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RESUMO

Em inquéritos caninos, realizados em municipios paulistas com autoctonia de leishmaniose visceral
americana (LVA), o desempenho do teste rapido imunocromatografico (formato “dipstick’) empregando
antigeno recombinante K39 (rK39) foi realizado em amostras de sangue total e soro de cées. Este teste
foi comparado com a técnica de RIFI e com ELISA as quais foram realizadas em amostras de soro. As
amostras foram colhidas de 1.333 cées, sendo 1199 selecionados por sorteio em municipios com
transmissdo de LVA. O grupo controle foi constituido de amostras de 134 cées portadores de outras
patologias ou residentes em areas indenes para LVA, para avaliar a especificidade do teste rapido anti-
rK39. Nos cées selecionados por sorteio, a positividade do teste rapido anti-rK39 foi de 31,3% nas
amostras de soro ¢ de 17,4% no sangue total; a RIFI ¢ o ELISA detectaram anticorpos anti-Leishmania
em 25,1% e 27,2% das amostras, respectivamente. Todas amostras do grupo controle apresentaram
resultados negativos no teste rapido. O teste rapido realizado em amostras de soro apresenta-se como
ensaio simples, rapido, de baixo custo e, portanto, adequado para ser empregado como técnica alternativa
de triagem diagnodstica em fungdo de sua especificidade para as espécies do complexo Leishmania
donovani, responsaveis pela leishmaniose visceral.

Palavras-chave. Leishmaniose Visceral, proteinas recombinantes/imunologia, técnicas imunologicas,
Leishmania chagasi.

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) coexists with human visceral leishmaniasis (HVL) in Brazil. Dogs
play an important role as reservoir of etiological agent, and for CVL dissemination. For diagnosing
CVL, IFA and ELISA have been routinely employed. These assays have not been suitable for diagnosis
studies owing to low sensitivity and/or specificity. The CVL diagnosis in different regions of Sdo Paulo
was assessed, comparing the performance of a immunochromatographic dipstick — based rapid test
using K39 recombinant antigen (rK39RT) on whole blood and serum samples, and with IFI and ELISA
on serum samples. The 1,333 samples dogs were tested including 1,199 samples from randomly selected
dogs from eight municipalities with CVL transmission. The control group was comprised by samples
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from 134 animals living VL-free area or from dogs with other diseases. Of 1,199 samples, 31.3% were
positive by rK39RT on sera, and 17.4% on whole blood. Anti-Leishmania antibodies were detected in
25.1% and 27.2% of samples on IFA and ELISA, respectively. rK39RT revealed a low performance on
whole blood, however on dog serum higher number of positive samples were detected. All samples from
47 dogs with other diseases were negative on rK39RT. The rK39RT is a simple, rapid, inexpensive,
specific and sensitive, and suitable as an alternative screening testing.

Key words. Visceral leishmaniasis, recombinant protein/immunology, immunological techniques,

Leishmania chagasi.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por diversas
espécies de protozoarios do género Leishmania', que podem
afetar o homem. Animais silvestres e domésticos sdo os
reservatorios mais comuns doparasita, que tém como vetores,
insetos dipteros, da familia Psychodidae, sub-familia
Phlebotominae.

A leishmaniose visceral (LV) apresenta ampla
distribui¢do no Velho e no Novo Mundo, situando-se entre as
sete endemias prioritarias de aten¢do da Organizacdo Mundial
da Saude; afeta 500 mil pessoas por ano e, aproximadamente,
90% de todos os casos notificados no mundo provém de
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo®. No Novo Mundo a
doenga é conhecida como calazar neotropical ou leishmaniose
visceral americana (LVA).

A LVA tem como agente etiologico a Leishmania
(Leishmania) chagasi, e em praticamente todas as areas de
ocorréncia da doenga, Lutzomyia longipalpis® é identificado
como espécie vetora*,

A doenga ¢é restrita ao Novo Mundo e ocorre em 11
paises: Brasil, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname, Panama,
México, Belize, Guatemala, Paraguai, Bolivia, Colombia.

De um padrdo de endemia tipicamente rural, vem
assumindo perfis epidemioldgicos distintos, sendo apontada
como uma doenga emergente, atingindo com maior freqiiéncia
e intensidade, areas urbanas e suburbanas de varias capitais ¢
cidades de médio porte do pais®®’.

No Brasil, a transmissdo autdctone de LVA esta registrada
em 20 dos 27 estados em aproximadamente 1.600 municipios.
Até meados da década de 1990 cerca de 90% dos casos humanos
ocorriam na regido nordeste®. A partir de entéo, as outras regides
geograficas mostraram significativo aumento do nimero de novos
casos anuais. Assim, no ano de 1993, enquanto a regido nordeste
foi responsavel por 93,7% da LVA notificados no pais, 3,3%
foram da regido norte, 0,7% do centro-oeste ¢ 2,3% da regido
sudeste. Com a expansdo da transmissdo para diferentes areas
do territorio brasileiro, em 2004, de um total de 3267 notificacdes,
53,2% procediam do nordeste, 16,1% do norte, 8,0% do centro-
oeste e 22,6% do sudeste do Brasil®.

As agoes do Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral no Brasil visam os trés elementos da cadeia de
transmissdo: o vetor, o reservatorio principal (o cdo doméstico)
e 0 homem doente!®!!.
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O céo doméstico ¢ a principal fonte de infec¢do de
Leishmania, pode apresentar alto parasitismo cutaneo o que
facilita a infecgdo dos flebotomineos'>!3, exercendo papel
fundamental na introdu¢io da doenga em areas novas®!*. Diante
de sua importancia no ciclo de transmissdo da LVA, a principal
medida de controle, no Brasil, tem sido sua eliminag¢ao quando
identificado como infectado e/ou soropositivo'>.

No Brasil a LV canina coexiste com a LV humana
em todos os focos conhecidos ¢ ela precede a ocorréncia
de casos humanos!®!718,

Os caes infectados e/ou com titulos de anticorpos
especificos podem ndo apresentar sintomas da doenga, mas o
parasitismo de visceras e de pele pode ser intenso, tornando-os
bons reservatorios mesmo em fase precoce da infecgdo!!.

Na LV canina, a detec¢@o do parasita pode ser feita no
baco, figado, medula 6ssea, linfonodo e pele aparentemente
sadia, ja que os parasitas podem ser facilmente encontrados
nas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), porém
a sensibilidade pode variar de acordo com a condi¢@o clinica,
densidade parasitaria, material biologico, técnica diagnostica
e qualidade da coleta'®.

As técnicas moleculares, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), t€m sido descritas como sensiveis para a
detecgdo de Leishmania, porém ndo tem aplicagdo na rotina
diagnostica ou em larga escala.

Na impossibilidade de realizar provas para detecgdo do
parasita nos inquéritos epidemioldgicos recomenda-se a
utilizacdo de métodos de deteccdo de anticorpos especificos,
empregando-se métodos sorologicos, entretanto, em situagdes
de gravidade da LV canina, Ashford et al.'® descreveram a
auséncia de anticorpos. A experiéncia clinica em paises onde a
doenga ¢ endémica, também evidenciou que muitos animais
infectados podem permanecer soronegativos®.

Diversas técnicas tém sido avaliadas ou utilizadas na
detecgdo de anticorpos no diagndstico do calazar canino:
imunoenzimaticas??2* testes de aglutinagdo direta (DAT)»
e testes imunocromatograficos e imunoenzimaticos que utilizam
como antigenos, proteinas recombinantes derivadas de
leishmanias, como a K3926:27:28.29,

Contudo, a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
¢ o ensaio imunoenzimatico (ELISA) continuam sendo as
provas sorologicas mais utilizadas. Ambas sdo consideradas
limitadas quanto a especificidade e reprodutibilidade: devido
apresentarem reatividade cruzada com outras patologias como
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a leishmaniose tegumentar americana (LTA) e doenga de
Chagas; por utilizarem parasitas integros ou soliveis como
antigeno que limitam a padronizagdo dos testes soroldgicos;
impossibilitando o diagnostico da infec¢do durante o periodo
de soroconversdo e em cdes infectados em que ndo esteja
estimulada a producdo de anticorpos especificos. Outrossim,
os resultados da RIFI sdo influenciados pela subjetividade na
leitura das reagdes®3!32,

Em decorréncia da dificuldade em implementar agdes
contra os vetores para o controle da LVA no Brasil, os
Programas de Controle priorizam a eliminag¢do de fontes de
infecgdo, apos a realizagdo de inquéritos sorolégicos em
populagdes caninas em areas com transmissdo da infecgdo. O
diagndstico ¢ realizado em amostras de soro ou em eluatos de
sangue colhidos em papel de filtro, utilizando-se “Kits” de RIFI
e ELISA fornecidos pelo Ministério da Saude. Todos os cées
soropositivos devem ser apreendidos e eutanasiados®>34,

A superposic¢do de areas de ocorréncia da LVA com LTA
e doenca de Chagas; o intervalo de tempo longo entre a coleta
de material e o retorno dos resultados dos exames laboratoriais
para os municipios com transmissdo; a presenc¢a de cies que
ndo soroconverteram na ocasido dos inquéritos
soroepidemioldgicos e os dados subestimados ou
superestimados da prevaléncia e incidéncia da LV canina,
interferem nos programas de vigilancia, no conhecimento do
risco da transmissdo de Leishmania a populagdes humanas e
caninas e no tempo de permanéncia dos cdes infectados em
areas endémicas.

Em 1997, pela primeira vez foi detectada a presenga de
L. longipalpis em area urbana do municipio de Aragatuba, na
regido noroeste do Estado de Sao Paulo e, em 1998 foram
encontrados cdes com quadro clinico e confirmacao
parasitoldgica de leishmaniose visceral, sendo posteriormente
identificada a circulagio de L. (L.) chagasi. Em 1999 foi
relatado o primeiro caso humano autdctone no Estado de Séo
Paulo™.

Em Sao Paulo, a RIFI ¢ utilizada nas investigagdes de
foco e para a confirmagdo das amostras reagentes pelo ELISA.
O ELISA ¢ utilizado ainda para a triagem de amostras para
identificacdo de resultados negativos em inquéritos caninos
amostrais. Os “kits” utilizados para a realizacao destes testes
pelos Laboratérios de Saude Publica sdo fornecidos pelo
Ministério da Saude, os quais sdo produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiologicos Bio-Manguinhos da Fundagao
Oswaldo Cruz*.

Neste contexto, face as limitagdes apontadas para a RIFI
e 0 ELISA como testes padrdo para o diagndstico da LV canina,
faz-se necessario o desenvolvimento ou padronizag¢ao de novas
técnicas com niveis adequados de sensibilidade e
especificidade, de facil execucdo e interpretagdo em campo e/
ou em laboratorio, eficiéncia elevada e que possibilitem a
reducdo do custo operacional do diagnodstico da infecg¢do na
realizacdo de inquéritos caninos.

Para Badaro et al.*, o melhor caminho para melhorar a
especificidade dos testes sorologicos ¢ o uso de antigenos
especificos. Os antigenos recombinantes, espécie-especificos,
como o0 K39 e K26 sdo utilizados em ensaios imunoenzimaticos
e em testes imunocromatograficos rapidos (dipsticks) no
diagnostico sorologico da leishmaniose visceral em campo e
em laboratério na Africa e india??.

O antigeno K39 ¢ uma proteina recombinante, de peso
molecular de 39kDa, localizada no DNA do cinetoplasto de
Leishmania, constituinte de uma proteina de 230 kDa da familia
Kinesina. A proteina rK39 apresenta seqiiéncia idéntica em sete
espécies de Leishmania. A conservagdo de uma seqiiéncia de
39 aminoacidos repetitivos confere a esta proteina epitopos de
alta densidade e identidade especifica com as espécies
L. donovani, L. infantum e L. chagasi. A reatividade com outros
tripanossomatideos mostrou-se negativa e a presenca de
anticorpos anti-rK39 indicaria a infecgao ativa. O ELISA com
o emprego do antigeno rK39, apresentou 100% de
especificidade e 98% de sensibilidade na deteccdo de anticorpos
especificos no calazar na Africa e na LVA29353738,

Ha poucos estudos que relatam o uso do teste
imunocromatografico rapido anti-rK39 no diagndstico da LV
canina em inquéritos caninos. Genaro et al.”’, Franga-Silva** e
Rocha* referiram sensibilidade e especificidade variaveis do
teste rapido em estudos realizados em areas endémicas para
LVA em Minas Gerais, Brasil.

No presente estudo, pretendeu-se avaliar o diagnostico
da LV canina em condi¢des similares ao Programa de
Vigilancia e Controle da LVA do Estado de Sdo Paulo,
utilizando o teste rapido anti-rK39 realizado com sangue total,
em condi¢des de campo e com soro, em laboratorio em
inquéritos amostrais aleatdrios realizados em municipios com
transmissdo de LVA no Estado de Sdo Paulo; comparar o
desempenho desse teste imunocromatografico com os métodos
RIFI e ELISA e; discutir a relevancia e a viabilidade de seu
emprego nos Programas de Controle.

MATERIAL E METODOS

Regides e caes incluidos no estudo

A presenca de anticorpos anti-Leishmania foi pesquisada
em amostras de sangue de 1333 caes, sendo 1199 amostras colhidas
aleatoriamente por sorteio em municipios com transmissao
autoctone de LVA da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo. Os
demais 134 animais compuseram grupos controle para a avaliagdo
da especificidade do teste rapido dos quais 47 caes de municipio
autoctone para leishmaniose tegumentar americana (LTA) e sem
registro de transmissao da LVA, porém com registro da presenca
de L. longipalpis; 40 caes de municipio autdctone para LTA, mas
sem registros de transmissdo da LVA e da presenca do vetor e; 47
cdes portadores de outras patologias (erliquiose, babesiose,
dirofilariose, toxoplasmose ¢ LTA) (Quadro 1).
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Quadro 1. Distribuicdo dos cdes cujas amostras foram analisadas por meio do teste rapido para pesquisa de anticorpos anti-

rK39 para o diagnoéstico da LV canina.

~ POPULACAO
. N2 DE CAES % DE ANIMAIS
MUNICIPIO CANINA ESTIMADA
EXAMINADOS EM 2002 (*) EXAMINADOS
CAES ESCOLHIDOS POR SORTEIO EM MUNICIPIOS COM AUTOCTONIA DE LVA E
REGISTRO DA PRESENCA DE L. longipalpis
Aracgatuba 451 28.000 1,61
Guararapes 100 9.000 1,11
Mirandopolis 99 6.000 1,65
Pereira Barreto 99 5.000 1,98
Penapolis 100 8.000 1,25
Birigui 150 14.000 1,07
Promissdo 100 8.000 1,25
Buritama 100 3.000 3,33
SUB-TOTAL 1199 81000 1,48
M UNICIPIO N? DE CAES
CAES DOMICILIADOS EM MUNICIPIOS AUTOCTONES PARA LTA SEM TRANSMISSAO
DE LVA
Itupeva
(com registro da presenga 47
de L. longipalpis)
Caraguatatuba e Ubatuba
(sem registro da presenga 40
de L. longipalpis)
CAES PORTADORES DE OUTRAS PATOLOGIAS - babesiose, erliquiose, dirofilariose,
toxoplasmose e LTA por Leishmania (V.) braziliensis
TOTAL GERAL 1333

(*) Informagdes fornecidas pelos Centros de Zoonoses Municipais.

LVA: Leishmaniose visceral americana. LTA: Leishmaniose tegumentar americana.

Amostras de sangue

As amostras de sangue foram obtidas por pungdo da
veia cefalica dos cdes, em tubos secos sem anticoagulante. Em
condicdes de campo, de cada amostra foi retirada uma aliquota
de sangue total (20-30 ul) que foi utilizada no teste rapido anti-
rK39 e o restante do material foi transportado até o laboratorio
para a realizagdo do teste rapido anti-rK39, RIFI e ELISA no
soro dos animais.

Teste rapido anti-rK39

Foi utilizado o “Kit” de reagentes Kalazar Detect™
Rapid Test - InBios Inc-Seattle, WA-USA para a detecgdo de
anticorpos para leishmaniose visceral nas amostras. A reacao
foi realizada segundo as instrugdes do fabricante. A reagdo
final ocorre entre 1 — 10 minutos ¢ a leitura ¢ realizada apos
este periodo.
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O teste rapido anti-rK39 com sangue total foi realizado
nas 1199 amostras dos cdes dos municipios autdctones para
LVA e nas amostras de cdes domiciliados em municipios
autdctones para LTA (87); o teste rapido anti-rK39 com soro
foi realizado em 1190 amostras dos cdes dos municipios
autdctones para LVA e nas 47 amostras dos cdes portadores de
outras patologias.

RIFI

Foi utilizado o “Kit” de reagentes IFI — Leishmaniose
visceral canina produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos Bio-Manguinhos da Fundagéo Oswaldo Cruz,
que utiliza como antigeno, formas promastigotas integras de
Leishmania. A pesquisa de anticorpos foi realizada nas 1179
amostras de soro de cdes escolhidos por sorteio em municipios
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autoctones para LVA. Os soros com titulo 1:40 foram
considerados reagentes.

ELISA

Foi utilizado o “Kit” de reagentes EIE - Leishmaniose
visceral canina, produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos BioManguinhos da Fundagao Oswaldo Cruz,
que utiliza antigeno soluvel purificado de formas promastigotas
de Leishmania, para a pesquisa de anticorpos em 997 amostras
de soro dos caes escolhidos por sorteio em municipios
autoctones para LVA. Os soros com titulos 1:100 foram
considerados positivos.

Aspectos éticos

As coletas das amostras dos animais foram realizadas por
técnicos especializados que empregaram material laboratorial
apropriado e descartavel, respeitando-se os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), bem
como solicitado o Termo de Consentimento livre e esclarecido
dos responsaveis pelos animais. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz— CEPIAL
em 9 de janeiro de 2006.

RESULTADOS

O teste rapido anti-rK39 apresentou intensidade de
reatividade positiva variavel podendo ser forte ou fraco.

O teste rapido anti-rK39 foi sempre negativo nas amostras
de cdes domiciliados nos municipios autoctones para LTA e em
cées portadores de outras patologias.

Ao final do estudo observou-se que o nivel de
positividade para anticorpos anti-Leishmania nos cées escolhidos
por sorteio e domiciliados em regides com transmissdo de LVA
variou em fungdo do tipo de amostra, da técnica diagnoéstica
utilizada e também do municipio (Tabela 1).

O teste rapido realizado com soro detectou anticorpos
para Leishmania em 31,3% do total das amostras processadas.
Pelo ELISA, o percentual foi 27,2% e pela RIFI, 25,1%.

Em condi¢des de campo, o teste rapido realizado com
sangue total ndo demonstrou boa performance em detectar
anticorpos anti-Leishmania em comparagido ao teste rapido
realizado em laboratdrio, com soro sangiiineo, a RIFT e ELISA.
O percentual de positividade desse teste foi de apenas 17,4%,
44,4% menor do que os 31,3% verificados no teste rapido
realizado no soro sangiiineo (Tabela 1).

A soropositividade canina variou de 3% a 38% entre
os oito municipios com transmissdo de LVA, tanto em
fung¢do do tipo de teste diagndstico como da amostra
utilizados.

Em alguns municipios foram observados resultados
com alto grau de discordancia entre as metodologias e/ou
técnicas diagnodsticas utilizadas, tendo como referéncia, as
proporgdes observadas nos resultados totais obtidos na
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados obtidos nos testes diagnosticos utilizados na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania realizados nas amostras
dos cées selecionados por sorteio domiciliados em municipios do estado de Sao Paulo com transmissdo de LVA.

TESTE RAPIDO ANTIK39 - TESTE RAPIDO ANTI-Rk39 R SORO ELISA
SANGUE TOTAL SORO SORO
MUNICIPIO
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO | NEGATIIVO NAO POSITIVO | NEGATIVO NAO POSITIVO | NEGATIVO NAO
(%) (%) (%) (%) REALIZADO (%) (%) REALIZADO (%) (%) REALIZADO
ARACATUBA 363 167 279 5 152 07 2 87 167 197
(451) (19,5%) (805%) (37,0%) (61.9%) (1,1%) (33,8%) (65,8%) (04%) (19,3%) (37,0%) (437%)
PEREIRA 15 84 12 87 ) 65 16 &3
BARRETO(99) (15,1%) (849%) (12,1%) (879%) ) (34,3%) (65,7%) (16,1%) (839%)
BRIGUI 25 125 54 % 1 8 128 14 21 127 2
(150) (16,7%) (833%) (36,0%) (633%) (0,7%) (5,3%) (85,3%) (94%) (14,0%) (84,7%) (1,3%)
BURITAMA 3 97 2% 75 8 R 7} 66
(100) (3,0%) (97,0%) (25,0%) (750%) (8,0%) (92,0%) (34,0%) (66,0%)
GUARARAPES 3% 65 0 68 2 3 58 4 R 67 1
(100) (35,0%) (650%) (30,0%) (68,0%) (20%) (38,0%) (58,0%) (40%) (32,0%) (67,0%) (1,0%)
MIRANDOPOLIS ) 81 3 66 i 2 70 2 70
99 (18,1%) (819%) (33,3%) (66,7%) (29,3%) (70,7%) (29,2%) (708%)
PENAPOLIS 2 79 20 79 1 15 8 i 71 2
(100) (21,0%) (790%) (20,0%) (790%) (1,0%) (15,0%) (85,0%) (27,0%) (71,0%) 2,0%)
PROMISSAQ 4 % 3 69 i 12 88 25 75
(100) (4,0%) (960%) (31,0%) (69,0%) (12,0%) (83,0%) (25,0%) (750%)
TOTAL 209 90 3N 818 9 2% 883 20 27 726 202
%) (17,4%) (826%) (31,3%) (68,7%) (0,7%) (25,1%) (74,9%) (1,7%) (27,2%) (728%) (16,8%)
TOTAL 1199 1190 9 179 20 %97 202
19 1199 1199
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Entretanto, em sete municipios, foi verificado que o teste
rapido anti-rK39 realizado com soro, detectou maior ou similar
quantidade de amostras reagentes em relagdo ao ELISA

DISCUSSAO

O conhecimento da prevaléncia real da infecg@o canina
¢ essencial para a definicdo de estratégias de controle,
adequadas ¢ adaptadas, aos diferentes perfis epidemioldgicos
regionais. Em virtude da inexisténcia ou implementagdo de
outras medidas que impeg¢am a infecgdo do vetor ou dos
hospedeiros vertebrados, a realizagdo de inquéritos caninos e
eutanasia de cdes soropositivos, até o momento, tem sido a
unica estratégia de controle disponivel direcionada a populagéo
canina ¢ adotada para execu¢do em larga escala, embora
limitada quanto a operacionalizagdo e resultados efetivos.

Assim, testes diagndsticos mais sensiveis, especificos e
de simples execucdo sdo imprescindiveis para os programas
de vigilancia e controle da LV canina e humana®.

No presente estudo, niveis de positividade foram
diferentes entre os municipios paulistas em que foram realizados
os inquéritos amostrais. Este achado poderia ser explicado pelas
variagOes da prevaléncia da LV canina em cada regido.

Grandes varia¢des de prevaléncia encontradas entre
populagdes caninas separadas por poucos quildmetros, podem
ser influéncia das condigdes ecoldgicas distintas que
determinariam a abundéncia de flebotomineos dentro de uma
area endémica, pela sobreposi¢do da LTA ou ainda resultante
das medidas de controle adotadas®40-41:4243,

Entretanto, em alguns municipios, os valores de
soropositividade verificados para os diferentes testes utilizados
na deteccdo de anticorpos anti- Leishmania e tipo de amostra
diferiram consideravelmente da positividade observada no total
de amostras processadas (Tabela 1). Assim, no municipio de
Pereira Barreto, a RIFI detectou aproximadamente o dobro de
cdes soropositivos comparada as outras técnicas; em Buritama
os percentuais de positividade foram respectivamente de 3%,
8%, 34% e 25% no teste rapido realizado com sangue total, na
RIFI, no ELISA ¢ no teste rapido realizado com soro.

E licito pensar que a existéncia de diferencas regionais
e temporais na concentragdo de animais em distintos estagios
clinicos da infec¢do e/ou distintos espectros imunitarios
possam ter atuado como interferentes explicando os achados
acima registrados.

Tanto o teste rapido anti-rK39 realizado em amostras
de sangue total e soro, quanto a RIFI ¢ ELISA apresentam
variagOes relativas a especificidade ¢ a sensibilidade frente a
diferentes antigenos e estagios da infec¢ao?”*.

A RIFI como técnica para a detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania pode apresentar limitagdes quanto a capacidade
de identificagdo da soroconversdo em caes naturalmente
infectados, demandando em algumas situa¢des um intervalo
de até oito meses de historia®.
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Neste trabalho, o teste rapido anti-rK39 realizado em
condi¢des de campo, com sangue total, apresentou baixo
desempenho em detectar cdes soropositivos em comparagao
ao teste rapido realizado em laboratério, com soro ¢ a RIFI e
ELISA, corroborando os resultados obtidos por Genaro et al.?’
e Rocha*. E relevante que o “Kit” utilizado neste estudo é
recomendado para amostras de soro de cées.

Rocha* empregou o mesmo “kit” utilizado neste
trabalho para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania. Os
resultados revelaram baixa especificidade e alta fraggo de falso-
positivos. A autora considerou a possibilidade de algum
componente do sangue interferir na formagéo dos complexos
dos anticorpos anti-Leishmania com a proteina-A ouro coloidal
¢/ou na sua migragao até a regido onde o antigeno K39 encontra-
se fixado (linha teste); e também relatou a migracdo exagerada
de hemacias na fita quando colocada uma amostra excedente
de sangue, que dificultou a interpretag@o dos resultados. Porém,
em nossa investigagdo, a concentracdo de hemacias nas fitas
do teste rapido, realizado com aliquotas de 20-30iL de sangue
total, ndo dificultou a observag¢do dos resultados.

O teste rapido anti-rK39 realizado no soro detectou o
maior percentual de cdes soropositivos (31,3%), mas ndo muito
superior daqueles encontrados na RIFI (25,1%) e ELISA (27,2%).

Badaro et al.** e Genaro et al.”’ referem o antigeno rK39
como indicador da presenca de LV canina aguda e altamente
especifico, sendo que os primeiros autores avaliaram o teste
ELISA-rK39 e Genaro et al.?’, o teste rapido anti-rK39
(TRALJ). Entretanto, Rocha*, verificou que mais de 89% dos
cdes assintomaticos, parasitologicamente positivos,
apresentaram-se positivos no ELISA-rK39, no TRALd-campo
e no TRALd-laboratdrio.

No Mediterraneo, Chicharro et al.* investigaram 930
cdes e encontraram 91 (9,8%) animais reativos no teste rapido
anti-rK39. Destes, 42/91 (46%) eram sintomaticos; em 50/91
(56%) foram possiveis a deteccdo de DNA de Leishmania
infantum ¢ os parasitas foram isolados em 20/91 (22%) cées
sintomaticos ¢ em 14/91 (15,4%) assintomaticos.

Segundo Scalone et al.*?, a eficacia do rK39 em detectar
assintomaticos ¢ diferente entre LV canina ¢ humana. Os
autores verificaram que o tempo de soroconversdo ¢ os
resultados obtidos na RIFI e no ELISA com antigeno rK39
foram altamente concordantes no seguimento de um grupo
de cdes naturalmente infectados que fizeram parte de um
estudo que envolveu 6368 animais.

Sendo assim, a superioridade e/ou a similaridade do teste
rapido anti-rK39 realizado no soro na detecg¢do de anticorpos
anti-Leishmania frente a RIFI ¢ ELISA, constatada nesta
investigagdo, sugere que a presen¢a de anticorpos contra o
antigeno recombinante k39 foi comum nos variados espectros
imunolégicos da LV canina.

A auséncia de positividade nos cées residentes em
municipios com transmissdo autoctone de LTA ou portadores
de outras patologias reforgam a indicacdo do teste rapido anti-
rK39 como especifico.
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Muitos autores compararam a sensibilidade e a
especificidade da RIFT e do ELISA no diagndstico da LV canina,
mas alguns resultados s@o contraditdrios, inclusive quanto ao
desempenho de uma mesma técnica diagnodstica e em fungéo
da localidade estudada. De um modo geral, os estudos
disponiveis na literatura, caracterizam-se por incluir um nimero
reduzido de amostras e animais comprovadamente infectados
e/ou soropositivos, ou ainda em condi¢des que nao sdo
reproduzidas em laboratoérios que processam um grande numero
de amostras durante a realizagdo de inquéritos caninos.

Ferrer et al.?® e Courtenay et al.*’ atribuem baixa
sensibilidade a RIFI, porém em muitos paises do
Mediterraneo, a RIFI é considerada o teste padrdo-ouro para
o diagnostico da LV canina e reconhecida como o teste mais
sensivel e especifico®.

Com base na literatura cientifica, na orientacdo (bula)
que acompanha os “kits” de reagentes Bio-Manguinhos/Fundacao
Oswaldo Cruz - LV canina para RIFI e ELISA, ¢ informado que
o desempenho da RIFI para amostras de soro oscila em torno de
90% de sensibilidade e 80% de especificidade.

Para os calculos de sensibilidade e especificidade do
ELISA, a RIFI foi considerada o teste padrdo e os seguintes
indices foram obtidos: sensibilidade de 94,5% e 91,7% de
especificidade para amostras de soro; 79,4% de sensibilidade
e especificidade de 90,24% para amostras de eluato de sangue
colhido em papel de filtro.

Em Sao Paulo, Camargo-Neves* verificou que a RIFI
(“Kit” Bio-Manguinhos) foi pouco sensivel em inquéritos
realizados no municipio de Aragatuba entre 1999 e 2001, porém
a técnica apresentou alta especificidade na detecg@o de animais
infectados, visto que os resultados apresentaram boa
concordancia com o exame parasitologico.

Lira et al.* avaliaram a performance dos “Kits” Bio-
Manguinhos para a RIFI e ELISA. O ELISA revelou
sensibilidade de 72% e a RIFI, 68%; a especificidade foi de
87,5% para as duas técnicas diagnosticas. Esses percentuais
ficaram aquém dos valores referidos pelo fabricante dos “Kits”.

No presente estudo foi observada similaridade no
percentual de positividade na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania entre a RIFI e ELISA no total geral das amostras
processadas, sendo que em seis, dos oito municipios incluidos
no estudo, os percentuais de soropositividade do ELISA foram
préximos ou superiores aos resultados obtidos com a RIFI.
Relato semelhante foi descrito por Guimaraes et al.*® em estudo
conduzido em duas vilas com casos de LVA, no Maranhio, em
que o “Kit” Biomanguinhos foi utilizado apenas para a RIFI.

CONCLUSOES

O teste rapido anti-rK39 realizado com sangue total,
em condi¢des de campo, apresentou baixo desempenho na
detecgdo de anticorpos anti-Leishmania em caes, quando
comparado ao teste rapido realizado com soro, a RIFI e ELISA.

No entanto, o teste rapido realizado com soro,
apresentou-se como um método adequado tanto para o
diagnoéstico complementar como para a triagem de amostras
na realizag@o de inquéritos caninos em areas endémicas para
LV canina. Considerando-se ainda que no minimo, o teste foi
capaz de detectar cies soropositivos tanto quanto as técnicas
diagnésticas utilizadas pelo Programa de Controle da LVA, e
permite o processamento de um grande numero de amostras,
com poucas exigéncias técnicas e com tempo e custo
operacional reduzido.
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