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RESUMO

O presente estudo avaliou o desempenho de trés métodos sorologicos diferentes (RIFI,
ELISA e DAT) utilizados no diagndstico da leishmaniose visceral canina. Foram avaliadas 234
amostras de soros de cdes provenientes de Belo Horizonte, area endémica para LV. Vinte soros
de cées nao infectados de area ndo endémica e 20 soros de cdes com outras doengas parasitarias,
sendo sete soros de cdes com Trypanosoma cruzi, cinco soros de cdes com Leishmania
braziliensis, cinco soros de cdes com Toxoplasma gondii e trés soros de cdes com Erlichia
canis.foram incluidos neste estudo. A RIFI apresentou baixa sensibilidade (72%), especificidade
(52%), e reagao cruzada com soros de caes infectados com 7. cruzi, L. braziliensis e E. canis. O
teste de ELISA apresentou elevada sensibilidade (95%) embora com especificidade baixa
(64%), e reagdo cruzada com soros de caes infectados com 7. cruzi, L. braziliensis e E. canis. O
DAT apresentou elevadas sensibilidade (93%), specificidade (96%), e reagdo cruzada apenas
com uma amostra de E. canis. De acordo com o indice kappa, a RIFI apresentou uma
reprodutibilidade regular, enquanto ELISA e DAT apresentaram reprodutibilidade perfeita. A
concordancia entre os testes realizados a partir de soros de caes de area endémica foi 6tima
entre ELISA e DAT, boa entre ELISA e RIFI e regular entre RIFI e DAT. Essa concordancia
entre os testes foi variavel de acordo com o grupo clinico analisado. Nao foi observada
correlagdo entre os titulos e/ou absorbancia dos testes entre si, assim como nao foi observada
correlagdo entre titulo ou absorbancia e gravidade da doenca. Foram ainda analisadas 230
amostras de eluato de sangue dissecado em papel filtro de caes, dos 234 caes anteriormente
analisados, pelas técnicas de RIFI e ELISA. A concordancia entre amostras de soro e eluato foi
boa para o ELISA e regular para a RIFI. Comparando os testes realizados com eluato a
concordancia foi regular. Quando foram comparados os testes ELISA e RIFI realizados com
soro, a concordancia foi boa. Este estudo confirmou que ainda ndo existe uma técnica de
diagndstico com 100% de especificidade e sensibilidade e que a escolha da técnica dependera
do objetivo do estudo. Tendo em vista a otimizacdo do diagnéstico da LVC e baseado nos
resultados deste estudo, sugerimos o incentivo por parte do Ministério da Saude (MS) do
desenvolvimento e produg¢@o de um antigeno a ser utilizado no DAT que podera substituir os

métodos usados atualmente.



ABSTRACT

In the present investigation, three serological methods (IFAT, ELISA and DAT)
used for canine visceral leishmaniasis (CVL) diagnosis were assessed. A number of 234
canine serum samples were collected in the city of Belo Horizonte, Minas Gerais state,
an endemic area for VL. The number of 20 serum samples from non-infected dogs and
20 other serum samples from dogs with other parasitic diseases such as Trypanosoma
cruzi (n=7), Leishmania braziliensis (n=5), Toxoplasma gondii (n= 5) and Erlichia
canis (n=3) were included in the present study. Based on kappa indices, IFAT showed a
low sensitivity (72%) and specificity (52%), besides a cross-reactivity with sera from
dogs infected with 7. cruzi, L. braziliensis and E. canis. ELISA showed a high
sensitivity (95%), despite a low specificity (64%), and cross reaction with sera from
dogs infected with 7. cruzi, L. braziliensis and E. canis. DAT showed a high sensitivity
(93%) and specificity (96%), with a cross reaction only with a sample from an E. canis-
infected dog. IFAT has shown a regular reproducibility, whereas ELISA and DAT
showed an accurate reproducibility. We observed a full agreement between ELISA and
DAT, a medium agreement between ELISA and IFAT and, finally, a regular agreement
between IFAT and DAT. The agreement between tests varied in accordance with the
clinical group under analysis. There was no correlation between titers and or absorbance
between the tests, nor a correlation between titers and absorbance and the disease
severity. Yet, a number of 230 samples of eluate from dried blood collected on filter
paper out of the 234 dogs mentioned above, were assessed through IFAT and ELISA,
with a regular agreement between them. Agreement between serum and eluate results
showed to be good for ELISA and regular for IFAT, whereas the serum sample results
from ELISA and IFAT were in agreement. There is no VL diagnosis method with
100% specificity and sensitivity and its choice will depend on the investigation
purposes. Aimed at a VL diagnosis optimization, and based on our results, we suggest
the Brazilian Ministry of Health to develop and produce an antigen to be used in DAT,

which would be useful in substituting the current VL diagnosis methods.
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1. Introducao




1.1. As Leishmanioses

As Leishmanioses compreendem um espectro de doengas que sdo largamente
distribuidas em paises tropicais e subtropicais, variando em severidade desde formas
com auto-cura, lesdes na pele a severas mutilagdes na mucosa, ou infec¢des nas
visceras. Sdo causadas por protozoarios pertencentes ao género Leishmania (Ross,
1903), (Kinetoplastida:Trypanosomatidae). Este género se constitui de um grupo de
espécies biologicamente distintas e com caracteristicas genéticas, bioquimicas e
imunologicas diferenciadas. A estrutura do DNA extra nuclear do cinetoplasto (KDNA),
presente nestes organismos, constitui uma caracteristica marcante da ordem
Kinetoplastida possuindo peculiaridades tnicas € um mecanismo impar de replicagao
(Shlomai, 1994).

O género Leishmania apresenta em seu ciclo bioldgico as formas amastigotas,
aflageladas com cinetoplasto visivel em forma de bastdo. Estas formas vivem e se
multiplicam no interior de células do sistema monocitico fagocitirio (SMF) do
hospedeiro vertebrado mamifero. No trato alimentar do inseto vetor sdo encontradas as
formas flageladas promastigotas e paramastigotas (Chang et al., 1985; Walters, 1993).
As formas promastigotas também sdo cultivadas em meios axénicos (Evans, 1987),
como o LIT (Liver Infusion Tryptose) e o NNN (Novy Mc Nel e Nicolle). A
multiplicagdo se faz por divisdo binaria em ambos os hospedeiros, vertebrados e
invertebrados, embora algumas evidéncias ndo descartem a possibilidade de troca de
material genético (Bastien et al., 1992).

A transmissdao das leishmanioses entre os hospedeiros vertebrados ocorre pela
picada de fémeas de insetos pertencentes a ordem Diptera, Familia Psychodidae, Sub-
Familia Phlebotominae, (Martins et al., 1978), Diferentes espécies de Lutzomyia sao
responsdveis pela transmissdo das muitas espécies de Leishmania causadoras da
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e da leishmaniose visceral (LV). Através do
repasto sanguineo, necessario para sua oviposi¢do, ao picarem um animal parasitado
podem, juntamente com o sangue, sugar formas amastigotas, que no interior de seu tubo
digestivo, se transformam em promastigotas e ai se multiplicam. As promastigotas, apds

seu desenvolvimento, migram para as partes anteriores do tubo digestivo do



flebotomineo, atingindo o aparelho picador sugador do inseto. O inseto infectado, ao
realizar o repasto sanguineo em outro animal podera inocular as formas promastigotas
metaciclicas. Estas formas poderdo penetrar em células do SMF, transformando-se em
amastigotas em seu interior € multiplicando-se (Chang, 1985).

As Leishmanioses permanecem como um severo problema de saude, com
prevaléncia global estimada em 12 milhdes de casos e incidéncia anual de 1,5 — 2
milhdes de casos. Aproximadamente 1 — 1,5 milhdes de casos sdo causados pelas
leishmanioses cutdneas e 500.000 causados pelas formas viscerais da doenca.
Atualmente as leishmanioses apresentam claramente uma distribuicdo geografica mais
ampla do que antigamente, sendo agora reportadas em areas onde nao eram endémicas
(WHO, 2002).

O aumento dos fatores de risco, relacionado principalmente as mudangas no
meio ambiente, sejam elas naturais ou causadas pelo homem, esta fazendo com que
muitos paises se preocupem com as leishmanioses no que diz respeito a saude publica.
Um dos maiores fatores de risco ¢ o fendmeno mundial da urbanizagdo, estreitamente
relacionado ao aumento das migragdes (WHO, 2002). A migragdo de cdes infectados,
por espécies causadoras da leishmaniose visceral, de areas endémicas da doenga pode
promover a disseminagdo silenciosa da infeccdo entre os cdes de uma nova area e
eventualmente da infeccdo humana, estabelecendo assim, um novo foco de transmissao
(Travi et al., 2002).

As leishmanioses do Novo Mundo sdo agrupadas basicamente em duas amplas
categorias clinicas: a LTA e a LV. A LTA, causada pelas espécies de Leishmania dos
subgéneros Viannia e Leishmania, incluindo um espectro de doencas comumente
referidas por suas caracteristicas clinico-patoldogicas em forma cutanea, cutanea-
mucosa, cutanea-disseminada e cutanea-difusa ( Walton, 1987; WHO, 1990).

A LV ¢ considerada uma enfermidade cronica (Deane e Deane, 1964) que evolui
para hepato-esplenomegalia devido a multiplicagdo dos parasitas nos tecidos e o6rgaos

ricos em células do SMF.



1.2. Leishmaniose Visceral

A LV ¢ uma doenca de carater cronico, potencialmente fatal para o homem,
tendo como agentes etioldgicos as espécies do género Leishmania pertencentes ao
complexo L. (Leishmania) donovani, (Lainson e Shaw, 1987). Sdo elas a Leishmania
(Leishmania) donovani (Ross, 1903) e Leishmania (L.) infantum (Nicole, 1908),
presentes no Velho Mundo e Leishmania (L.) chagasi, (Cunha e Chagas, 1937),
presente no Novo Mundo.

A leishmaniose visceral apresenta diferentes quadros epidemiologicos no
mundo, ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo. Pode apresentar-se
como uma zoonose, como acontece no Brasil e no Mediterraneo, tendo os canideos
como principais fontes de infec¢do para os vetores, € como antroponose, COmo ocorre
na Africa, Bangladesh, India e Nepal, tendo o homem como fonte de infec¢io (WHO,
2003).

E endémica em 87 paises (21 no novo Mundo e 66 no velho Mundo), sendo que
90% dos casos de LV notificados no mundo ocorrem em Bangladesh, Brasil, India,
Nepal e Suddo. No Novo Mundo ocorre na Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia,
Paraguai, Venezuela, Guatemala, Guadalupe, Honduras, Martinica, México, e¢ El
Salvador (Lainson e Shaw, 1987; Shaw, 2002). No Brasil, sdo registrados 90% dos
casos de LV que ocorrem em todo o continente americano. Existem casos de
leishmanioses em 18 dos 27 estados da Federagdo, distribuidos em quatro das cinco
regides do pais. Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos
notificados de LV ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenga se expande
para as outras regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se
modificando. No periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste ja representa uma reducgio
para 77% dos casos do pais (MS, 2003). Recentemente, vém sendo notificados casos
humanos de LV no Estado do Paran4, regido Sul (MS /CENEPI, 2000).

Existem divergéncias em relagdo a utilizacdo do nome especifico L. chagasi
para designar o agente etioldgico da LV no Novo Mundo. Estas controvérsias estdo
relacionadas com a origem da doenga no Novo Mundo (Mauricio, 2000).

Duas hipoteses tentam explicar a origem da LV no continente Americano. A

primeira sugere que a Leishmania chagasi é autdctone, tendo canideos silvestres como



hospedeiros primarios e fontes de infec¢do para o cdo ¢ o homem (Lainson et al.,
1987;). Esta proposicdo ganha algum suporte a partir da bem equilibrada relagdo
parasito-hospedeiro em Cerdoncyon thous, o que indica uma associagdo antiga quando
comparada com a infec¢do fulminante e fatal no cdo doméstico, esta sugestiva de uma
associacdo parasito-hospedeiro mais recente. A outra hipotese considera que a LV ¢
causada pela L. infantum que foi trazida para a América Latina pelos europeus e seus
cdes, ou pelos escravos. Esta afirmativa encontra amparo uma vez que técnicas
bioquimicas (isoenzimas) soroldgicas (anticorpos monoclonais) e de biologia molecular
tém evidenciado similaridade entre L. infantum e L. chagasi (Killick-Kendrick et al.,
1980; Grimaldi Jr et al, 1987; Mauricio et al.,, 2000). Além disso, existem
caracteristicas comuns na epidemiologia da doenca no Brasil e na regido do
Mediterraneo tais como a existéncia de canideos como reservatorios silvestres e
domésticos, a prevaléncia maior em criangas e manifestagdes clinicas diversas.

Na LV, os parasitos, alcancando as células do SMF dos o6rgdos internos,
principalmente, baco, figado e medula 6ssea, provocam quadros cuja severidade
depende do tempo de evolucdo clinica e da resposta imunoldgica do individuo
parasitado, podendo originar casos assintomaticos, moderados e graves, inclusive com
obitos quando nao adequadamente tratados (Tafuri et al., 1989; Grimaldi Jr e Tesh,

1993; Lainsson, 1997; Santa Rosa e Oliveira, 1997).

1.3. Leishmaniose Visceral no Brasil

A importancia da leishmaniose visceral no Brasil reside ndo somente na sua alta
incidéncia e ampla distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas
clinicas muito graves e as vezes fatais, apesar da existéncia de tratamento especifico.
Segundo dados do Ministério da Satde ocorrem cerca de 4 mil casos anuais da doenga
(MS/CENEPI, 2000).

O primeiro caso de LV, possivelmente adquirido no Brasil, ocorreu no inicio do
século XX em um paciente adulto italiano proveniente de Mato Grosso, que emigrara
14 anos antes para o Brasil, e diagnosticado no Paraguai (Migone, 1913). Acredita-se

que a infecc@o ocorreu na regido de Porto Esperanga, Mato Grosso. Nao obstante tratar-



se de um individuo oriundo do Mediterraneo, o longo tempo decorrido desde que
deixara a zona endémica levou a suposi¢cdo de que se tratava de um caso autdctone. No
entanto, a comprovacdo definitiva da existéncia de calazar autoctone na América sé
ocorreu quando Mazza e Cornejo (1926) publicaram a observagdo de dois casos em
criangas que nunca haviam deixado a Argentina. Em uma delas, ao realizarem pungio
esplénica, observaram a presenca de Leishmania (Deane, 1956; Baruffa e Cury, 1973;
Dias et al.,1977). Formas amastigotas foram encontradas em figado de pacientes
suspeitos de febre amarela em varios estados do Nordeste e no Pard (Penna, 1934),
tendo sido o agente etioldgico mais tarde denominado L. chagasi por Cunha ¢ Chagas
em 1937.

Chagas (1936) e Chagas et al. (1937) foram quem pela primeira vez suspeitaram
da existéncia de um animal silvestre como reservatorio de L. chagasi no Novo Mundo.
Este fato foi confirmado pelos pesquisadores Deane e Deane (1954) e por Alencar
(1961), no Ceara, quando estabeleceram a importancia epidemiologica da raposa da
espécie Dusicyon vetulos como fonte de infeccdo e manutengdo da doenca.
Posteriormente, uma segunda espécie de raposa, Cerdocyon thous, foi encontrada
naturalmente infectada por L. chagasi (Silveira et al., 1982; Lainson., 1985; Mello et
al.,1988; e Silva et al., 2000).

No Brasil, a leishmaniose visceral ou calazar, ¢ considerada uma zoonose que se
estabeleceu inicialmente em areas rurais e periurbanas. O nimero de casos vem
aumentando consideravelmente, com o surgimento de focos da doenca em areas até
entdo indenes. Estudos de casos humanos e caninos tém revelado a ocorréncia da
urbanizacdo da LV nas grandes cidades brasileiras do Nordeste e mais recentemente do
Sudeste (Badaro, 1988; Genaro et al., 1990; Marzochi et al.,1994; Mayward et al., 1996;
Oliveira et al., 2001; Silva et al., 2001).

No final da década de 80, a urbanizacao da endemia ¢ intensificada em Terezina,
PI e Sao Luis, MA. Na década de 90, a doenca se estabelece em Montes Claros, MG,
Camagau, BA e Recife, PE (Marzochi e Marzochi, 1994; Monteiro et al., 1994). Dados
epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam periurbanizagdo e urbanizagao da LV,
destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro,RJ, Belo Horizonte, MG ,
Aracatuba, SP, Santarém, PA, Corumba, MS, Teresina, PI, Natal, RN, Sao Luis, MA,

Fortaleza, CE, Camagari, BA e mais recentemente as epidemias ocorridas nos



municipios de Trés Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO (MS, 2003). Neste
contexto, os caes sdo considerados importantes reservatorios e talvez os responsaveis
por essa mudanga no perfil epidemioldgico da doenga (Marzochi et al., 1994), uma vez
que os casos caninos precedem os humanos e devido a grande discrepancia entre o
numero de cdes infectados e o de casos humanos notificados.

O primeiro caso de leishmaniose visceral diagnosticado em Belo Horizonte € no
Estado de Minas Gerais foi publicado por Versiani (1943). Tratava-se de um individuo
de Alagoas que provavelmente se infectara fora de Minas Gerais, uma vez que veio de
regido endémica da doenga. O primeiro caso humano autéctone de LV em BH foi
relatado no ano de 1959, em uma crianga de um ano e dez meses, que nunca havia saido
da cidade. Este fato tornou obscuro o modo pelo qual a crianga contraiu a infeccao
(Rezende e Bastos, 1959). Em 1989, em Sabard, foi diagnosticado o segundo caso
humano autéctone da doenga na Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH)
(Genaro et al., 1990). O primeiro caso da doenca no cao, foi registrado na regidao
nordeste de BH, em 1992. Inquéritos sorologicos realizados na éarea encontraram
prevaléncia de 8,5 e 9,0% nos bairros Ferndo Dias e Sdo Paulo respectivamente (Dados
da SMS de Belo Horizonte).

Nos ultimos anos, o nimero de casos de leishmaniose visceral, tanto humana
quanto canina, na RMBH aumentou de forma expressiva, indicando uma elevagdo da
taxa de transmissao da doenga nessa area (Silva et al., 2001).

Ao contrario da L. donovani, na cadeia de transmissdo de L. chagasi, o homem
serve apenas como uma fraca fonte de infeccdo para os flebotomineos e a infeccao
depende largamente da presenca de caes infectados na area (Lainson e Shaw, 1987). O
cdo e a raposa apresentam um intenso parasitismo cutaneo, que permite a facil infecgado
dos flebotomineos (Deane e Deane, 1954). E provavel que existam outras fontes de
infeccdo em algumas situacdes especificas, e que o homem esteja envolvido na cadeia

de transmissao (Nascimento et al., 1996; Badaro et al., 1994; Deane e Deane, 1955).



1.4. Leishmaniose Visceral Canina

Desde a descoberta da leishmaniose visceral canina (LVC) em um inquérito
canino na Tunisia, os cdes tém sido implicados como importantes reservatorios da LV.
De 145 caes examinados pelo método parasitologico utilizando material coletado
através de pun¢do na medula dssea, trés animais mostraram-se positivos, ficando assim
registrado o primeiro foco de calazar canino no mundo (Nicolle e Conte, 1908).

As primeiras observacdes feitas no Brasil sobre a LVC foram realizadas por
Chagas et al. (1937 e 1938), na regido Norte. Porém a doenca s6 foi caracterizada
quando estudada por Deane (1956) em area endémica do Estado do Ceard. A LVC
assim como a doenca humana estdo bastante difundidas no pais e algumas localidades
endémicas revelam altas taxas de prevaléncia de LVC com a presenca abundante do
vetor (Vieira e Coelho, 1998).

A importancia da infec¢ao canina ¢ conferida por varias razoes, dentre as quais
destacam-se: o convivio do cdo em estreita aproximacdo com o homem, vivendo no
peridomicilio e em muitos casos, no proprio domicilio; o fato de servir de fonte de
repasto para o vetor, atraindo-o para perto do homem; sua alta densidade populacional
aliada a susceptibilidade que apresenta a Leishmania chagasi, além do grande nimero
de cdes assintomaticos com intenso parasitismo cutaneo (Killick-Kendrick et al., 1997).

O calazar canino ¢ de inicio insidioso (Laveran e Havet, 1917) com acentuado
emagrecimento. O sinal mais freqiiente ¢ geralmente apresentado na superficie cutinea,
com grandes areas de alopecia, eritema e descamagao (Alencar, 1959). Porém, algumas
vezes, os caes infectados apresentam aspecto aparentemente normal, mas com alto grau
de parasitismo da pele sa e visceras (Deane e Deane, 1955). O periodo de evolugdo da
doenca no cao pode ser bastante longo, podendo chegar a mais de um ano. O animal
torna-se apatico com pouca mobilidade, o que provoca um aumento acentuado das
unhas (Alencar, 1959).

Clinicamente, os caes infectados com L. infantum foram classificados por
Mancianti et al. (1988) em assintomadticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Os
assintomaticos sdo cdes com auséncia de sinais e sintomas clinicos caracteristicos de
infec¢do por Leishmania; nos oligossintomaticos ocorrem até trés dos sinais clinicos

caracteristicos da infec¢do por Leishmania. Os caes sintomaticos sdo aqueles que



apresentam mais de trés sinais clinicos caracteristicos da infecg@o, entre eles alopecia,
dermatite  furfuracea, ‘ulceras, hiperqueratose, onicogrifose, emagrecimento,
ceratoconjuntivite, adenopatia linféide, opacificacdo das corneas e opacifica¢do do pelo.
Uma caracteristica importante ¢ a permanéncia da doenca clinicamente inaparente por
longos periodos.

Hasibeder et al. (1992) distinguiram dois tipos de evolugdo clinica para caes
assintomaticos naturalmente infectados com a L. infantum. Um tipo A de cdes que
desenvolveram a doenga apds um periodo no qual eles eram assintomaticos, mas com
sorologia positiva. Estes caes participaram na transmissao da doenca até a morte. O tipo
B eram cdes que permaneceram assintomaticos, originalmente com sorologia positiva,
que se tornaram sorologicamente negativos. Porém, os parasitas estavam presentes na
pele e estes animais contribuiram para a transmissao, apesar de menos infectados do que
o tipo A. Os caes do tipo B apresentaram um periodo de vida mais longo, devendo ser
considerados quando se estima o indice de transmissao.

A importancia do cdo na transmissdo da leishmaniose visceral tem sido
investigada por varios autores. O cdo tem sido apontado como o principal reservatdrio
da LV em Belo Horizonte. Aparentemente, o papel do cdo na introdugdo, dispersao e
manuten¢do da LV tem valor relevante, uma vez que a epidemia canina precedeu a
humana. Os distritos de Belo Horizonte com maiores incidéncias de calazar humano,
sobrepuseram-se aqueles que apresentaram a doenga canina no periodo de 1993 a 1997
(Belvilacqua et al., 2001). Utilizando a analise espacial Oliveira et al. (2001)
observaram uma forte evidéncia de que os casos humanos de LV no municipio de BH
no periodo de 1994 — 1997 ocorreram em areas onde a taxa de prevaléncia em caes era
alta.

A porcentagem de cades infectados apresentando as diferentes formas clinicas
que vivem em area onde a leishmaniose canina ¢ endémica, tem importante implicagao
na satde publica. Embora os caes assintomaticos sejam considerados por alguns autores
com pouca ou nenhuma importancia epidemioldgica, Dye (1992) e Molina et al.(1994)
demonstraram que as taxas de infec¢do dos vetores ndo estd correlacionada com a
condi¢do clinica dos animais. Recentemente Guarga et al. (2000) realizaram o
xenodiagnostico direto em caes infectados com L. infantum e ndo observaram diferenca

estatisticamente significativa nas taxas de infec¢do das fémeas de Phlebotomus



perniciosus quando analisados os diferentes grupos clinicos apresentados pelos animais.
Entretanto, Michalsky (2004) ao estudar a infeccdo de Lu. longipalpis alimentadas em
caes infectados com L. chagasi observou diferenca entre as taxas de infeccdo quando o
xenodiagnodstico foi realizado em animais assintomaticos (5,4%) ou sintomaticos
(28,35%). Estes resultados suportam o ponto de vista de Molina et al. (1994) no qual
apenas o sacrificio dos caes sintomaticos com sorologia positiva como estratégia para o
controle da LV ¢ insuficiente, devido a importancia que os caes assintomaticos t€ém na
epidemiologia da doenga. Portanto, as medidas de controle devem ser direcionadas aos
caes infectados, isto ¢, portadores de Leishmania, independentemente dos sinais clinicos
que manifestem. Foi também demonstrado que caes infectados, mas assintomaticos sao
fonte de infeccdo para os flebotomineos e conseqiientemente tém papel ativo na
transmissdo da Leishmania. Molina et al. (1994) mostraram que de cinco caes
assintomaticos com sorologia positiva, trés foram capazes de infectar flebotomineos tao
bem quanto os sintomaticos. Estes resultados estdo de acordo com as observagdes feitas
por Adler e Theodor (1932) onde flebotomineos alimentados em cdes aparentemente
sadios se infectaram. Consequentemente quando somente cdes sintomaticos sio

considerados em estudos epidemioldgicos, a prevaléncia da infecgdo é subestimada.

1.5. Controle e profilaxia da Leishmaniose Visceral

As medidas de controle da LV envolvem fundamentalmente o que ficou
conhecido como um “tripé” de agdes: detec¢do ativa e passiva de casos humanos de LV
e tratamento precoce dos mesmos, borrifagdo das casas e peridomicilio com inseticidas
de acdo residual , identificacdo e eliminacdo de cdes com sorologia positiva ( Deane e
Deane, 1955; Passerat de Silans et al., 1998; Monteiro et al., 1994). Vérios relatos ¢ a
propria experiéncia da MS tém demonstrado um declinio do niimero de casos humanos
quando essas medidas sdo implementadas. Todavia, o grau de interferéncia de cada uma
destas medidas, principalmente as relacionadas ao reservatorio e ao vetor, deve ser
melhor investigado através de estudos comparativos em areas endémicas.

A vigilancia epidemioldgica ¢ um dos componentes do Programa de Controle da

Leishmaniose Visceral (PCLV) que visa reduzir as taxas de letalidade e o grau de



morbidade através do diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos, bem como
da diminuicdo dos riscos de transmissdo mediante controle da populacao de
reservatorios e vetores (Gontijo e Melo, 2004). O novo enfoque do PCLV incorpora
areas sem ocorréncia de casos humanos ou caninos de doenga nas ag¢des de vigilancia e
controle, objetivando evitar ou minimizar a expressao da doenca (MS, 2003).

Teoricamente as estratégias de controle parecem adequadas, mas na pratica a
preven¢do de doengas transmissiveis por vetores biologicos ¢ bastante dificil. Ainda
mais quando associada a existéncia de reservatorios domésticos e silvestres e aos
aspectos ambientais, incluindo aspectos fisicos de utilizagdo do espago habitado. O
entendimento das alteracdes do meio ambiente urbano e dos flebotomineos vetores
constituem um pré-requisito para o desenvolvimento de acdes apropriadas de prevencao
e estratégias de controle (Gontijo e Melo, 2004). O inseticida de acgdo residual ¢
aplicado no interior das casas e abrigos de animais, sendo essa medida considerada
eficaz para reduzir a populacao de flebotomineos e, consequentemente, os niveis de
transmissdo (Guerin et al., 2002).

Baseando-se em estudos epidemiologicos tem sido questionada a eliminagdo de
caes infectados com L. chagasi como medida eficaz no controle da LV (Paranhos-Silva
et al., 1996; Dietze et al., 1997; Ashford et al., 1998; Moreira Jr. Et al., 2004; Reithinger
et al., 2004).

A aplicagdo de uma vacina anti- LVC ¢ vista como importante e necessaria
medida de controle da endemia canina ¢ humana. Varios estudos ja foram realizados
para o desenvolvimento de uma vacina contra LVC por Ogunkolade et al.(1988); Dunan
et al. (1989); Mayrink et al. (1996) e Webb et al. (1996 e 1997). Alguns resultados
importantes foram demonstrados. Entretanto nessas vacinas, a producdo de anticorpos
anti-Leishmania ndo foi capaz de controlar a infec¢do, sendo necessarios maiores
estudos para identificar o melhor candidato a antigeno para o controle da infecgdo
canina.

Uma nova vacina desenvolvida na Universidade Federal do Rio de Janeiro, e ja
testada em campo, foi capaz de proteger 92 — 95% dos caes vacinados contra LV (Borja
Cabrera et al., 2002). Considerada uma vacina de segunda geracdo, a vacina FML, com
o aval do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, estd sendo

industrializada e comercializada com o nome de Leishmune, pela Fort Dodge® Saude



Animal desde maio de 2004. O MS nao autoriza a utiliza¢ao desta vacina como medida
de controle da leishmaniose visceral no Brasil, por entender que os estudos até agora
realizados referem-se a eficicia da vacina canina, e por ndo ter sido ainda realizado
estudo com relacdo ao impacto na incidéncia da doenga humana e canina, assim como

estudos de custo/ efetividade e custo/ beneficio (MS, 2004).

1.6. Diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina

Independentemente do enfoque principal que se dé as medidas de controle, o
diagndstico preciso da leishmaniose canina ¢ extremamente importante, pois a taxa
de infeccdo canina representa um termometro, tanto para a ocorréncia de epidemias
quanto para o aumento do nimero de casos nas areas endémicas, onde normalmente

a ocorréncia do calazar canino precede a doenga em humanos.

O diagnostico do calazar canino ¢ semelhante ao realizado na doenga humana e
diferentes técnicas podem ser utilizadas. As suspeitas iniciais baseiam-se na presenga de
sinais e sintomas clinicos, muitas vezes inespecificos. O diagndstico conclusivo
depende do achado do parasita, o que ¢ muito dificil, sendo assim, a deteccao da
presencga de anticorpos anti - Leishmania ou antigenos do parasita, através de técnicas
de imunodiagnostico sdo mais utilizadas e podem ser confirmadas por técnicas de

biologia molecular.

1.6.1. Diagnostico Parasitologico

Sao métodos diagnosticos utilizados para a demonstragdo do parasito, seja ela
uma demonstracdo direta em laminas fixadas ou apds cultivo em meios artificiais, ou
pela deteccdo do DNA do parasito.

A demonstragdo do parasito ¢ feita através de material obtido de puncao de
medula 6ssea, pele, bago e figado, tecidos mais intensamente parasitados. O material ¢

examinado através de esfregacos corados pelo Giemsa. Quando os parasitas sdo



escassos podem ser cultivados em meio de cultura NNN/LIT ou inoculado em hamsters.
O isolamento do parasito de animais com infec¢dao confirmada geralmente ¢ inferior a
80% (Schnur e Jacobson, 1987).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada no diagnoéstico da
LV humana e canina, ¢ co-infeccdo com HIV (Howard et al., 1991; Ashford et al.,
1995; Osman et al., 1997; Fisa et al., 2001; Pizzuto et al., 2001).

Embora a PCR seja uma reagdo altamente sensivel e especifica, seu emprego
apresenta sérias limitagdes principalmente em inquéritos epidemiologicos, devido a
pouca praticidade para as condi¢des de campo. E um método que necessita de
equipamentos e reagentes de custo elevado, além de pessoas treinadas para sua
realizagdo (Reed, 1996). Para a utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes

para se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo (Gontijo e Melo, 2004).

1.6.2. Diagnostico Soroldégico

Tanto a imunidade celular como a humoral sdo acessadas no calazar, Isso faz
com que os métodos sorologicos sejam de ampla utilizacdo no seu diagndstico. A
resposta humoral especifica presente na LVC, ¢ muito intensa com altos niveis de IgG
anti-Leishmania. Por esta razdo o diagndstico soroldgico ¢ amplamente utilizado.
Porém, ¢ importante ressaltar que isto ndao ocorre até alguns meses apds o
estabelecimento da infeccao por Leishmania em caes (Lamothe, 2002).

Na utilizagdo da sorologia como diagnostico da LVC est4 implicita a aceitagdo
de que a maioria dos animais infectados desenvolve uma resposta imune especifica que
pode ser detectada pelos métodos disponiveis e que a soropositividade esta relacionada
a infec¢do. Entretanto, a proporcao de soroconversao entre animais com infecg¢ao clinica
ou subclinica ¢ incerta (Ashford et al., 1995). De maneira semelhante Lanotte et al.
(1979) e Abranches et al. (1991) nao encontraram correlagdo entre os titulos ¢ a
gravidade da doenga. Estes achados sugerem que a sorologia convencional parece nio
ser um bom indicador da capacidade infectiva do cdo para os vetores. Por outro lado,

Pozio et al. (1981) verificaram associacao entre a severidade da doenca e os titulos de



anticorpos e Grandoni et al. (1988) sugeriram que o aumento da infectividade para
vetores pode estar associada com o avango da doenga.

Virias técnicas soroldgicas podem ser utilizadas para o diagnostico do calazar,
tais como a reagdo de fixagdo do complemento (Hockmeyer et al., 1984),
hemaglutinagdo direta (Harith et al., 1986), hemaglutinacdo indireta (Bray e Lainson,
1967), teste de aglutinacdo direta (DAT) (Allain e Kagan, 1975; Harith et al., 1986),
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Badar6 et al., 1986), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Ho et al., 1983; Badar6 et al., 1986). Porém, as técnicas
mais utilizadas no Brasil sdo a RIFI e o ELISA, devido a alta sensibilidade e
especificidade das mesmas em comparacao as demais (Badard, 1983; Guimaraes, et al.,
1990). Em éreas endémicas do Velho Mundo, o DAT vem sendo largamente utilizado
tanto no diagndstico do calazar humano quanto canino. As técnicas soroldgicas
convencionais apresentam algumas limitagdes. Geralmente sdo empregados como
antigenos os parasitos totais ou extratos soliveis dos mesmos, o que torna a
padronizagdo das reagdes muito dificil.

A RIFI ¢ considerada o padrdo ouro dentre os testes sorologicos sendo muito
utilizada na pratica veterinaria. E uma técnica muito 1til do ponto de vista da clinica,
mas subestima a taxa de infeccdo por Leishmania na populagdo canina de dareas
endémicas (Alvar et al, 2004). Existem poucos kits de RIFI disponiveis
comercialmente para serem usados no diagndstico da LVC. No Brasil, o kit utilizado
nas campanhas de controle é o produzido por biomanguinhos/FIOCRUZ/RJ. Alguns
estudos tém mostrado que os antigenos preparados nos laboratdrios de pesquisa
proporcionam um melhor desempenho da reagdo (Rosario, 2005). Uma das limitagdes
da RIFI ¢ a ocorréncia de reagdes cruzadas com outros tripanosomatideos, o que limita
sua aplicabilidade em regides onde a LV ocorre simultaneamente com outras doengas
tais como a LT e a Doenga de Chagas. Outra limitacao seria a necessidade de utilizagao
do microscopio de imunofluorescéncia, o que dificulta a sua realizacdo em algumas
regides, além de sua baixa sensibilidade e especificidade na deteccdo de casos
assintomaticos (Alvar et al., 2004).

O ELISA tem sido usado como um valioso método no diagnéstico de varias
doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose. E uma técnica altamente sensivel mas a

sua especificidade depende muito do antigeno empregado. Reagdes cruzadas com



outras infecgdes encontradas em caes, também sdo relatadas com esta técnica (Badar6 et
al., 1986; Mancianti et al., 1996). A utilizacdo de antigenos recombinantes tem
aumentado consideravelmente a especificidade da técnica (Burns et al., 1993). Embora
seja grande o numero de antigenos recombinantes testados no diagnodstico da LVC,
somente um, o rK39, tem sido amplamente usado no ELISA (Scalone et al., 2002;
Carvalho et al., 2003).

A utilizacdo de reagdes soroldgicas que necessitam de recursos laboratoriais
mais sofisticados como a RIFI e o ELISA pode atrasar a utilizagdo dos resultados na
interven¢do de controle, onde o animal infectado representa um risco como fonte de
infeccao para os flebotomineos e conseqiientemente na transmissao para o homem.

O Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) para LV foi primeiramente descrito por
Allain e Kagan (1975). El Harith e colaboradores (1986 ¢ 1988) adaptaram o método, a
partir do teste de aglutinacdo em cartdo (CATT) utilizado com antigenos para
diagnostico de tripanosomiasis (Magnus et al., 1978) e recomendaram para estudos
clinicos em Hospitais e Centros de Saude (El Harith et al., 1986), e inquéritos
soroepidemiologicos (El Harith et al., 1987). Muitos pesquisadores reportam a alta
acuracia do teste para o diagndstico da LV causado por L. donovani assim como por L.
infantum (El Safi et al., 1989; Sinha e Sehgal, 1994; Korte et al., 1990). Oskam et al.
(1996) avaliaram um teste de aglutinacio (DAT) baseado em antigeno estavel e
liofilizado para a deteccdo de anticorpos anti-leishmania em soros caninos. Os
resultados mostraram uma sensibilidade de 100% e especificidade de 98,8%. A
utilizacdo deste antigeno torna este método mais simples, seguro e reprodutivel. Além
disso, entre os testes sorologicos recentemente desenvolvidos, o DAT parece ser o mais
apropriado para o uso em campo (Sinha e Sehgal, 1994; Shiddo et al., 1995) devido as

facilidades operacionais da técnica e seu baixo custo.



2. Justificativa




Considerando a importancia da leishmaniose visceral canina no contexto da
saude publica e as dificuldades encontradas nas técnicas de diagnodstico convencionais,
nos propomos a avaliar em campo a utilizacdo de um teste que venha facilitar o
diagnostico e compara-lo com outras técnicas soroldgicas. Para tal, este método deve
apresentar algumas caracteristicas bdasicas: ndo requerer o uso de equipamentos
complexos e ser de simples leitura, facil interpretacdo, rapido, além de especifico e
sensivel. Como o teste DAT ja foi testado no laboratorio de Leishmanioses do CPqRR,
utilizando-se soro e sangue em papel filtro de casos humanos provenientes de areas
endémicas de Minas Gerais, e comprovada sua alta sensibilidade e especificidade,
decidimos testa-lo com amostras de soro de caes, comparando-o com os métodos
utilizados no PCLV.

Além da infec¢@o canina variar fortemente de local para local, existe uma forte
oposi¢do a eliminagdo indiscriminada de caes. Sendo assim, a tentativa de controle da
doenga humana através da eliminagdo do reservatorio doméstico, no caso o cdo, requer
a utilizacdo de um método diagnostico que ndo deixe dividas quanto a presenca da

infec¢ao.

Portanto, ¢ de suma importancia a realizacdo de pesquisas no sentido de
conhecer com mais precisdao qual a melhor, mais sensivel e mais especifica técnica de
diagnostico para a LVC, pois a infec¢@o canina representa um risco tanto para a
ocorréncia de epidemias quanto para o aumento do numero de casos nas areas

endémicas, contribuindo assim com as medidas de controle.



3. Objetivos




3.1. Objetivo geral

Comparar diferentes técnicas sorologicas no diagnostico da LV em caes de area

endémica do Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.2.  Objetivos especificos:

Determinar a sensibilidade e especificidade do método DAT em condi¢des de
campo.

Comparar a sensibilidade, especificidade e acuracia dos métodos ELISA, DAT e
RIFI e , em amostras de soro de caes.

Avaliar a reprodutibilidade dos diferentes testes utilizados.

Avaliar a concordancia do método DAT com os testes RIFI, ELISA, exame
parasitoldgico e clinico.

Avaliar a aplicabilidade dos métodos utilizados, na distingdo das diferentes

formas clinicas da infeccao.



4. Materiais € Métodos




4.1. Area de estudo

O estudo foi realizado em bairros da regional Nordeste do municipio de Belo
Horizonte, MG. A sele¢do do municipio foi feita baseada nos seguintes critérios: alta
soroprevaléncia canina em varios anos consecutivos, presenca de casos clinicos de
leishmaniose visceral humana, apoio/colabora¢do do municipio, facilidades

operacionais (recursos humanos e apoio logistico da SMS).

Belo Horizonte estd localizada na zona metalurgica de Minas Gerais e possui
uma populagdo estimada em 2.238.526 habitantes (IBGE, 2000). Limita-se,
geograficamente, com os municipios de Sabara, Santa Luzia, Contagem, Nova Lima,
Ribeirdo das Neves, Ibirit¢, Brumadinho e Vespasiano. Administrativamente, esta
dividida em nove regionais e, no que se refere ao setor saude, a partir de 1989 foram
criados os distritos sanitarios: Leste, Nordeste, Oeste, Barreiro, Centro - Sul, Venda
Nova, Noroeste, Pampulha e Norte (SMS, Belo Horizonte/MG).

O surgimento da leishmaniose visceral em Belo Horizonte segue a mesma
tendéncia de urbanizacdo da doenca observada a partir da década de 80 nas regides
brasileiras do Nordeste, onde era endémica somente na zona rural, assim como da
regido Sudeste onde foram descritos casos humanos nas areas urbanas das cidades de
Sao Paulo e Rio de Janeiro (Iverson et al., 1983; Marzochi et al., 1985; Marzochi et al.,
1994).

No ano de 2004, foram notificados pela SMS 127 casos humanos de LV em BH,
sendo 7,4% a prevaléncia de caes soropositivos. Na Regional Nordeste, a prevaléncia
canina média foi de 5,02% e o numero de casos humanos registrados nos anos de 2000 a
2004 foi: 16 casos em 2000, 15 em 2001, 17 em 2002, 12 em 2003 e 24 em 2004
(Dados da SMS de Belo Horizonte).

A prevaléncia de infec¢do canina na cidade de BH ¢é altamente superior a
infeccdo em humanos (Oliveira et al., 1997) fato observado em outras areas endémicas
do Brasil (Alencar, 1959). Existe uma correlagdo entre a distribui¢do de casos caninos
positivos na RMBH com a notificagcdo de casos humanos, onde de 10 municipios com

cdes positivos seis tiveram casos humanos notificados (Silva, 1998).
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Figura 1: Fotos da Regional Nordeste do municipio de Belo Horizonte, area endémica para
leishmaniose visceral.

4.2. Estudo Seccional

Para o calculo da amostra de cdes a serem trabalhados no estudo seccional,
foram considerados os seguintes parametros:
(1) prevaléncia esperada da infeccdo canina na area de estudo: utilizou-se estimativas
das taxas prevaléncia que variavam entre 4 a 10%.
(2) intervalo de confianga a 95%

(3) amplitude do intervalo de confianga que se deseja encontrar

Considerando os varios cenarios, a amostra necessaria para o estudo foi
calculada, utilizando o programa Epi-Info, versdo 6.04:



Tabela I. Estimativas de amostra para o estudo seccional

Prevaléncia Amostra de caes (Precisdo na estimativa)
10% 796 (£0,02) 371 (0,03) 212 (x0,04)
8% 661 (£0,02) 305 (x0,03) 174 (x0,04)
6% 515 (£0,02) 236 (+0,03) 134 (x0,04)
4% 356 (£0,02) 162 (£0,03) 92 (£0,04)

Determinou-se, portanto, uma amostra de 236 cdes para uma prevaléncia de 6% e

precisdo na estatistica de 0,03 (Tabela I).

4.3. Animais

Foram coletadas amostras de sangue total periférico, sangue em papel filtro,
medula dssea e fragmento de pele integra da face interna da orelha de 234 caes (Canis
familiaris) de ambos os sexos e de idades e ragas variadas domiciliados na Regional
Nordeste do Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais Os caes receberam um numero
de identificagao de acordo com a ordem de entrada na pesquisa. Os mesmos nimeros
foram utilizados para a identificagdo das amostras coletadas. A participagdo do cdo no

estudo foi condicionada ao consentimento dado pelo proprietario.

4.4. Rotina de campo

O procedimento empregado para a coleta do material canino foi realizado de
acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢cdo Animal, adotado pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido o projeto licenciado pela



Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - Fiocruz), em 20 de maio de 2002 sob a
referéncia de naimero PO119-02 (Anexo 1).

Todo o procedimento de coleta do material foi acompanhado por um veterinario.
Os animais foram anestesiados para garantir a auséncia de dor e desconforto. Foram
coletadas amostras de sangue total periférico para a obten¢do de soro, por via
endovenosa, especificamente na veia radial, e sangue em papel de filtro para a obtencao
de eluato tiras de papel Klabin 80 de 15 x 6 cm, foram embebidas em sangue coletado
da ponta da orelha dos cdes através de um pequeno furo feito com uma lanceta
descartavel, estas amostras foram identificadas ¢ secadas a temperatura ambiente,
embaladas em papel celofane e conservadas a 4°C para a realizagdo da sorologia. A
sorologia a partir de eluato de sangue em papel filtro (ESPF) foi realizada em até trés
meses apos a coleta do material. Também foi feita pun¢do de medula 6ssea e bidpsia de
pele da orelha para a confirmagao parasitologica e posteriores estudos biomoleculares.

No exame clinico, foi preenchida uma ficha clinica epidemiologica (Anexo 2),
onde constam informagdes sobre a procedéncia do animal, raca, sexo, idade, possiveis
viagens que o cdo tenha feito ou outros enderecos em que residiu com o proprietario,
aspecto geral do animal, procurando por sinais da doenga canina tais como, perda de
pelo, presenga de feridas no corpo, o numero e regido onde se encontravam,
emagrecimento, onicogrifose, descamacdo da pele e opacidade cérnea. Nesta mesma
ficha foram posteriormente preenchidos os campos referentes aos resultados dos

diagnésticos parasitoldgicos e sorologicos.

4.5. Rotina Laboratorial

4.5.1. Exame Parasitologico:

Foi utilizado neste trabalho como padrdo ouro para ser comparado com as

técnicas sorologicas.



4.5.1.1. Exame de 1Aminas

Foram confeccionadas ldminas a partir de esfregago de medula oOssea e
impressao por aposi¢cdo do fragmento de pele de orelha. Estas ldminas foram fixadas
com metanol e coradas pelo Giemsa, para a demonstracdo de formas amastigotas de
Leishmania. As leituras foram realizadas por dois leitores, considerando-se positivos os

resultados em que pelo menos um dos leitores encontrou formas amastigotas.

4.5.1.2. Mielocultura

As amostras de medula dssea eram armazenadas em geladeira (4°C) durante 24
horas em solugdo salina com antibidtico (EstreptomicinalOOug/ml e Penicilina
500U/ml) e uma parte colocada em meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel, 1903;
Nicolle, 1908) enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantido a 25° C + 1°C.
O exame da cultura foi realizado semanalmente e considerado positivo quando foi
observada a presenca de formas promastigotas de Leishmania. Se em prazo maximo de
quatro semanas a cultura nao positivasse o resultado era entdo considerado negativo. As
amostras isoladas foram criopreservadas e depositadas no banco do Laboratorio de

Leishmanioses do CPqRR, para posterior caracterizagao.

4.5.2 Caracterizacao Molecular dos Parasitas

As amostras isoladas de caes provenientes de Belo Horizonte foram
caracterizadas através de andlise isoenzimatica como Leishmania (Leishmania) chagasi
por Silva et al. (2001). A fim de confirmar que o parasita envolvido na infeccdo dos
caes deste estudo fosse de fato L. chagasi, a caracterizagdo molecular dos parasitos foi
feita através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com DNA de
Leishmania extraido das amostras isoladas a partir de medula 6ssea dos caes. Para o
diagnostico especifico das amostras foram utilizados os iniciadores MC1: 5° GTT AGC

CGATGG TGGTCT TG 3’ e MC2: 5> CACCCATTT TTC CGA TTT TG 3’



desenhados a partir do minicirculo da molécula de DNA do cinetoplasto de L. infantum,
Cortes et al. (2004).

As reagdes foram realizadas utilizando-se o Kit puReTaq Ready-To-Go PCR
Beads (Amersham Biosciences). Na reconstitui¢ao das “beads” em um volume final de
25ul a concentracao de cada dANTP foi de 200pM em 10uM de Tris-HCI1 (pH 9.0),
50mM de KCl e 1.5 mM de MgCl,, a concentracdo da puReTagDNA polimerase foi de
2,5U e de 5 pmoles para cada iniciador. Finalmente eram adicionados 2,01l de DNA na

concentragdo de Ing/ul.

A amplificagdo foi realizada em equipamento termociclador automatico
(perkin-elmer-geneampPCRSystem 2400) em procedimento “Hot-Start”. O programa
utilizado foi: 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 20 segundos para
desnaturacdo, 60°C por 20 segundos para anelamento e 72°C por 30 segundos para
extensdo. A extensao final foi feita a 72°C por 5 minutos.

A cada conjunto de reagdes foi incluido um controle negativo, que continha
todos os componentes da reacdo exceto o DNA e para controle positivo foi utilizado o
DNA de L. chagasi.

As amostras cujos resultados fossem negativos na PCR especifica para L.
infantum/L. chagasi seriam novamente submetidas a PCR com os iniciadores Bl1: 5’
GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG 3° e B2: 5° CTA ATT GTG CAC GGG GAG G
3> B1/B2 especificos para espécies do complexo L. brazilienses (De Bruijn e Barker,
1992) e os iniciadores M1: 5 CCA GTT TCG AGC CCC GGA G 3’ e M2: 5 GGT
GTA AAA TAG GGG CGG ATG CTC TG 3’ especificos para espécies do complexo
L. mexicana (Eresh et al., 1994).

4.5.2.1. Visualizacao dos resultados:

Os produtos amplificados nas condi¢des especificadas geram um fragmento de

447 pb de kDNA de L. infantum / L. chagasi. Estes fragmentos foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo de etideo (0,5 H

g/ml). O marcador de peso molecular usado foi o (x174, digerido por Hae III, com 11



fragmentos variando de 72 a 1357bp. Foram aplicados no gel 15l de cada amostra. A
corrida foi realizada durante 30 minutos al00volts.
Os produtos amplificados foram visualizados através de luz ultravioleta e

fotografados utilizando-se o “Eagle Eye System” (Stratagene, USA).

4.5.3. Diagnostico Sorolégico
Foram realizados os testes, ELISA, DAT e RIFI para a comparacdo da
sensibilidade, especificidade, acuracia e reprodutibilidade.

Os testes RIFI e ELISA, foram também realizados tanto com soro, quanto com
ESPF, para a comparacao da eficiéncia das técnicas.

O Teste DAT foi realizado apenas com soro, devido ao fato de que o antigeno
disponivel nao ter sido suficiente para a realizagdo do teste com eluato de papel de
filtro.

Na realizag¢do das técnicas soroldgicas foram usados como controle os soros de
20 caes nao infectados (sorologicamente e parasitologicamente negativos) nascidos e
criados em canil de experimentagao.

Todas as amostras usadas no estudo, antes de processadas, foram codificadas

para que os testes fossem realizados em ensaios mascarados.

4.5.3.1. ELISA - Ensaio Imunoenzimatico

Este método permite a determinagdo de um resultado quantitativo pela detec¢ao
de imunoglobulinas da classe IgG (anti — Leishmania sp.), presentes no soro canino,
utilizando-se conjugado marcado com peroxidase, produzindo uma coloragdo cuja
absorbancia (densidade optica - DO) ¢ lida através do leitor de ELISA (“Stat Fax —
2100” / Awareness Technology INC) com um filtro de 450 nm.

Foi utilizado o Kit EIE-LEISHMANIOSE CANINA - Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ/RJ.



O antigeno utilizado, fixado no fundo das placas sdo parasitos pertencentes ao complexo
Leishmania donovani.

Cinco pl das amostras de soro e dos controles positivo e negativo foram diluidas
(diluicao de 1:100) em tubos descontaminados, limpos e secos, ¢ homogeneizadas em
500ul do diluente de amostra/conjugado. Com as amostras em papel filtro, foram feitos
picotes de seis mm foram colocados em tubos descontaminados, limpos e secos (um
picote por tubo), adicionados de 500ul de diluente da amostra/conjugado. Estes tubos
foram agitados por uma hora em um agitador, para que ocorresse a elui¢do das
amostras, seguindo especificagdes do fabricante.

Ap6s a diluicdo ou elui¢do das amostras, 100ul destas foram distribuidos da
seguinte maneira em cada placa: coluna 1 “A” e “B” controles positivos, “C” e “D”
controles negativos, “E” e “F” sem soro (Branco da reacdo) e no restante da placa,
amostras a serem testadas. Todas as amostras foram processadas em duplicata. As
placas foram seladas com folhas adesivas e incubadas a 37°C por 30 minutos. Durante
esse intervalo, o tampao de lavagem foi diluido. Apds os 30 minutos, as folhas foram
removidas, o conteudo das placas foi despejado e as placas foram lavadas 6 vezes com
o tampao de lavagem. Em seguida adicionou-se 100 pl do conjugado, diluido e
homogeneizado de acordo com instru¢des do fabricante, foram distribuidos em cada
pogo da placa. Apds seladas com folhas adesivas as placas foram incubadas novamente
a 37°C por 30 minutos. Ao fim deste periodo as folhas foram descoladas, o conteudo
das placas removido e as placas lavadas como anteriormente. O substrato foi diluido
segundo instrucdes do fabricante e distribuido rapidamente, 100pl em cada orificio da
placa. Apds ter sido incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30
minutos, a reagdo foi bloqueada adicionando-se 50Ul de &cido sulfarico 2M em todos os
orificios. Em seguida procedeu-se a leitura no leitor de ELISA, da marca “Stat Fax —
2100 / Awareness Technology INC, utilizando-se um filtro de 450 nm.

O estabelecimento do ponto de corte foi feito através de um experimento
realizado com 20 amostras de cdes ndo infectados de area ndo endémica,
processadasem duplicata, A partir desse resultado foi feito o calculo da média e do
desvio padrao das absorbancias apresentadas e o ponto de corte resultante foi obtido

pelo calculo da média de absorbancia dos soros negativos somada ao dobro do desvio



padrdo. O ponto de corte utilizado em todos os experimentos posteriores, utilizando-se

kits do mesmo lote, foi entdo igual a 0,05 nm.

4.5.3.2. DAT - Direct Aglutination Test

Para a execucdo do teste de aglutinagao direta (DAT) foi utilizado o protocolo
descrito por Harith et al (1988) e Meredith et al (1995). As amostras foram diluidas em
salina fisiologica (0,9% NaCl) contendo 1,56% de [ - mercaptoetanol. Dilui¢des
seriadas dos soros foram feitas a partir de 1:100 até a diluicdo maxima de 1:102.400,
ficando a Ultima coluna das placas para os controles positivo e negativo. Em todas as
reagdes foi utilizado o antigeno liofilizado e congelado (figura 2) produzido pelo Royal
Tropical Institute (KIT — Amsterda, Holanda) e gentilmente cedido pelo Dr. Henk
Schallig. Cinqiienta microlitros do antigeno (concentragdo de 5x107 promastigotas por
ml), diluido em 5ml de solugdo de cloreto de sddio 0,9% acrescido de 50ul de soro fetal
bovino inativado (figura 3), foram adicionados a cada pogo da placa contendo 50ul do

soro diluido.

Figura 2: Antigeno liofilizado e congelado Figura 3: Antigeno diluido para uso
utilizado no Teste de Aglutinacio Direta. no Teste de Aglutinagdo Direta.

As placas foram cobertas e agitadas levemente. A leitura dos resultados foi feita
apo6s 18 horas de incubagdo a temperatura ambiente, conforme visualizado nas figuras 4

es.



O ponto de corte da reagdo para soros de caes, estabelecido em estudos prévios,
foi de 1:400 (Oskam et al., 1996; Ozbel et al., 2000; Schallig et al., (2002). Soros

reativos a dilui¢do > 1:400 foram considerados positivos.
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Figura 4: Placa de DAT pronta para incubar. Figura 5: Placa apés a incubacio de 18 horas
pronta para a leitura.

4.5.3.3. RIFI — Reacao de Imunofluorescéncia Indireta:

Foi realizada utilizando o kit produzido pelo laboratério de
Biomanguinhos/FIOCRUZ/RJ. Os soros foram diluidos a partir de 1:40 até 1:640 em
PBS. Em seguida, 10 pl de cada diluicdo foram transferidos para as laminas ja
previamente preparadas com o antigeno de Leishmania chagasi e incubadas a 37 °C por
30 minutos em camara umida. As laminas foram lavadas duas vezes com PBS e apos a
secagem, cobertas com o conjugado fluorescente, diluido 1:100 em PBS contendo 1mg
de Azul de Evans. E novamente incubados em cadmara umida a 37 °C por 30 minutos.
As laminas foram entao lavadas duas vezes com PBS e uma com agua destilada. Depois
de secas as laminas foram montadas com glicerina tamponada e recobertas com
laminulas 24x50 mm para a leitura em microscopio de fluorescéncia utilizando objetiva
de 40x.

Para as amostras em papel filtro, foram feitos picotes de seis mm dos papéis

contendo as amostras e colocados em placas de ELISA de poliestireno de fundo chato,



devidamente identificadas, as amostras ficavam incubadas em geladeira “overnight”
com 200p1 de PBS diluido, para que ocorresse a elui¢ao. O eluato foi entdo aplicado nas
laminas que ficavam incubadas em camara umida por 30 minutos a 37°C + 2°C. As
laminas foram lavadas duas vezes com PBS e apds a secagem cobertas com o
conjugado fluorescente, diluido 1:100 em PBS contendo 1mg de Azul de Evans, e
novamente incubadas em camara umida a 37 °C por 30 minutos. As laminas foram
entdo lavadas duas vezes com PBS e em seguida uma vez com agua destilada. Depois
de secas as laminas foram montadas com glicerina tamponada e recobertas com
laminulas 24x50 mm para a leitura em microscopio de fluorescéncia utilizando objetiva
de 40x.

O ponto de corte da RIFI para as amostras processadas em soro foi o titulo 1:40
a partir do qual os resultados foram considerados positivos. No caso das amostras
processadas em papel filtro, ndo foi feita dilui¢do seriada, sendo o resultado considerado

positivo quando a fluorescéncia era observada.

4.6. Critérios para a definicio de verdadeiros positivos (VP) e verdadeiros

negativos (VN)

Foram considerados verdadeiros positivos (VP) aqueles caes cujo resultado
parasitoldgico, por qualquer um dos métodos usados, foi positivo.

Os caes verdadeiros negativos (VN) foram aqueles com resultados dos exames
parasitologicos negativos associados ao resultado negativo em todas as técnicas

sorologicas (ELISA, DAT e RIFI).

4.7. Reprodutibilidade dos testes

Para testar a reprodutibilidade dos testes, 10% das amostras foram processadas
em duplicata. Deste modo, 23 de 234 amostras foram aleatoriamente selecionadas
recebendo um outro niimero de identificagdo e todo o procedimento de diagndstico foi

realizado. Como descrito anteriormente, os resultados dos exames em duplicata foram



entdo comparados através de testes de concordancia com os resultados das amostras

correspondentes.

4.8. Critério para a classificacio dos cies em grupos clinicos

Os critérios utilizados para a classificagdo dos caes em grupos clinicos, foram
aqueles descritos por Mancianti et al. (1988), que separa os cdes em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos. Foram considerados assintomaticos todos os caes
com auséncia de sinais clinicos caracteristicos de infeccdo por Leishmania,
oligossintomaticos aqueles caes que apresentaram até trés dos sinais clinicos
caracteristicos da infec¢do por Leishmania; e sintomaticos aqueles cdes que
apresentaram mais de trés sinais clinicos caracteristicos da infec¢@o, entre eles alopecia,
dermatite  furfurdcea, Ttlceras, hiperqueratose, onicogrifose, emagrecimento,

ceratoconjuntivite, adenopatia linfoide, opacificacao das corneas e opacificacao do pelo.

4.9. Teste de reacoes cruzadas

Os experimentos foram realizados para a verificagdo da possibilidade de
ocorréncia de reagdes cruzadas entre os métodos avaliados (ELISA, DAT e RIFI) com
soros de caes infectados com outras patologias e estabelecer um ponto de corte seguro
para a detecgdo apenas de LV, verificando a especificidade dos testes.

Foram utilizadas amostras de soro de cdes naturalmente infectados com outras
parasitoses mais comuns no Brasil: doenca de Chagas (sete), leishmaniose tegumentar
(cinco), toxoplasmose (cinco) e erlichiose (trés), além de controle positivo para
leishmaniose visceral (cinco) e controle negativo (cdes nao infectados nascidos e

criados no canil da UFOP, 4rea ndo endémica) (cinco).

4.10. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o pacote estatistico STATA, versao



6.0, de acordo com as seguintes etapas através da distribui¢do cruzada dos resultados

das reacdes positivas e negativas numa tabela de contingéncia (2x2) (Tabela II).

Tabela II. Tabela de contingéncia 2 x 2

VP VN Total
a b at+b
c d c+d
atc b+d a+tb+c+d=N

Legenda: VP verdadeiros positivos; VN verdadeiros
negativos

(1) As diferencas das freqiiéncias de positividade em cada teste e em cada grupo clinico
foram analisadas pelo teste do Qui-quadrado (y*) sendo que aqueles que apresentaram

P- valor < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

(2) Comparagdes entre os testes sorologicos, ELISA, DAT e RIFI nos grupos de caes
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, calculando-se a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e

validade ou acuriacia.

a) calculo da sensibilidade com intervalo de confianga:
Sensibilidade ¢ a capacidade que o teste apresenta de detectar os individuos
verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar corretamente os doentes.

S =a/atc

b) calculo da especificidade com intervalo de confianca:

Especificidade ¢ a capacidade que o teste tem de detectar os casos
verdadeiramente negativos, isto ¢ de diagnosticar corretamente os individuos com
auséncia da doenga.

E =d/b+d

c¢) estimativa dos VPP e VPN dos testes:
VPP ¢ a proporcdao de casos verdadeiramente doentes entre os positivos pelo

teste considerado.



VPP = a/a+b

VPN ¢ a propor¢ao de casos verdadeiramente sadios ou sem a doenca, entre os
negativos pelo teste considerado. O VPN expressa a probabilidade de um cdo com
resultado negativo realmente ndo estar infectado.

VPN = d/c+d
d) Validade ou acuracia:

Refere-se ao grau em que o exame ¢ capaz de determinar o verdadeiro valor do
que estd sendo medido, ou seja, revela se os resultados representam a verdade ou o
quanto se afastam dela.

A= at+d/N

(3) Concordancia do teste DAT com os testes de rotina — RIFI e ELISA:
Foi realizada utilizando os métodos de concordancia Kappa (intervalo de
confianga a 95%) (Tabelas III e IV) e teste de Youlden (intervalo de confianca a 95%)).

O valor do indice de Youlden € calculado através da féormula

J=(a/a+c)+(d/b+d)-1.

(4) Analise da reprodutibilidade dos métodos:
Foi feita através da analise das duplicatas, utilizando o teste de concordancia

Kappa (intervalo de confianca a 95%).



Tabela III. Para calcular o valor de kappa

Teste 1
Positivo Negativo Total
a b atb
c d c+d
atc b+d atb+c+d
K=_Po - Pe
1 - Pe

Po : Proporgio de concordéncias observadas
Pe : Proporgdo de concordancias esperada

Po= a + d
a+b+c+d

Pe=  {(ath) (a+c)! + {(c+d) (b+d)}
(a+b+c+d)

Tabela IV. Critérios para a interpretacio do indice kappa

Kappa Concordincia
0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21 -10,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61 -0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima
1 Perfeita




5. Resultados




5.1. Caracterizacio dos parasitas

Das amostras de Leishmania que foram isoladas, cinco foram selecionadas
aleatoriamente para a extracdo de DNA, que foi utilizado na técnica de PCR especifico.
Todas as amostras apresentaram-se positivas utilizando-se os iniciadores MC1/MC2
especificos para L. infantum/L. chagasi (Figura 6). Este resultado, aliado aos registros
de casos humanos de LV na drea, nos deu maior seguranga em afirmar que os caes
utilizados no estudo estavam infectados com L. chagasi, agente causador da LV no

Brasil.

604pb
310pb

Figura 6. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio,
mostrando produtos amplificados com o par de iniciadores
especifico para L.infantum/L.chagasi. Canaletas: PM —
Marcador de peso molecular @¥X174, 01 a 05 — amostras
isoladas de cdes, CP — controle positivo (L.chagasi), CN —
controle negativo (sem DNA).

Definicao de casos verdadeiros positivos (VP) e casos verdadeiros negativos (VN)
De um total de 234 amostras de soros de cdes analisadas, foram obtidos os
seguintes resultados: 148 positivos no ELISA, 138 positivos no DAT, 121 positivos na
RIFT e 112 parasitologicamente positivos (Tabela V). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados dos testes ELISA e DAT e nem entre

DAT e RIFI e entre RIFI e Parasitolégico. O mesmo ndo pode ser dito quando



analisados os resultados de ELISA e RIFI ou de ELISA x parasitologico, DAT x
Parasitoldgico, que apresentaram diferencas significativas.

Tabela V — Resultados dos exames sorolégicos (ELISA, DAT e RIFI) e parasitoldgico.

Elisa (%) DAT (%) RIFI (%) Parasitolégico (%)
Positivo 148" (63%) 138" (59%) 121 (52%) 112° (48%)
Negativo 86 96 113 122
Total 234 234 234 234

Legenda: a, b, c; valores estatisticamente semelhantes

Os 112 caes parasitologicamente positivos foram tomados como os verdadeiros
positivos e os resultados de sorologia positiva foram 108 (96%) positivos no ELISA,
104 (93%) positivos no DAT e 81 (72%) positivos na RIFI (Tabela VI). Os verdadeiros
negativos que aqui foram também chamados de caes ndo infectados de area endémica
(NIAE), foram todos aqueles cujos resultados tanto parasitoldégico quanto soroldgico
nos
trés testes foram negativos (NIAE = 35).

Para os célculos de especificidade e sensibilidade dos testes, foram também
utilizadas 20 amostras de soro de caes ndo infectados de darea ndo endémica (NIANE),
nascidos e criados em canil de experimentagao.

A tabela VI apresenta também os resultados dos trés testes sorologicos
realizados com os casos VP e os casos VN (NIAE e NIANE) e os respectivos valores de

sensibilidade, especificidade e acuracia de cada um dos testes.

Tabela VI. Resultado dos exames sorologicos dos cies parasitologicamente positivos (VP), dos
cies nao infectados de area endémica (NIAE) e cdes nao infectados de area nio endémica
(NIANE)

ELISA DAT RIFI
+ - + - + -
VP (n=112) 108 04 104 08 81 31
NIAE (n = 35) 0 35 0 35 0 35
NIANE (n = 20) 0 20 0 20 0 20

Especificidade 100% (100-100) 100% (100-100) 100% (100-100)
Sensibilidade 96% (92-99) 93% (89-97) 72% (65-30)
Acuricia 97% (93-100) 95% (90-98) 79% (69-84)
Youlden 0,95 (0,92-0,99) 0,92 (0,89-0,97) 0,72 (0,65-0,80)

IC 95%



A especificidade dos testes, quando utilizadas amostras de soros de cdes com
outras doencas e os soros controle positivo e negativo foi, ELISA (60%), DAT (95%) e
RIFI (45%), conforme demonstrado na Tabela VII.

Tabela VII. Resultados dos exames soroldgicos realizados com soros de
caes com outras doencas e controles

Patégeno (n) ELISA DAT RIFI

+ - + - + -

Trypanosoma cruzi (07) 04 03 0 07 07 0
Leishmania braziliensis (05) 03 02 0 05 02 03
Toxoplasma gondi (05) 0 05 0 05 0 05
Erlichia canis (03) 01 02 01 02 02 01
Caes nio infectados 01 04 0 05 01 04

Leishmania chagasi (05) 05 0 05 0 04 1
Especificidade 60% (39-82) 95% (85-100) 45% (23-67)

5.2. Valores preditivos positivos e negativos de acordo com trés prevaléncias
estimadas da doenca.

Na Tabela VIII sdo apresentados os resultados dos valores de predi¢ao positiva
para a RIFI o ELISA em amostras de soro e ESPF e para o DAT em amostras de soro,
considerando-se trés prevaléncias estimadas da doenca canina. Deve-se salientar que
quando o VPP de um teste ¢ baixo, grande parte dos caes com resultado positivo
consiste na realidade em falso-positivos. Os testes de ELISA soro e DAT foram os que
apresentaram os VPPs mais elevados, principalmente quando considerada a prevaléncia
de 5%, que ¢ aquela mais proxima da prevaléncia da regido de onde os caes deste estudo

se originaram.

Tabela VIII. Valores preditivos positivos de acordo com trés prevaléncias estimadas da doenca

PE ELISA(S) ELISA(E) DAT(S) RIFI (S) RIFI (E)
5% 83% 27% 83% 79% 55%
10% 91% 43% 91% 89% 2%
20% 96% 63% 96% 95% 85%

Legenda: PE = prevaléncia estimada; (S) = soro; (E) = eluato



Os VPNs para a RIFIL, o ELISA em amostras de soro ¢ ESPF e para o DAT em
amostras de soro, considerando-se trés prevaléncias estimadas da doenca canina estdo
apresentados na Tabela IX. Estes resultados sugerem que a possibilidade da existéncia
de falsos negativos no grupo estudado é baixa, principalmente quando considerada a
prevaléncia de 5 % onde os VPNs foram de 98% ou 99% nos diferentes testes

utilizados.

Tabela IX. Valores preditivos negativos de acordo com trés prevaléncias estimadas da
doenca

PE ELISA(S) ELISA(E) DAT(®S) RIFI (S) RIFI (E)
5% 99% 99% 99% 938% 98%
10% 99% 99% 99% 97% 96%
20% 98% 99% 98% 93% 92%

Legenda: PE = prevaléncia estimada; (S) = soro; (E) = eluato

5.4. Avaliacdo da Reprodutibilidade dos testes ELISA, DAT e RIFI

A reprodutibilidade dos testes de ELISA, DAT e RIFI foi avaliada em ensaio
mascarado. Foram testadas 23 (10%) amostras em duplicata em todos os testes.

As andlises comparativas entre as repeticdes € as amostras encontram-se nas
Tabelas X, XI e XII. Os testes ELISA e DAT mostraram-se reprodutiveis com uma
concordancia perfeita entre as repeticoes € o soro teste (k = 1,0) (Tabelas X e XI). O
teste de RIFI apresentou uma reprodutibilidade inferior aos demais com uma

concordancia regular (k = 0,49) (Tabela XII).



Tabela X. Reprodutibilidade do teste ELISA

Duplicata
Amostra + - Total
+ 14 0 14
- 0 9 9
Total 14 9 23
K =1,00 (1,00-1,00) Concordancia Perfeita
IC 95%
Tabela XI. Reprodutibilidade do teste DAT
Duplicata
Amostra + - Total
+ 14 0 14
- 0 9 9
Total 14 9 23
K =1,00 (1,00-1,00) Concordancia Perfeita
IC 95%
Tabela XII. Reprodutibilidade do teste RIFI
Duplicata
Amostra + - Total
+ 9 2 11
- 4 8 12
Total 13 10 23

K = 0,49 (0,13-0,83)

Concordéncia Regular

IC 95%



5.5.Avaliacao da distribuicio dos titulos positivos dos diferentes testes diagnosticos
utilizados nos diferentes grupos clinicos

Quando avaliada a distribuicdo dos titulos sorologicamente positivos dos

diferentes testes foi observado que no teste de ELISA ndo houve diferencga estatistica

significativa na distribui¢ao dos titulos em nenhum dos trés grupos clinicos. Com o teste

de RIFI, houve diferenga estatistica significativa de distribui¢do dos titulos soroldgicos

no grupo dos oligossintomaticos com uma freqiiéncia maior do titulo 640. O mesmo nao

foi observado para os assintomaticos e sintomaticos. Com o teste DAT houve diferenga

estatistica significativa na distribuicdo dos titulos nos grupos assintomaticos e

oligossintomaticos sendo o titulo 51200 observado com maior freqiiéncia (Tabela XIII).

Tabela XIII. Distribuicio dos titulos positivos dos diferentes testes
diagnosticos utilizados nos diferentes grupos clinicos

ASSINTOMATICOS

OLIGOSSINTOMA
TICOS

SINTOMATICOS

ELISA (OD) n (%)

0,05-0,30
0,31-060
0,61-0,90
0,91-1,20 |3
1,21-1,50
1,51-...

4 (11,8)
9 (26,4)
10 (29,4)
(8,3)
4 (11,8)
4 (11,8)

ELISA (OD) n (%)

0,05-0,30 |11
0,31-060 |19
0,61-0,90 |20
0,91-1,20 |19
1,21-1,50 |17
1,51-... |12

(11,2)
(19,4)
(20,4)
(19,4)
(17,4)
(12,2)

ELISA (OD) n (%)

0,05-0,30 |1
0,31-060
0,61-0,90
0,91-1,20
1,21-1,50
1,51-...

(5.3)

3 (15.8)
5 (263)
4 (21,0
3 (15.8)
3 (15.8)

TESTES
DAT(Titulo)
800
1600
3200
6400
12800
25600
51200
102400

DAT(Titulo)
800
1600
3200
6400
12800
25600
51200
102400

DAT(Titulo)
800
1600
3200
6400
12800
25600
51200
102400

n (%)

1 (33)
2 (6,6)
- (-)
5 (16,7)
2 (6,6)
7 (23.4)
8 (26,7)
5 (16,7)

n (%)

3 (34)
4 @4)5)
5 (5.7
14 (16,0)
15 (17,0)
12 (13,6)
21 (23,8)
14 (16,0)

n (%)

- ()
- (-)
3 (15,8)
4 (21,0)
3 (15,8)
1 (5,3
5 (26,3)
3 (15,8)

RIF (Titulo)
40
80
160
320
640

RIF (Titulo)
40
80
160
320
640

RIF (Titulo)
40
80
160
320
640

n (%)

(14,7)
(23,6)
(17,6)
(26,5)
(17,6)

AN O O\ 0

n (%)
6 (85
11 (15,5)
15 (2L1)
17 (23,9
22 (31,0)

(%)
(12,5)
(12,5)
(25,0)
(25,0)
(25,0)

AR DS




5.6. Testes de reacoes cruzadas.

Os testes de reacdes cruzadas foram realizados em exames cegos com 30

amostras de soro de cdes: sete infectados com 7. cruzi, cinco infectados com L.

braziliensis, cinco infectados com 7. gondii, trés infectados com E. canis, além de cinco

controles positivo, infectados com L. chagasi e 5 controles negativo, NIANE,

resultados apresentados na Tabela XIV.

Tabela XIV: Teste de reaciao cruzada.

PATOGENO ELISA DAT RIFI
L. chagasi 0,72 1:12800 1:40
L. chagasi 1,15 1:12800 1:80
L. chagasi 0,49 1:6400 NR
L. chagasi 1,69 1:25600 1:40
L. chagasi 0,58 1:25600 1:160

L. braziliensis 0,32 NR NR

L. braziliensis 0,36 NR NR

L. braziliensis 0,33 NR 1:160

L. braziliensis 0,42 NR 1:160

L. braziliensis 0,39 NR NR

T. cruzi 0,31 NR 1:40
T. cruzi 0,37 NR 1:320
T. cruzi 0,37 NR 1:160
T. cruzi 0,37 NR 1:320
T. cruzi 0,32 NR 1:80
T. cruzi 0,29 NR 1:40
T. cruzi 0,42 NR 1:640
E. canis 0,31 NR NR
E. canis 0,29 NR 1:40
E. canis 0,66 1:3200 1:320
T .gondi 0,29 NR NR
T. gondi 0,34 NR NR
T. gondi 0,32 NR NR
T. gondi 0,30 NR NR
T. gondi 0,30 NR NR
NI NR NR
NI 0,32 NR NR
NI 0,35 NR NR
NI 0,32 NR NR
NI 0,31 NR

Legenda: Conforme o esperado;

; Falso negativo; Reacio cruzada
ELISA, valores de absorbancia. DAT e RIFI, dilui¢ao.

com



Dos 20 soros de caes infectados com outras doengas, o teste de RIFI apresentou
reacao cruzada em 12, ELISA em 9 e o DAT em 1, este um soro de cado infectado com
E. canis.

No teste de ELISA dos 9 positivos, 4/7 eram infectados com 7. cruzi, 3/5
infectados com L. braziliensis e 1/3 infectado com E. canis. Dos 12 resultados positivos
na RIFI, 7/7 infectados com 7. cruzi, 2/5 infectados com L. braziliensis e 2/3 infectados
com E. canis. Nenhum dos testes realizados apresentou reagdo cruzada para soros de
cdes infectados com 7. gondii.

O soro do mesmo cao infectado com E canis, apresentou reagdo cruzada com os
trés testes em dilui¢des elevadas do soro.

Dos 5 soros de cdes ndo infectados, um apresentou resultado positivo no teste de
ELISA e um apresentou resultado positivo no teste de RIFI.

Dos 5 soros de caes infectados com L. chagasi ( controle positivo ), um

apresentou resultado negativo no teste de RIFI.

5.7. Concordincia entre os testes analisados 2 a 2

Os testes soroldgicos, quando analisados 2 a 2, apresentaram as seguintes
concordancias: ELISA X DAT (94 %), concordancia 6tima, K = 0,87 (Tabela XV),
ELISA X RIFI (81%), concordancia boa, K = 0,62 (Tabela XVI) e RIFI X DAT (80%)

, concordancia regular, K = 0,60 (Tabela XVII).

Tabela XV. Concordiancia entre os testes ELISA e DAT

DAT
ELISA + - Total
+ 137 13 150
- 1 33 84
Total 138 96 234
K=10,87 Concordancia Otima

J =0,857




Tabela XVI. Concordéncia entre os testes ELISA e RIFI

RIFI
ELISA + - Total
+ 113 37 150
- 7 77 84
Total 120 114 234
K =0,62 Concordancia Boa

J =0,617

Tabela XVII. Concordancia entre os testes RIFI e DAT

DAT
RIFI + - Total
+ 106 14 120
- 32 82 114
Total 138 96 234
K =10,60 Concordéncia Regular

J=0,622

5.8.Concordancia entre os testes nos diferentes grupos clinicos

Apo0s o exame clinico, os caes foram classificados nos grupos clinicos de acordo
com a presenca ou auséncia de sintomas em assintomaticos (CA, n =40 /234; 17,09%)
(com auséncia de sinais clinicos caracteristicos da doenga e pelo menos um dos testes
soroldgicos e/ou parasitologico positivo), oligossintomaticos (CO, n = 134/234 ;
57,26%) (caes que apresentavam de um a trés sinais da doenga), sintomaticos (CS, n =
25/234 ;10,69%) (todos aqueles caes que apresentavam mais de trés dos sinais
caracteristicos da doenga). Foram classificados como caes nao infectados de area
endémica (NIAE, n = 35/234; 14,96%) aqueles que além de ndo apresentarem sinais da

doenga, os resultados dos testes sorologicos e do exame parasitologico foram negativos.

Tabela XVIII. Forma clinica e positividade dos testes de ELISA, RIFI

e DAT
Forma clinica Positividade

Total de Soros ELISA(%) DAT(%) RIFI(%) Parasitolégico(%)
Assintomatico 40 34* (85%)  30%(75%) 34" (85%) 19° (48%)
Oligossintomatico 134 95°(71%)  89°(66%)  71%(53%) 76% (57%)
Sintomatico 25 19° (76%) 19° (76%) 16° (64%) 17° (68%)
NIAE 35 0 0 0 0
NINAE 20 0 0 0 0

Legenda: a,b,c,d,e; valores estatisticamente semelhantes



Os cdes nao infectados de area ndo endémica (NIANE, n = 20) foram utilizados como
controle. A Tabela XVIII apresenta o resultado da positividade dos testes utilizados nas

diferentes formas clinicas.

No grupo dos assintomaticos nao houve diferenga estatistica significativa na
freqiiéncia de positivos nos diferentes testes sorologicos aplicados. Os trés testes
apresentaram positividade superiores ao exame parasitologico. No grupo dos
oligossintomaticos, nao houve diferencga estatistica significativa de positividade entre
ELISA e DAT nem entre RIFI e exame parasitologico. Os resultados dos testes ELISA
e DAT foram considerados iguais, e superiores aos métodos RIFI e parasitologico. No
grupo dos sintomaticos todos os métodos realizados (soroldgicos e parasitologico)
apresentaram desempenhos iguais, ndo sendo observadas diferengas estatisticamente

significativas entre eles.

Quando avaliada as concordancias entre os testes, dentro dos grupos clinicos os
resultados obtidos foram: Caes assintomaticos: concordancia regular (k = 0,54) entre
ELISA e DAT, concordancia ruim (k = - 0,18) entre ELISA e RIFI e concordancia ruim
(k =-0,08) entre RIFI e DAT (Tabela XIX); Caes oligossintomaticos: concordancia
otima (k = 0,89) entre ELISA e DAT, concordancia regular (k = 0,57) entre ELISA e
RIFI, concordancia regular (k = 0,54) entre RIFI ¢ DAT (Tabela XX); Caes
sintomaticos: concordancia perfeita (k = 1,00) entre ELISA e DAT, concordancia boa (k
=0,72) entre ELISA e RIFI, concordancia boa (k = 0,72) entre RIFI e DAT(Tabela
XXI). Os dois grupos de caes nao infectados (NIAE e NIANE) apresentaram

concordancia perfeita (k = 1,00) entre todos os testes (Tabelas XXII e XXIII).



Tabela XIX. Concordancia dos testes nos cies Assintomaticos (n = 40)

DAT RIFI DAT
ELISA + - ELISA + - RIFI + -
+ 29 5 + 28 6 + 25
- 1 5 - 6 0 - 5 1
% concordincia 85% 70% 65%
Kappa 0,54 -0,18 - 0,08
Concordéncia Regular Ruim Ruim
Tabela XX. Concordancia dos testes nos caes Oligossintomaticos (n = 134)
DAT RIFI DAT
ELISA + ELISA + - RIFI + -
+ 89 + 69 26 + 65 6
- 0 - 2 37 - 24 39
% concordancia 96% 79% 78%
Kappa ,0,89 0,57 0,54
Concordincia Otima Regular Regular
Tabela XXI. Concordéncia dos testes nos caes Sintomaticos (n =25)
DAT RIFI DAT
ELISA + - ELISA + - RIFI -
+ 19 0 + 16 3 + 0
- 0 6 - 0 6 - 6
% concordancia 100% 88% 88%
Kappa 1,00 0,72 0,72
Concordincia Perfeita Boa Boa




Tabela XXII. Concordincia dos testes nos cies NIAE (n=35)

DAT RIFI DAT
ELISA + - ELISA + - RIFI + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 35 - 0 35 - 0 35
% concordancia 100% 100% 100%
Kappa 1,00 1,00 1,00
Concordancia Perfeita Perfeita Perfeita

Tabela XXIII. Concordancia dos testes nos cies NIANE (n=20)

DAT RIFI DAT
ELISA + - ELISA + - RIFI + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 20 - 0 20 - 0 20
% concordancia 100% 100% 100%
Kappa 1,00 1,00 1,00
Concordincia Perfeita Perfeita Perfeita

5.9 Resultado do exame de caes através das técnicas ELISA e RIFI, utilizando soro

e sangue coletado em papel filtro.

Para esta comparac¢do foi analisado o material colhido de 230 caes provenientes
de area endémica. Destes, 109 foram positivos no exame parasitoldgico, 119 positivos
na RIFI realizada com soro, 105 positivos na RIFI realizada em papel, 144 no ELISA
realizada em soro e 164 no ELISA realizada em papel filtro (Tabela XXIV).

Tabela XXIV. Resultados dos exames realizados no soro e no
sangue coletado em papel filtro dos 230 cies.

Parasitoldgico RIFI Soro RIFI Papel ELISA Soro ELISA Papel
109 119 105 144 164
121 111 125 86 66

230 230 230 230 230




Dos 109 caes parasitologicamente positivos, 80 (73%) foram positivos na RIFI
em soro e 75 (69%) foram positivos na RIFI em eluato; 104 (95%) foram positivos na
ELISA em soro ¢ 106 (97%) na ELISA em eluato. A andlise estatistica dos dados ndo
mostrou diferenca estatisticamente significativa quando foram comparados os testes
RIFT feitos no soro ou papel filtro. O mesmo foi observado para o método ELISA. O
teste de ELISA foi estaticamente superior a RIFI na detec¢ao de caes positivos tanto na
utilizagdo do soro quanto em eluato (Tabela XXV).

Tabela XXV. Resultado dos exames sorolégicos dos cies parasitologicamente positivos (VP) e
dos cies NIAE realizados com soro e eluato

RIFI Soro RIFI Eluato ELISA Soro ELISA Eluato
+ - + - + - + -
VP (n= 109) 80° 29 75° 34 104° 05 106° 03
NIAE (n=35) 0 35 01 34 0 35 05 30
Especificidade 100% 97% 100% 86%
Sensibilidade 73% 69% 95% 97%
Acuricia 79% 76% 97% 94%

5.10 Concordancia entre os testes RIFI e ELISA realizados com soro e eluato

A concordancia entre os testes, avaliada pelo indice kappa, quando comparado
soro e eluato foi boa para o teste de ELISA ( k = 0,78) (Tabela XXVI) e regular para
RIFT (k = 0,45) (Tabela XXVII). Ao utilizar amostras de soro a concordancia entre
ELISA e RIFI foi boa (k = 0,64) (Tabela XXVIII) e regular (k = 0,46) (Tabela XXIX)

com as amostras de sangue em papel filtro analisados por estes métodos.



Tabela XXVI. Concordancia entre ELISA Soro e ELISA Eluato

ELISA Eluato
ELISA Soro + - Total
+ 143 1 144
- 21 65 86
Total 164 66 230
K=0,78 Concordancia Boa
J=0,857
Tabela XXVII. Concordancia entre RIFI Soro e RIFI Eluato
RIFI Eluato
RIFI Soro + - Total
+ 80 39 119
- 25 86 111
Total 105 125 230
K=0,45 Concordancia Regular
J =045
Tabela XXVIII. Concordancia entre ELISA Soro e RIFI Soro
RIFI Soro
ELISA Soro + - Total
+ 111 33 144
- 08 78 86
Total 119 111 230
K =0,64 Concordancia Boa
J=0,636
Tabela XXIX. Concordancia entre ELISA Eluato e RIFI Eluato
RIFI Eluato
ELISA Eluato + - Total
+ 103 61 164
- 2 64 66
Total 105 125 230
K =0,46 Concordincia Regular

J=0,493




6. Discussao




Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico da leishmaniose
visceral humana e canina. Muitos avancos tém ocorrido nos ultimos anos, mas a
despeito do grande ntimero de testes disponiveis para o diagnostico da LV, nenhum
apresenta 100% de sensibilidade e especificidade. O diagndstico clinico da LVC ¢
muitas vezes um problema para os veterindrios. H4 um amplo espectro de sinais
clinicos, desde animais aparentemente saudaveis, passando por oligossintomaticos, até
estdgios severos da doenga, sendo uma caracteristica importante a permanéncia por
periodos prolongados da infec¢do inaparente.

O diagnéstico parasitologico para leishmaniose visceral pode ser realizado por
diversos métodos: isolamento em meios de cultura, inoculacdo em hamsters, pesquisa
de formas amastigotas em esfregacos corados de 6rgdos, ou em cortes histologicos. A
especificidade destes métodos ¢ de 100% mas a sensibilidade ¢ muito variavel, pois a
distribuicdo dos parasitas ndo ¢ homogénea no mesmo tecido (Gontijo e Melo, 2004).
Embora os exames parasitologicos constituam o diagnéstico de certeza, ndo sao
métodos de escolha pois ndo apresentaram aplicabilidade nos programas de controle da
doenga, principalmente em trabalhos de campo. Os métodos parasitologicos sdo
considerados procedimentos invasivos, exigem ambientes apropriados para a coleta,
apresentam baixa sensibilidade além de serem trabalhosos, de liberacdo de resultados
demorada (Brener, 1957; Marsdem ¢ Jones, 1985; Mohammed et al.1986; Genaro et al.,
1988; Sundar e Rai, 2002). No caso do cultivo do material em meios de cultura ainda
existe o risco de contaminagdo com fungos e bactérias o que muitas vezes inviabiliza a
obtencao do resultado.

Durante a execucdo deste trabalho, todas as dificuldades inerentes ao exame
parasitolégico mencionadas puderam ser observadas. O exame de laminas exige muita
experiéncia do microscopista e o grande nimero de laminas a serem avaliadas torna o
trabalho extremamente cansativo e demorado. O in6culo do material em cultura e
principalmente a sua manutencao exigem uma infra-estrutura de laboratdrio s6 existente
em laboratdrios de pesquisa. Este procedimento para ser feito como rotina, demandaria
muito tempo o que, além do custo elevado, inviabiliza o diagnostico em larga escala
como o necessario durante levantamentos ou inquéritos epidemiologicos.

O maior problema para a validagdo de um novo teste de diagndstico ¢ a auséncia

de um padrio ouro realmente confidvel, uma vez que os testes parasitologicos,



diagnésticos de certeza, apresentam baixa sensibilidade e os testes sorologicos, embora
mais sensiveis estdo sujeitos a apresentar reagdes cruzadas com outras doencas
(Boelaert, 1999 a). Sendo assim, a avaliagdo de qualquer método diagnostico deve
considerar estas dificuldades para que se tenha mais seguranca na analise dos resultados
obtidos.

Considerando estas dificuldades foi estabelecido um critério para definirmos os
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos dentro do total de cdes cujas amostras
foram coletadas. Com relacdo aos verdadeiros positivos ndo ha margem para davidas
uma vez que o critério utilizado foi o exame parasitoloégico positivo, o que nos da a
certeza do cao estar realmente infectado. Com relagdo a sele¢do dos verdadeiros
negativos, o critério utilizado, (exame parasitologico negativo e os testes RIFI, ELISA e
DAT, realizados em soro, negativos) aumenta a probabilidade de serem realmente
negativos, embora ndo dé a mesma certeza que o critério utilizado para os verdadeiros
positivos. A utilizagdo de varios testes diminui a probabilidade de erro uma vez que
foram selecionados como verdadeiros negativos apenas aqueles negativos para todos os
testes realizados.

Mais recentemente tem-se utilizado métodos moleculares no diagnodstico da
leishmaniose visceral, entre eles a PCR que apresenta elevada sensibilidade e
especificidade (Ashford et al., 1995; Osman et al., 1997). Porém, estes métodos sdo
invidveis para o diagnodstico em massa realizado em inquéritos epidemioldgicos, por
apresentarem custos elevados além de pouca praticidade e aplicabilidade em campo
(Reed, 1996). Para a utilizacdo em larga escala a PCR necessita de um ajuste para se
tornar mais simples e com custos operacionais mais baixos (Gontijo e Melo, 2004). No
presente trabalho a técnica da PCR foi utilizada apenas para a caracterizacdo especifica
dos parasitas das amostras isoladas de cdes provenientes da area de estudo. Todas as
amostras selecionadas foram identificadas como L. chagasi (L. infantum), o que nos deu
maior seguran¢a de que trabalhdvamos com material de caes infectados com L. chagasi.

Neste contexto, os métodos soroldgicos utilizados no diagndstico da LV sdo
ferramentas fundamentais para auxiliar tanto no diagnoéstico clinico quanto nos estudos
epidemiologicos. Estes métodos apresentam como vantagens principais o fato de nao
serem invasivos, possibilitarem trabalhar com niimero maior de amostras permitindo um

grande numero de resultados em curto prazo (Rosario, 2005). As diversas técnicas



sorologicas existentes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua aplicacao
pratica nas condigdes de campo e na disponibilidade de reagentes. Os clinicos e os
epidemiologistas sempre solicitam exames soroldgicos para confirmar a suspeita clinica
e esperam que os resultados sejam confidveis, sendo a especificidade e sensibilidade dos
testes caracteristicas essenciais para isto (Gontijo ¢ Melo, 2004). Além disso, ¢ também
importante que um teste diagnostico apresente alta acurdcia e altos valores preditivos
positivo e negativo para reduzir a probabilidade de resultados falsos. A acuricia de um
método diagnostico € criticamente dependente da determinagdo do ponto de corte a ser
adotado (Boelaert et al., 1999 b).

A maioria dos estudos publicados sobre leishmaniose canina foi baseada na
sorologia, principalmente utilizando os métodos de RIFI, ELISA e DAT (Gradoni,
1999). A sorologia detecta a maioria dos cdes sintomaticos (Ciaramella et al., 1997;
Koutinas et al., 1999) e uma propor¢ao dos ces assintomaticos, que representam em
torno de 50% da populacdo canina soropositiva (Lanotte et al., 1979; Gradoni et al.,
1980; Pozio et al., 1981; Mancianti et al., 1986; Abranches et al., 1991; Fisa et al.,
1999; Sideris et al., 1999). Entretanto, estes métodos falham em detectar caes infectados
no periodo pré-patente da infec¢do e antes de sua soroconversio, aqueles que nunca vao
soroconverter € oS caes SOropositivos que convertem em soronegativos, mas ainda
permanecem infectados (Dye et al., 1992; Dye et al., 1993; Pinelli et al., 1994; Quinell
et al., 1997). Grande parte da populagdo canina residente em area endémica ¢ infectada
por Leishmania ¢ ndo ¢ detectada pela sorologia. Leontides et al. (2002) compararam a
PCR e RIFI e obtiveram na PCR prevaléncia de 61,9% e incidéncia de 41,7% enquanto
que na RIFI estes valores foram 14,% e 17,6% respectivamente. Isso reforca a
necessidade de se buscar técnicas de diagndstico sorologico mais efetivas e explica,
pelo menos em parte, o porque das agdes de controle baseadas na eliminagdo dos caes
soropositivos nao ser suficiente, uma vez que ¢ grande o numero de caes infectados e
nao detectados pelas técnicas sorologicas empregadas.

Como a prevaléncia da LC ¢ comumente determinada pelos inquéritos
soroepidemiologicos nos deparamos basicamente com duas situacdes problema,
decorrentes das limitagdes dos métodos utilizados atualmente: 1% - A subestimativa da
prevaléncia pode ocorrer devido a sensibilidade limitada das técnicas empregadas visto

que de 5 a 10% dos cdes ndo desenvolvem niveis de anticorpos detectaveis por estas



técnicas ou porque os caes, mesmo infectados, ainda ndo apresentam a soroconversao;
2% - A superestimativa da prevaléncia também ¢ possivel devido aos casos falso
positivos decorrentes da baixa especificidade das técnicas tradicionais como
conseqiliéncia de reagdes cruzadas com outras infecgcdes, além da ocorréncia de
infecgdes transitdrias que sdo eliminadas naturalmente pelos animais.

Atualmente sdo usados no diagnostico da LVC os testes de aglutinagdo direta
(DAT), reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Estas técnicas utilizam antigenos brutos e sdo limitadas em termos de
especificidade e reprodutibilidade (Sundar e Rai, 2002). No Brasil os testes mais
utilizados no diagndstico de LV humana e canina sao a RIFI e ELISA, sendo
considerados, sobretudo este ultimo, testes de escolha para inquéritos populacionais
(Gontijo e Melo, 2004).

Durante muito tempo a RIFI foi a técnica mais utilizada para o diagndstico da
LV, embora nao seja eficiente para analisar um grande nimero de amostras. A RIFI
apresenta baixa especificidade, exige na sua execugdo pessoal treinado, ¢ uma reacao
dispendiosa e ndo estd adaptada para estudos epidemiologicos em larga escala.
Atualmente o teste de ELISA vem sendo mais utilizado para o diagnostico da LV, uma
vez que a leitura do resultado ¢ feita rapidamente e ndo sofre influéncia do observador,
e adaptado para analisar grande niimero de amostras em menos tempo (Nurit et al.,
1988). ELISA ¢ um teste de facil execucdo e leitura quando comparado com a RIFI,
sendo um pouco mais sensivel € um pouco menos especifico, permitindo a detecgdo de
baixos titulos de anticorpos, entretanto esta técnica € pouco precisa na detec¢ao de casos
subclinicos ou assintomaticos (Almeida et al., 2005).

A maior ou menor especificidade dos métodos depende da preparacio e do tipo
de antigeno utilizado na reacdo. O DAT ¢ muito utilizado para o diagndstico da LV
humana e canina em areas endémicas de diversos paises do Velho Mundo, apresentando
altas taxas de sensibilidade e de especificidade. A técnica combina altos niveis de
validade intrinseca e facilidade de execugdo, embora apresente problemas na
padronizagdo e controle de qualidade do antigeno e ndo tenha valor no prognostico da
doencga (Boelaert et al., 1999 a). Em 1995, foi desenvolvido um antigeno liofilizado que

permanece estavel por periodos superiores a 18 meses a 56°C, o que facilita seu uso em



condi¢cdes de campo (Meredith et al., 1995) sendo este utilizado em nossos
experimentos.

No presente estudo os testes de ELISA, DAT e RIFI, realizados com amostras de
soro apresentaram uma especificidade de 100% quando analisadas apenas amostras de
cdes parasitologicamente positivos e caes negativos de area endémica ¢ ndo endémica.
Quando analisadas amostras de soros de caes infectados com outras doengas e soros
controle, o DAT foi o teste que apresentou a maior especificidade, ndo havendo
diferenca estatistica significativa entre os resultados de ELISA RIFI. Estes resultados
indicam que estes métodos sdo altamente especificos dentro do universo restrito de
animais com leishmaniose e que apresentam exame parasitologico positivo. Porém,
cabe ressaltar que o DAT permaneceu com um alto indice de especificidade (95%)
mesmo quando soros de animais com outras patologias foram acrescentados na analise.

Os resultados de sensibilidade obtidos com os testes DAT e ELISA foram
estatisticamente superiores aos resultados observados com a RIFI. Outros estudos ja
registraram resultados semelhantes. (Paranhos Silva et al., 1996) em Jequié, BA,
quando compararam os testes de ELISA e RIFI para deteccdo da infec¢do por
Leishmania em soro de caes, encontraram 98% e 78% de sensibilidade para ELISA e
RIFI respectivamente.

Edrissian e Darabian (1979) trabalhando com sorodiagnostico de leishmanioses
cutdnea e visceral no Iram, observaram que o ELISA foi mais sensivel que a RIFI, mas
que a RIFI foi mais especifica e concluiram que o ELISA foi tdo bom quanto a RIFI,
sendo que a primeira ¢ mais pratica que a segunda para ser utilizada em inquéritos
populacionais.

Em trabalhos comparativos entre ELISA, RIFI e DAT, este tltimo mostrou ser
tdo sensivel e especifico quanto a RIFI, quando ndo eram incluidos soros com
tripanossomiases. Quando os mesmos eram incluidos, o resultado do DAT ficava mais
semelhante ao ELISA e ambos menos especificos que a RIFI (Harith et al., 1987). El
Safi e Evans (1989) demonstraram que o DAT ¢ pelo menos tdo bom quanto o ELISA
no diagnéstico da LV e Andrade et al. (1987) mostraram que o DAT tem um
desempenho no diagnostico igual ao da RIFI. Estes resultados com o DAT foram
obtidos com a utilizacdo do antigeno aquoso, precursor do antigeno liofilizado utilizado

em nosso trabalho. O Dog-DAT , como ¢ conhecido o kit contendo o antigeno



liofilizado, foi avaliado por Oskam et al. (1996) que obtiveram sensibilidade de 100% e
especificidade de 98,8% estudando 291 amostras de soros de diferentes grupos de caes.
Outras grandes vantagens do DAT em relacdo aos demais testes estdo na sua
simplicidade de execucdo e baixo custo (Alves e Bevilacqua, 2004). Para Sundar e Rai
(2002) a especificidade de um método depende mais do tipo de antigeno utilizado do
que o protocolo adotado, enquanto a sensibilidade ¢ influenciada principalmente pela

metodologia.

Os VPPs e VPNs dos trés testes utilizados foram calculados a partir de trés
prevaléncias estimadas da doenca.

Quando considerada a prevaléncia de 5%, mais proxima da prevaléncia da area
de estudo, os testes ELISA soro e DAT apresentaram os VPPs mais elevados. Rosario
(2002) ao calcular o VPP dos testes ELISA e RIFI, a uma prevaléncia de 5%, obteve
para o ELISA (soro e eluato) valores altos muito semelhantes aos encontrados por nds.
Ja em relacao a RIFI, os resultados foram discordantes, sendo o VPP da RIFI em nosso
estudo, maior que o obtido por Rosério, quando analisando amostras de soro, e o VPP
obtido a partir da RIFI realizada em eluato de menor valor.

Os VPNs do presente trabalho, quando considerada a prevaléncia de 5% foi de
98% para RIFI (soro e eluato) e 99% para ELISA (soro e eluato) e DAT. Isso indica que
os nossos resultados negativos obtidos com qualquer um destes testes t€ém grande
chance de serem realmente negativos, sobretudo naquelas amostras que foram negativas
para mais de um deles, aumentando a confianga no critério adotado para definirmos os

verdadeiros negativos.

Ao analisarmos a reprodutibilidade dos diferentes testes o resultado obtido foi
que os testes ELISA e DAT apresentaram uma reprodutibilidade perfeita enquanto a
RIFI apresentou uma reprodutibilidade regular. Isto reforca a idéia de que a RIFI
apresenta falhas em relacdo aos outros dois testes comparados, uma vez que quanto
maior a reprodutibilidade do teste maior é a confianga que se pode ter em relagdo aos
resultados.

Sdo raros na literatura cientifica artigos que avaliem a reprodutibilidade destes

testes. Porém, a discrepancia em relagdo aos niveis de sensibilidade e especificidade,



principalmente na RIFI, observada nos trabalhos publicados, mostra a grande
dificuldade em se analisar comparativamente os resultados dos diferentes estudos
devido a diferencas metodoldgicas, o que certamente tem um impacto na
reprodutibilidade dos testes. Mais uma vez, emerge a necessidade da padronizagdo dos
métodos com a producdo de “kits” que possam ser utilizados em larga escala nos
programas de controle da doenga.

Rosério (2002) ao analisar a reprodutibilidade das reacdes sorologicas, observou
que a RIFI apresentou concordancia perfeita tanto em amostras de soro quanto nas
amostras de eluato e o ELISA apresentou uma concordancia boa em amostras de soro e
eluato. Deste modo, tanto a RIFI quanto o ELISA foram considerados reprodutiveis nas

condi¢des empregadas.

A leishmaniose visceral induz altos titulos de anticorpos, o que facilita o seu
diagnostico por testes soroldgicos (Bray, 1980). Assim, métodos soroldgicos sao
utilizados em inquéritos epidemioldgicos no intuito de detectar animais infectados.

Em nosso estudo observamos que os trés métodos avaliados ndo apresentam
correlacdo entre a forma clinica do cdo e o titulo de anticorpos detectados na sorologia,
sugerindo entdo que outros fatores, além da carga parasitaria, estariam atuando na
resposta imunologica do cdo a presenga do parasita.

Silva e colaboradores (2001) em um estudo clinico epidemiolégico em caes de
BH/MG, observaram que entre os caes positivos na sorologia realizada pela RIFI,
26,5% apresentaram titulos igual a 1:640, mostrando que altos titulos de anticorpos
ocorrem em animais infectados, mesmo assintomaticos. Em avalia¢do multicéntrica de
um kit para ELISA, realizada por pesquisadores italianos (Scalone et al.,2002), também
nao foi observada correlacdo entre os valores da absorbancia no ELISA ¢ titulos na
RIFI, com a severidade da doenca nos caes.

Segundo Oliva et al. (1995), o DAT tem o potencial de detectar a infeccdo em
seus estagios iniciais, embora os titulos da sorologia ndo sejam estreitamente
correlacionados com o aumento da carga parasitaria. Nos trabalhos de Lanotte et al.
(1979) e Abranches et al. (1991) também ndo foi evidenciada a correlacdo entre os
titulos e a gravidade da doenga. Estes achados sugerem que a sorologia convencional

parece ndo ser um bom indicador da forma clinica ou mesmo da evolu¢ao da doenga.



Entretanto, Pozio et al. (1981) mostraram uma associacao entre a severidade da
doenca e os titulos de anticorpos, assim como também observado por Mancianti et al.

(1994) através dos métodos de RIFI e ELISA.

Outro aspecto analisado em nosso estudo foi a correlagdo entre a intensidade dos
resultados nos diferentes métodos usados. Nao foi observada correlagdao entre os titulos
da RIFI e DAT ou absorbancia no ELISA, sendo que um resultado fortemente positivo
em um dos testes pode ser fracamente positivo em um dos outros ou até mesmo
negativo.

Em outros trabalhos também ja foram constatadas a auséncia de correlagao,
Rachamim et al. (1991), ou uma baixa correlagao na intensidade das reagdes entre RIFI
e ELISA mesmo quando o mesmo antigeno foi utilizado (Gottstein et al., 1988).

As razdes para a baixa correlagdo entre os titulos da RIFI e do DAT ¢ a
intensidade do ELISA ainda ndo sdo claras. Sabe-se que nos resultados de qualquer
prova soroldgica intervém intimeros fatores, alguns embora conhecidos sdo de dificil ou
impossivel controle. Estdo vinculados em parte, a estabilidade e especificidade do
antigeno, a estabilidade dos reagentes e a possibilidade de uma leitura visual dependente
da qualificacdo e experiéncia dos técnicos responsaveis pelo diagnostico (MS, 1999).
Estudos com leishmaniose visceral humana demonstraram que diferencas entre cepas de
L. donovani também podem afetar a acuracia do diagndstico soroldgico (Badar¢ et al.,

1986).

O diagnostico sorologico da LV no Brasil ¢ feito principalmente através da
técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA).
De um modo geral estes métodos imunoldgicos sdo considerados de valor limitado,
devido aos altos niveis de reatividade cruzada entre as diversas espécies de Leishmania,
bem como com o Trypanosoma cruzi (Camargo e Rebonato, 1969; Badar¢ et al., 1986;
Reed et al., 1987;Vexanat et al., 1996).

Em nosso estudo, assim como descrito na literatura, os testes de RIFI e ELISA
apresentaram reagoes cruzadas em amostras de soro de caes infectados com outros
tripanosomatideos como 7. cruzi e L. braziliensis, além de terem apresentado também

reagdo cruzada em amostra de soro de cdo infectado com E. canis. Costa et al. (1991)



utilizando a RIFI, detectaram reagdes cruzadas com leishmaniose tegumentar em 75%
dos casos e com doenga de Chagas canina em 83% dos casos. O ELISA também
demonstrou ser reativo com soros humanos e caninos acometidos de outras doencas
bacterianas e parasitarias, principalmente com o 7. cruzi (Roffi et al., 1980; Badaroé et
al., 1986; Mancianti et al., 1996).

Uma das principais limitagdes da RIFI para o diagnostico da LVC ¢ justamente a
ocorréncia de reagdes cruzadas com leishmaniose tegumentar e doenca de Chagas, o
que dificulta a interpretacio dos dados epidemioldgicos, pois no Brasil ocorre
superposi¢ao destas trés doengas em certas regioes (Gontijo e Melo, 2004).

Devido a estas limitagdes, varios estudos vém tentando identificar quais sdo os
antigenos responsaveis por estas reatividades cruzadas e assim otimizar as técnicas de
imunodiagnoéstico utilizando antigenos espécie- especificos que consigam diferenciar
casos de leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar ¢ doenca de Chagas (Reed et
al., 1987; Vexanat et al., 1996;). Entre os candidatos a serem utilizados na tentativa de
se otimizar as técnicas sorologicas estdo os antigenos recombinantes tais como o rK39 e
o rK26 que mostraram-se altamente especificos ndo reagindo com soros de caes com
outras parasitoses (Rosario, 2002).

O DAT apresentou reagdo cruzada apenas com uma amostra de soro de cao
infectado com FE canis, esta mesma amostra apresentou-se positiva nos outros dois testes
realizados. No trabalho que avaliou a utilizacdo do DAT no sorodiagnostico da LVC
foram incluidos soros de caes com outras doengas infecciosas (babesiose, leptospirose)
e nao foram observadas reacdes cruzadas (Oskan et al., 1996). Nosso trabalho ¢ o tnico
empregando o DAT em que foi utilizado um ntimero significativo de amostras de soro
de cdes infectados com diferentes patdogenos, comumente encontrados no Brasil, no
teste de reagdo cruzada.

O DAT foi avaliado utilizando-se amostras de soro de pacientes
parasitologicamente positivos para LV de diferentes origens geograficas, soros
controles de individuos de areas ndo endémicas e soros de pacientes com outras doengas
que poderiam dar reagdo cruzada tais como malaria, tuberculose, lepra, e
tripanosomiase. Os soros de pacientes com tripanosomiase foram os unicos que

apresentaram rea¢do cruzada significativa com o DAT (Harith et al., 1986; Sinha e



Sehgal, 1994), diferente do que foi observado em nosso estudo em que nenhum dos
soros de caes infectados com 7. cruzi apresentou reagao cruzada com o DAT.

Andrade et al. (1987) em um estudo da reacao cruzada do DAT em soros de
humanos com outras doengas tais como doenca de Chagas, esquistossomose, filariose,
maldria, leishmaniose mucocutanea ¢ hanseniase, sugerem que o DAT possa ser um
diagnostico de valor para a LV, at¢ mesmo em areas endémicas para chagas, utilizando
o “cut-off” de 1: 400 e considerando o “cut-off” de 1:1600, diferencial para
leishmaniose mucocutanea. No presente estudo, mesmo mantendo um “cut-off” de

1:400 nao houve reagdo cruzada com os soros de caes infectados com L. braziliensis.

Quando feita a comparagdo dos resultados dos testes soroldgicos analisando os
234 soros de cdes de area endémica, foi obtida uma concordancia 6tima entre ELISA e
DAT, uma concordancia boa entre ELISA e RIFI e uma concordancia regular entre
RIFI e DAT.

Esta concordancia mostrou-se variavel de acordo com o grupo clinico analisado.
Sendo assim, quando avaliado o grupo dos cdes assintomaticos, a concordancia foi
regular entre ELISA ¢ DAT, ruim entre ELISA e RIFI e também ruim entre RIFI e
DAT. No grupo dos caes oligossintomaticos a concordancia foi 6tima entre ELISA e
DAT e regular entre ELISA e RIFI assim como entre RIFI e DAT. Para os caes
sintomaticos a concordancia foi perfeita entre ELISA e DAT e boa para ELISA e RIFI e
também para RIFI e DAT. Entre os cdes ndo infectados de area endémica assim como
entre os caes nao infectados de area ndo endémica a concordancia foi perfeita em todas
as comparagoes realizadas.

Segundo Dye et al. (1993) mesmo utilizando um método sorologico eficiente
perdem-se mais de 20% de animais na fase inicial ainda ndo estabelecida, pois os
animais podem estar em um periodo de incubagdo ou de soro conversao, o que ajuda a
entender a menor concordincia entre os testes quando analisado o grupo dos caes

assintomaticos.

Ao compararmos os resultados utilizando as técnicas RIFI ¢ ELISA em amostras
de soro ou de eluato a partir de sangue em papel filtro, observamos que a sensibilidade

do ELISA foi superior a da RIFI. A concordincia observada entre soro e eluato foi



regular para o teste de RIFI e boa para o teste de ELISA. A concordancia observada
entre soro e eluato foi regular para o teste de RIFI e boa para o teste de ELISA. Nao foi
possivel realizar a comparagdo da eficacia do DAT entre soro e eluato, pois o antigeno
cedido pelo Royal Tropical Institute - Kit ndo foi suficiente. Entretanto, Cardoso et al.
(2004) empregando o DAT em amostras em soro e eluato de 205 caes, obtiveram uma
concordancia 6tima (97,6%; k = 0,83), indicando a possibilidade de uso do DAT no
diagnostico da LVC com qualquer um dos tipos de amostras (soro ou ESPF).

Diferente do que foi observado em nosso estudo, Rosario (2005) observou uma
concordancia 6tima entre as reagdes com soro ¢ c¢luato de RIFI ¢ ELISA, considerando
que tanto o soro quanto o eluato podem ser utilizados no diagnostico da LVC. As
discordancias observadas entre os resultados provavelmente se devem ao fato de que
foram utilizados protocolos, reagentes e principalmente antigenos diferentes nos dois
estudos. E como ja foi discutido anteriormente estes fatores sdo determinantes no

desempenho de um teste.

Na maioria dos estudos sobre epidemias de LVH tem-se encontrado caes
positivos, e ainda mais, ndo existe nenhum relato na literatura brasileira de epidemias de
LVH sem a presenga de cades positivos. Em BH/MG e Aracatuba/SP, locais onde ndo
existia LVH, foi possivel observar primeiro a introdu¢do da doenga canina e depois a
doenga humana. A LVC nao parece ser causa suficiente, mas sim causa necessaria para
a ocorréncia da LVH (MS, 2002).

Courtenay et al. (2002) em seus resultados mostram que a raposa (Cerdocyon
thous), considerada importante fonte de infeccdo, ndo ¢ capaz de manter um ciclo de
transmissdo independente do cao doméstico. Isso aumenta a responsabilidade do cdo na
manuten¢do da doenga em areas endémicas assim como refor¢a a sua importancia na
introducao da doenca em areas ndo endémicas, principalmente urbanas.

O programa de controle da leishmaniose adotado pela Fundagdo Nacional de
Satde (FUNASA) ndo tem conseguido reduzir a niveis aceitaveis a incidéncia do
calazar humano, ainda que importantes avangos tenham sido alcangados na redugdo da
letalidade. A longa permanéncia do cao infectado, em média 80 dias apos a coleta do
material para exame, e a baixa sensibilidade do diagnostico utilizado, RIFI em ESPF,

sdo indicados como fatores importantes para esta falha. Braga et al. (1998) comparando



o programa de controle do calazar adotado pela FUNASA a uma estratégia baseada na
identificacao dos caes infectados por ELISA e a eliminacao dos cdes positivos dentro de
um prazo maximo de sete dias, em duas areas diferentes, observaram 9% de decréscimo
na prevaléncia canina quando usado o método da FUNASA e um decréscimo de 27%
quando usado o método alternativo, sendo esta diferenca significativa.

A erradicagdo da infeccdo por Leishmania em caes nao sera alcangada sem o
emprego de medidas de controle efetivas, levando-se em conta inclusive os caes
assintomaticos (Cardoso et al., 2004). O método de ELISA consome menos tempo e ¢
mais reprodutivel que a RIFI, por isso tem sido preferido em extensas investigagdes
epidemiologicas (Mancianti et al., 1994).

A utilizacao da RIFI pode comprometer a efetividade do programa de controle
do calazar por estar deixando de detectar e sacrificar animais infectados (falsos
negativos) e por outro lado, poderia estar recomendando o sacrificio de animais ndo
infectados (falsos positivos). Essas incertezas ja geraram atitudes como a nao indicagdo
do sacrificio de animais positivos € a recomenda¢do de tratamento desses animais por
parte de clinicos veterinarios (Alves e Bevilacqua, 2004).

O Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (MS,2003) sugere
que em inquéritos soroepidemiologicos sejam empregados dois métodos
sorodiagnosticos, o ELISA para uma triagem dos cades soronegativos e a RIFI para a
confirmagdo dos caes soropositivos. Entretanto, diante dos resultados observados no
presente trabalho, sugerimos como métodos de escolha o ELISA e o DAT que além de
apresentarem maiores sensibilidade e especificidade em relacdo a RIFI, se mostraram
altamente reprodutiveis e de maior facilidade na sua execugao.

O ELISA permaneceria como um teste de triagem devido a sua alta sensibilidade
¢ 0 DAT substituiria a RIFI na confirmagao dos casos positivos principalmente por nao
apresentar reagdes cruzadas eliminando assim a maioria dos falsos positivos.

E inegavel a importancia do cdo no contexto da LV, principalmente no que diz
respeito ao controle, sendo fundamental a realizagdo de diagndstico onde a
possibilidade de erro seja baixa.

Nossos resultados mostram de forma clara, a superioridade dos testes de ELISA
e DAT em relagdo a RIFI, dentro das condi¢des empregadas no presente estudo, sendo

que o DAT deve ser preferido em areas onde ocorram a sobreposi¢dao de leishmaniose



visceral, leishmaniose tegumentar e doenca de Chagas. Ressaltando mais uma vez que a
escolha de um método diagndstico deve se basear em suas vantagens, desvantagens,
facilidades e sobretudo na finalidade de suas aplicagoes.

Atualmente, o que dificulta a utilizagdo do DAT no Brasil, ¢ o fato de que o
antigeno utilizado na técnica ¢ produzido somente pelo Royal Tropical Institute
(Amsterdam/Holanda), o que o torna mais caro, devido a necessidade de sua
importacdo. Diante disso, e aliado ao excelente desempenho do DAT em relacdo aos
testes ELISA e RIFI, dentro das condi¢gdes de nosso estudo, sugerimos o investimento
em pesquisas voltadas para o desenvolvimento de um antigeno Nacional, para o DAT, a

partir de L. chagasi.



7. Conclusao




As técnicas soroldgicas ELISA, DAT e RIFI, realizadas com amostras de
soro apresentaram uma especificidade de 100% quando analisadas
apenas amostras de cdes parasitologicamente positivos e caes negativos
de area endémica e ndo endémica, indicando que estes métodos sdo
altamente especificos dentro do universo restrito de animais com

leishmaniose e que apresentam exame parasitoldgico positivo.

O DAT foi o teste que apresentou a melhor especificidade, quando
analisadas amostras de soros de caes infectados com outras doencas ¢
soros controle, sendo indicado o seu uso em regides onde ocorram

simultaneamente LV, LT e/ou Doenca de Chagas.

A RIFI foi o método que apresentou a menor sensibilidade comparada ao

DAT e ELISA.

Os testes de ELISA soro e DAT apresentaram os VPPs elevados na
prevaléncia estimada de 5%, enquanto o VPP da RIFI apresentou-se mais
baixo.0s VPNs dos trés testes foi elevado,indicando que os resultados
negativos obtidos com qualquer um destes testes tém grande chance de

serem realmente negativos.

Nos casos em que forem necessdrias mais de uma técnica de diagnostico
deve-se optar pelo DAT e o ELISA que além de apresentarem maiores
sensibilidade e especificidade em relagdao a RIFI, se mostraram altamente
reprodutiveis.Quando utilizado apenas um método a opg¢ao deve ser pelo
DAT, devido ao alto desempenho além da maior facilidade na sua

execugao.



A concordancia entre os testes soroldgicos ¢ variavel de acordo com o
grupo clinico analisado. Sendo que ela ¢ perfeita no grupo dos caes ndo
infectados, alta no grupo dos caes sintomaticos, intermediaria no grupo

dos caes oligossintomaticos e baixa no grupo dos cdes assintomaticos.

A forma clinica do cdao ndo influenciou nos titulos de anticorpos
detectados ou absorbancias observadas nos métodos soroldgicos

avaliados.

Nao foi observada correlacao entre os titulos da RIFI ¢ DAT com a
absorbancia no ELISA sendo que um resultado fortemente positivo em
um dos testes pode ser fracamente positivo em um dos outros ou até

mesmo negativo.

A concordancia observada entre soro e eluato foi regular para o teste de
RIFI e boa para o teste de ELISA, sendo que a sensibilidade do ELISA

tanto em soro como em eluato ¢é superior a da RIFI.
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Anexo |

Comissio de Etica no Uso de Animais
Fundaciio Oswaldo Cruz - CEUA-FIQCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o Programa n° P0119-02, intitulado "Aplicacio em campos
dos testes de Aplutinagio Direta (DAT — Direct Agplutination Test ¢ FAST
Agglutination Sereening Test) para leishmaniose visceral canina no Municipio de
Belo Horizonte, Minas Gerais” sob a responsabilidade da Dra. Célia Maria
Ferreira Gontijo, Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas
René Rachou - CPgRR, Fiocruz, esti de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagio Animal adotado pele Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - FIOCRU7Z) em reunido de
20/05/2002.  Na presente formatagiio, este programa esta licenciado ¢ tem

validade até 28/08/2006.

Rio de Jancire, 28 de agoesto de 2002

//tfu co
arcd Aurélio Martins
Coordenador da CEUA-FIOCRUZ

Av Brasil, n® 4363 - Manpuinhos - CEP 21043-900 - Rio de Jancir - Brasil
Tel: (+35) 21.2398-4395 - FAX: (+55) 21. 2590-9490 F. mail: mmartans ioc.fuerws br
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Fundacac Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratéric de Lesshmanioses
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FAX N ° (55-31) 3295-3115 ~ TEL.: (55-31) 3295-3566 RAMAL 157

FICHA CLINICA EPIDEMIOLOGICA (CANINA)

DATA_ 4

NOMI: 1 CALY:

Anexo 2

T s

RACA SEXQ YN

PROPRIETARIG

ENDEREQO

TIPCGHNE RESIDENCIA -

OUTRAS LOCALIDADES ONDE RESIDIUE
LOCAL TEMPO

LOUAL o TEMPO

ASPECTOS CLINICOS

INSORES NUMFRO.

_REGIAO DO CORPO

CAQ VIATOU NOS ULTIMOS SEIS MESES (STIOERTC)

OFRIGEM DX CA

[XAMIS ,
FDIAGNOSTICO PARASITOLOGICO: MIELOGRAMA

MIFE GO TUHIRA

FBIAGNOSTICO SOROLOGICO

RIFL FLISA DA

| DIAGNOSTICO MOLECULAR: PELE

SANGLUL

| MEDULA OSSEA -
1




