab. 1 e nas Fig. 1 e 2. D

coeficiente de correlacdo entre os ti-
tulos de RIFI e de RHP em soros de caes
com calazar foi de r = 0,7314. 0 teste t

indicou que existe dependéncia do titulo
de RIFI em relacdao ao titulo de RHP, ao
nivel de 95X> de confianca. As Fig 1 e 2

mostraram a especificidade das duas
reacles estudadas, sendo que o titulo da
maioria dos soros positivos variou de 40
a 5120 e de 20 a 10240, respectivamente
para RHP e para RIFI. A média geométrica
do titulo foi de 413 para RHP e 420 para
RIFI .

0Os Indices de especificidade, sen-
sibilidade e de concordancia ou eficién-
cia diagnéstica foram calculados para
diversos niveis de limiar de reatividade
e estao expressos nas Fig. 3 e 4. Com o
aumento progressivo do limiar de reati-
vidade a especificidade aumenta, chegan-
do ao maximo de-100%, enquanto que a
sensibilidade decresce. Por outro lado,
a eficiéncia atinge um valor méaximo e
depois decresce.

Os soros analisados permitiram es-
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tipular o} limiar de 20 para RIFI e 40
para RHP. Rssim, os indices avaliadores
dessas reagBes puderam ser determinados
com base nos resultados das Tab. 2 e 3.
Nestas circunstancias, foram obtidos os
seguintes indices para RIFI: sensibili-
dade 0,352, especificidade 1,000, con-
cordancia ou eficiéncia diagnostica
0,383, valor preditivo positivo 1,000 e
valor preditivo negativo 0,368. Para a
RHP  os indices foram: sensibitidade
0,857, especificidade 1,000, concordéan-
cia ou eficiéncia diagnostica 0,341,
valor preditivo positivo 1,000 e valor
preditivo negativo 0,303.

Para analise de reag¢Bes cruzadas, 6
soros provenientes de cdes com leishma-
niose tegumentar americana (LTR) e 1
soro de cdo infectado por Trypanosoma
evansi foram submetidos as duas reacBes
em estudo. Os resultados contidos na
Tab. 4 mostraram que todos 0s soros
testados apresentaram resultados positi-
vos com o antigeno Co42. Os resultados
positivos dos caes com LTR na RHP ja
eram esperados, uma vez que se utilizou
reagente preparado com amostra de
Leishmania homéloga.

DISCUSSRO E CONCLUSRO

Rs médias geométricas dos titulos
das reacgBes estudadas foram semelhantes,
sendo de 420 e de 413 respectivamente
para RIFI e RHP. b5e selecionarmos apenas
0s cdes com exame parasitoldgico positi-
vo por aposicdo de o6rgdos (33 casos), a
média geométrica passa a ser um pouco
mais elevada, de 850 para RIFI e de 1010

para RHP. Em 1373 LRNOTTE et alii, 13,
estudando cdes com leishmaniose visceral
patente, encontraram igualmente altos
titulos de anticorpos para RIFl, obtendo
a média geométrica de 1237. Estes titu-
los d5 caes com calazar nao diferem
muito dos resultados encontrados na
RIFI, por LRNOTTE et alii, 14, em soros
humanos com leishmaniose visceral, os

quais foram 321 e de 1218 respectivamen-
te para criancas (1 a 10 anos) e adultos
(30 a 40 anos).

R escolha do limiar de reatividade
ou *cut off* de 20 e 40 respectivamente

para RIFI e RHP baseou-se no fato de
que, neste ponto, a eficiéncia diagn0s-
tica do teste adquire o valor maximo
(Fig. 3 e Fig. 4). Embora titulos de 40
e 100 tenham sido empregados por dife-

rentes autores (10, 18)] como limite de

positividade na RIFI, a utilizacao do
titulo 20 fornece um teste de alta sen-
sibilidade (35,2%) e com especificidade

de 100%; porém, se incluidos os casos de
outros tripanossomatideos, este o6ltimo
indice passa a ser de 30%. Um teste
soroldgico sensivel seria de grande

utilidade em inquéritos populacionais,
pois somente desta forma poderia detec-
tar casos de leisnmaniose assintoméatica,
bem como aqueles com niveis reduzidos de
anticorpos. R existéncia de Oaes com
leislimaniose visceral, porém sem sinto-
matologia especifica, foi relatada por
diversos autores (2, 13, 20). Titulos
baixos de 20 e 40 na RIFI foram frequen-
temente observados por LRNNOTE et alii,
12, em cdes com leishmaniose diagnosti-
cados pelo isolamento do parasita.
Na Tab. 4 foram observadas
cruzadas entre o antigeno de L.donovani
(Co42) e 0os soros de cédes com leishma-
niose tegumentar americana (LTR) e com
Trypanosoma evansi, analogamente a rea-
tividade cruzada existente entre as
leishmanioses e a doenca de Chagas em
soros humanos (4,5). Esta reatividade
ocorreu em titulos relativamente baixos,
ou seja, de até 80 na RIFI e também na
RHP , no caso do soro de céo infectado
por T. evansi.
Ressalta-se que,

reacBes

no presente traba-
lho, os autores tiveram a preocupacao de
usar uma amostra de Leishmania homéloga
para se obter melhor resultado na RIFI.
Rssim, utilizou-se a. cepa de L .. donovani
Co42, isolada de um céo de Corumbéd,
municipio onde foram coletados o0s soros
positivos. Ja com a RHP, que exige gran-
de quantidade de antigeno parasitario no
preparo do reagente, os autores néo
tiveranm 0O mesmo sucesso, em vista do
pouco crescimento dessa cepa homéloga no
meio de NNN/BHI. Rssim, foi empregada
amostra heterdloga de L .brasi liensis que
tem a vantagem de fornecer reatividade
cruzada com os soros de calazar. R sen-
sibilidade relativamente mais baixa por
n6s verificada na RHP talvez seja expli-
cada parcialmente pela utilizacdo dessa
cepa heteréloga.

Embora alguns autores
o critério de que somente
ou ainda, a soroconversao
diagnéstico, devido as reagBes de grupo
existentes entre os tripanos somalldeos,
foram estabelecidos, no trabalho, 0s
limiares de reatividade mais baixos, com
o objetivo de detectar com eficiéncia as
infec¢gBes causadas por Leishmania, prin-
cipalmente em inquéritos populacionais.
Desta forma, nao se teve a intencgao de

(10) utilizenm
titulos >160,
terianm valor

discriminar a leishmaniose”"visceral da

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(1):143-152, 1988.
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leishmaniose tegumentar, pois esta dis-

tingcdo poderd ser realizada através de
dados clinicos e epidemioldgicos.

Deve-se lembrar, ainda, que na
regido de Corumba ha ocorréncia de Try-
panosoma evansi em caes (NUNES, 1906X) e
que na interpretacao dos resultados
sorologicos o aspecto clinico dos ani -
mais deve ser considerado.

Os nossos achados parecem se
assemelh"ar aos de sorologia humana re-
portados por apenas alguns autores (5)
pois a literatura ndo e muito consisten-

te a respeito dos paréametros aqui estu-
dados. Contudo, pode-se concluir que
tanto a RIFI quanto a RHP sdo eficientes
em estabelecer o diagnoéstico sorolégico
da infeccao de caes por L. donovani.
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SUMMRRY: Dogs are the main reservoir of

Leishmania donovani . however, better
standardization of serological tests for
the diagnosis of caniie Cala-azar still has
to be done. Thus, in this paper the
fluorescent antibody (FR) and indirect
hemagglutination (IHR)  tests for this
diagnostic purpose were standardized and
evaluated in 42 sera from animals with
clinical and parasitological diagnosis of
Cala-azar and 60 sera from healthy dogs.
The stipulated cut-offs for FR and [IHA
tests were, respectively, 20 and 40. The

indices of sensibility, specificity,
efficiency, positive and negative
predictive values for FR tests were as
follow: 0.352, 1.000, 0.983, 1.000 and
0.968 and, for the IHR test: 0.857, 1.000,
0.941, 1.000 and 0.909. It was concluded
that both FR and IHR tests are efficient

for the diagnosis of canine leishmaniasis.

UN ITERMS : Leishmaniasis of dogs;
Laishmania donovani; Fluorescent
antibody technique; * Haemag-

glutination

FIGURA 1— Distribuicdo da frequéncia em percentagem de titulos da
reacdo de hemaglutinacdo passiva (RHP) em soros de ca'es
sadios e com calazar, Corumba (MS), 1984

*Comunicacao pessoal

Rev. Fac. Med. Vet. Zcotcc. Univ. 3. Pauio. 25(i):i43-152, 1988.
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FIGURA 2 — Distribuicdo de freqiiéncia de titulos da reacdo de imuno-
fluorescéncia indireta (RIFI), em soros de cées sadios e com
calazar, Corumba (MS), 1984

FIGURA 3 - Distribuicdo da especificidade, sensibilidade e da concor-
dancia da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em
soros de cées sadios e com calazar de acordo com o limiar
de reatividade, Corumbéa (MS), 1984

Re». Fac. Mcd. Vei. Zootcc. Univ. S. Paulo. 251 1):143-152, 1988.
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FIGURA 4 — Distribuicdo da especificidade, sensibilidade e concordan-
cia da reacdo de hemaglutinacdo passiva (RHP) em soros de
caes sadios e com calazar de acordo com o limiar de reativi-
dade, Corumbéa (MS), 1984

Rev. Fac. Med. Vet. footec. Univ. S. Paulo, 25(1):143-152. 1S8S.
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TABELA 1— Resultados das reac¢fes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e de hema-
glutinacdo passiva (RHP) em 42 soros de cées com calazar, Corumba (MS),

1984

TABELA 2 — Resultados das reagfes de imunofluorescéncia indire-
ta (RIFI) em soros de cées sadios e com calazar
(limiar de reatividade 20), Corumbéa (MS), 1984

Cées
RIFI COM CRLRZRR SRD105 TOTRL
RESULTADOS"™"~AN N . N.
Reagentes 40 0 40
N2o reagentes o 60 62
Total 42 60 102

Rev. Tac. Med. Vct. Zootec. Univ. S. Paulo. 25(1):143-i52, 1988.
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TABELA 3 - Resultado da reacdo de hemagiutinagdo passiva (RHP)
em soros de cdes sadios e com calazar (limiar de reati-
vidade 40), Corumbéa (MS), 1984

Caes
RIFI COM CRLRZRR 5RDIO5 TOTRL
RESULTRDOS\~N N . N.
Reagentes 36 0 36
NSo reagentes 6 60 66
Total 42 60 102

TABELA 4 — Resultados das reagdes de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e de hemagiutinagdo passiva
(RHP) em soros de cdes com Leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e Trypanosoma
evansi, Corumba (MS), 1984

ReacSo
RIFI RHP
CSe s Titulo Titulo
Com LTR
1 00 320
2 40 <20
3 20 20
4 40 40
5 80 320
6 BO 320
L, -
Com T .evans i 80 80
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