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0000ESUMO 

 
TRONCARELLI, M.Z. Infecção por Leishmania spp. e/ou por Trypanosoma 

cruzi em cães provenientes de área endêmica e não endêmica para 

leishmaniose visceral canina. Botucatu-SP, 2008. 117p. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

Devido à proximidade filogenética entre Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi), podem ocorrer reações cruzadas e resultados falso-positivos à 

sorologia. O objetivo do presente estudo foi contribuir com o diagnóstico 

elucidativo da leishmaniose e da tripanossomíase caninas, utilizando a Reação 

de Imunofluorescência Indireta (RIFI), o exame parasitológico direto e a 

pesquisa de DNA, tanto de Leishmania spp., quanto de T.cruzi, pela Reação 

em Cadeia pela Polimerase (PCR) em amostras de fígado e baço. Para tanto, 

foram utilizados 100 cães eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses da 

cidade de Bauru-SP, onde a leishmaniose visceral é endêmica, e 100 cães 

eutanasiados no canil municipal da cidade de Botucatu-SP, área indene. 

Sessenta e cinco amostras de soros dos cães de Bauru foram positivas pela 

RIFI para Leishmania spp. e 40 foram positivas para T.cruzi, enquanto que 

todas as 100 amostras de cães de Botucatu foram negativas pela RIFI para 

leishmaniose e somente quatro amostras foram positivas para T. cruzi. Do total 

de 200 soros testados, 33 (16,5%) apresentaram resultado positivo à sorologia 

para ambos parasitos. Em 30 amostras de fígado e/ou de baço dos 33 cães 

que apresentavam anticorpos contra Leishmania spp. e T.cruzi, tanto o exame 

parasitológico direto como a PCR para Leishmania spp. resultaram positivos, 

indicando a verdadeira infecção por este parasito. Nenhuma amostra de fígado 

e baço dos 200 cães de Bauru e Botucatu foi positiva pela PCR para T. cruzi. 

Estes resultados reforçam a ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania 

spp. e T. cruzi pela RIFI, bem como a necessidade da realização do exame 

parasitológico direto e/ou da PCR para o diagnóstico elucidativo da 

leishmaniose e das tripanossomíases caninas. 

 

Palavras-chave: Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, diagnóstico, cão. 
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""""BSTRACT 

 

TRONCARELLI, M.Z. Dogs’ infection by Leishmania spp. and/or by 

Trypanosoma cruzi in endemic and non-endemic areas for canine visceral 

leishmaniasis. Botucatu-SP, 2008. 117p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

 

Due Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi (T. cruzi) phylogenetical closely, 

some serological cross-reactions and false-positives results can occur. The 

objective of this study was to contribute with the elucidative canine 

leishmaniasis and trypanossomiasis’ diagnosis, using Indirect 

Immunofluorescence (IIF) serologic test, direct parasitological exam and 

Leishmania spp. and T.cruzi DNA investigation by Polimerase Chain Reaction 

(PCR) in liver and spleen samples. For this purpose, it were used 100 culled 

dogs of Zoonosis Control Center in Bauru-SP where Visceral Leishmaniasis 

(VL) is endemic, and 100 culled dogs of the municipality kennel in Botucatu-SP 

where VL is non-endemic. Sixty-five (65%) serum samples of dogs from Bauru 

were positive by IFI for Leishmania spp. and 40 (40%) were positive for T. cruzi. 

All serum samples (100%) of dogs from Botucatu were negative by IFI for 

leishmaniasis and only 4 samples were positive for T. cruzi. Of a total of 200 

tested serum samples, 33 (16.5%) showed serologic positive results for both 

parasites. In 30 liver and/or spleen samples of 33 dogs that presented 

antibodies anti-Leishmania spp. and anti-T.cruzi, both direct parasitological 

exam and PCR for Leishmania spp. resulted positive, indicating the true dog’s 

infection by this parasite. No liver and spleen samples of 200 dogs from Bauru 

and Botucatu were positive by PCR for T. cruzi. These results reinforce the 

occurrence of antibodies cross reactions for Leishmania spp. and T. cruzi by 

IFI, and also confirm the necessity of a parasitological exam and/or a PCR test 

for the canine leishmaniasis and trypanosomiasis elucidative diagnosis. 

 

Key words: Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, diagnosis, dog. 
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2222����3333�1�1�1�1NTRODUÇÃO  

  
As leishmanioses e a doença de Chagas são zoonoses de grande 

impacto em saúde pública, caracterizadas por elevadas taxas de morbidade e 

letalidade (BRASIL, 2006). São doenças infecto-parasitárias de ampla 

diversidade epidemiológica, devido à variabilidade de possíveis espécies de 

hospedeiros, de vetores e de ambientes onde podem se estabelecer 

(CHIARAMONTE et al., 1996). 

A leishmaniose visceral (LV) tem apresentado significativa expansão 

geográfica, assim como aumento do número de casos humanos, devido a 

mudanças em seu padrão de transmissão. Inicialmente, a doença predominava 

em ambientes rurais e periurbanos e, mais recentemente, em centros urbanos 

(LINDOSO e GOTO, 2006).  

O cão é o principal reservatório doméstico de Leishmania spp., por 

apresentar intenso parasitismo cutâneo, contato estreito com humanos e atrair 

a presença do vetor (MACHADO, 2004). Uma das medidas de controle 

preconizadas no Brasil pelo Ministério da Saúde é a eliminação dos 

reservatórios caninos (BRASIL, 2006). Para tanto, são realizados inquéritos 

epidemiológicos, especialmente em áreas endêmicas, para a identificação dos 

cães sorologicamente positivos, que devem ser destinados à eutanásia. 

Os métodos sorológicos utilizados para a detecção de anticorpos 

circulantes anti-Leishmania spp. em cães apresentam alta sensibilidade e 

especificidade. No entanto, cães infectados podem ser soronegativos (COSTA 

et al., 1991), representando risco à saúde pública, pois permanecem como 

reservatórios. Por outro lado, nem sempre um resultado soropositivo pode ser 

conclusivo de doença ativa. Devido à proximidade filogenética entre 

Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi (T. cruzi), ambos pertencentes à família 

Tripanosomatidae, é possível a ocorrência de reações cruzadas à sorologia, 

determinando resultados falso-positivos (TRONCARELLI et al., 2008). 

Com efeito, para um melhor refinamento diagnóstico, faz-se necessário 

o uso de técnicas complementares, como o exame parasitológico, considerado 

padrão-ouro, e a reação em cadeia pela polimerase (PCR), que apresenta 

elevadas sensibilidade e especificidade, pela detecção do DNA do parasito. 
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 2.1 As leishmanioses 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários 

flagelados do gênero Leishmania, pertencentes à família Trypanosomatidae 

(ordem Kinetoplastida), estreitamente correlacionados aos tripanossomas.  São 

doenças endêmicas em 88 países (DESJEUX, 1996), especialmente em 

regiões tropicais e subtropicais, tais como o leste e sudeste da Ásia, Oriente 

Médio, norte e leste da África, sul da Europa (Mediterrâneo) e Américas Central 

e do Sul (BRASIL, 2006).  

  A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica a leishmaniose como 

a segunda protozoose mais importante da atualidade, estando entre as seis 

principais enfermidades infecto-parasitárias do mundo (BRASIL, 1994). No 

entanto, é doença negligenciada, sendo que 80% dos casos ocorrem em 

populações de baixa renda, que sobrevivem com menos de dois dólares por 

dia (DESJEUX, 2004).  

 No Norte e Leste da África, na Índia e na China, ocorre principalmente a 

leishmaniose visceral (LV) ou calazar, enquanto que no Oriente Médio ocorre 

principalmente a leishmaniose tegumentar (LT). Cerca de 350 milhões de 

pessoas estão sob risco de contrair a infecção e 12 milhões estão infectadas 

(DESJEUX, 1996). Um milhão e meio de novos casos são reportados todo ano, 

sendo que 500.000 deles tratam-se de LV (SUNDAR e RAI, 2002). 

Na América Latina, as leishmanioses já foram descritas em pelo menos 

12 países, sendo que 90% dos casos de LV concentram-se no Brasil, 

especialmente na região Nordeste, constituindo grave problema de saúde 

pública (BRASIL, 2006). 

Os vetores das leishmanioses são dípteros da família Phychodidae, sub-

família Phlebotominae, especialmente os do gênero Lutzomyia, conhecidos 

genericamente como flebotomíneos. No Brasil, são popularmente denominados 

de mosquito-palha, tatuquira, birigüi, entre outras denominações regionais.  

A fêmea do flebotomíneo se alimenta de sangue de hospedeiros animais 

ou humanos para o desenvolvimento dos ovos (BRASIL, 2002). Após oito a 

vinte dias do repasto sanguíneo, as formas amastigotas de Leishmania spp. 
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evoluem para formas promastigotas no tubo digestivo dos insetos, tornando-se 

infectantes. Desta forma, ao se alimentarem novamente, em novo hospedeiro, 

os vetores regurgitam as formas promastigotas juntamente com a saliva, no 

tecido cutâneo. As formas promastigotas são fagocitadas por células do 

sistema fagocítico monocitário do hospedeiro mamífero e transformam-se em 

amastigotas. Estas, por mecanismos intrínsecos permanecem viáveis e se 

multiplicam por divisão binária. Devido à intensa multiplicação do agente, as 

células parasitadas podem ser lisadas e as formas amastigotas são liberadas 

no meio extracelular, quando então podem ser fagocitadas por outros 

macrófagos (MURRAY et al., 2005). 

No ambiente silvestre, os principais reservatórios são as raposas, 

Dusicyon vetulus, os cachorros-do-mato, Cerdocyon thous, os marsupiais 

(gambás) Didelphis albiventris (SANTIAGO et al., 2007) e os roedores. O cão é 

o principal reservatório do agente no âmbito doméstico, pelo elevado 

parasitismo cutâneo, contato estreito com humanos e atração do vetor. Apesar 

da doença nos cães e em humanos ser de freqüência variável, os parasitos de 

ambos hospedeiros são idênticos (MATHIS e DEPLAZES, 1995).  

As transformações no ambiente provocadas pelo intenso processo 

migratório, pressões econômicas ou sociais, pauperização, processo de 

urbanização crescente, negligência no saneamento básico, entre outros 

fatores, acarretam a expansão das áreas endêmicas e o aparecimento de 

novos focos. Este fenômeno leva a uma redução do espaço ecológico da 

doença, facilitando a ocorrência de epidemias (REIS, 2001; BRASIL, 2006). 

Neste padrão, tem-se discutido a possível adaptação de vetores e parasitos a 

ambientes modificados e a reservatórios (BRASIL, 2000). 

A transmissão da leishmaniose entre os animais silvestres, domésticos e 

o homem é um fato de grande importância na cadeia epidemiológica desta 

enfermidade e motivo de estudos pela sua relevância em saúde pública. 

 

2.2 Aspectos epidemiológicos e diagnósticos da leishmaniose 

tegumentar (LT) 

 A LT e a leishmaniose mucocutânea são doenças infecto-parasitárias de 

distribuição mundial, causadas por protozoários do gênero Leishmania. No 

Brasil estão descritas seis espécies principais: Leishmania (Viannia) 
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braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) 

guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e 

Leishmania (Viannia) naiffi (HEPBURN, 2000).  

 A doença distribui-se amplamente no continente americano, estendendo-

se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil tem sido 

assinalada em todos os estados. O número de casos vem aumentando 

progressivamente nos últimos 20 anos, sendo o Brasil o país de maior 

ocorrência, com mais de trinta mil casos anuais (BRASIL, 2000). 

 Sua importância reside não somente na sua elevada incidência e ampla 

distribuição geográfica, mas também por constituir uma das afecções 

dermatológicas que merece maior atenção, devido à sua magnitude e pelo 

risco de ocorrência de deformidades que pode produzir no homem, como 

também pelo envolvimento psicológico do indivíduo, com reflexos no campo 

social e econômico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada 

uma doença ocupacional (BRASIL, 2000).  

Inúmeras espécies de mosquitos flebotomíneos atuam como vetores da 

doença, especialmente os do gênero Lutzomyia, que estão relacionados ao 

ciclo de transmissão. As principais espécies vetoras no Brasil são 

Lu.intermedia, Lu.pessoai, Lu.wellcomei e Lu.whitmani (BRASIL, 2000). 

Na LT existe uma diversidade de espécies animais que atuam como 

reservatórios do parasito, especialmente roedores silvestres, edentados e 

marsupiais, além dos eqüídeos. A disseminação hematógena do parasito em 

cães foi demonstrada por Reithinger et al. (1999), que detectaram DNA de 

Leishmania braziliensis em amostras de sangue e vísceras de cães com LT, 

indicando que estes animais também parecem desempenhar algum papel na 

manutenção do ciclo de vida do protozoário, atuando como reservatórios e 

amplificadores da epizootia em surtos envolvendo os seres humanos 

(MADEIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2005).  

Há relatos de infecção canina por Leishmania (V.) braziliensis em todos 

os estados brasileiros, com prevalência elevada (em torno de 10 a 13%), 

especialmente em áreas endêmicas como o estado do Rio de Janeiro 

(BARBOSA et al., 1999; MADEIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2005). 

A apresentação clínica da LT cutânea constitui-se de lesões de pele de 

forma localizada, única ou múltipla, bem como a forma disseminada, com 
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lesões muito numerosas em várias áreas do corpo, além da forma difusa. Já a 

apresentação mucosa da LT é, na maioria das vezes, secundária às lesões 

cutâneas, surgindo geralmente, meses ou anos após a resolução das lesões de 

pele. São mais freqüentemente acometidas as cavidades nasais, seguidas de 

faringe, laringe e cavidade oral. Pode ocorrer destruição parcial ou total da 

pirâmide nasal e outras estruturas acometidas na boca (BRASIL, 2000).  

Nos cães a apresentação das lesões é semelhante à que ocorre em 

humanos, com formas ulceradas localizadas e/ou nodulares disseminadas, 

além da forma mucosa (MADEIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2005).   

O diagnóstico é feito por exame parasitológico, a partir de escarificação 

da lesão, biópsia com impressão por aposição ou punção aspirativa. Métodos 

imunológicos também podem ser utilizados, como a intradermoreação de 

Montenegro (para pacientes humanos), e a Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI) ou Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para pacientes humanos ou 

caninos (BRASIL, 2000). 

A ocorrência de reações cruzadas ao exame sorológico entre espécies 

de Leishmania causadoras de leishmaniose tegumentar com espécies 

causadoras de leishmaniose visceral e com outros tripanossomatídeos é 

bastante freqüente. Para a melhoria da acuidade diagnóstica, devem ser 

realizadas técnicas complementares, altamente sensíveis e específicas, como 

a Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR), a partir de material de biopsias 

de lesões cutâneas (REITHINGER, et al., 2003; MASSUNARI, 2007). Esta 

técnica tem sido utilizada não somente para o diagnóstico de casos ativos, 

como também para o controle de cura em pacientes humanos e como método 

diagnóstico para inquéritos de massa, para a detecção do parasito em 

hospedeiros vertebrados e vetores (REITHINGER, et al., 2003). 

 

2.3 Aspectos epidemiológicos e diagnósticos da leishmaniose 

visceral (LV) 

 A LV é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani, sendo 

classicamente reconhecidas três espécies envolvidas na etiologia da doença: 

L. (L.) donovani (ROSS, 1903) e L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908) presentes na 

Europa, África e Ásia; e L. (L.) chagasi (LAINSON e SHAW, 1987) presente nas 

Américas. No entanto, em estudo sobre a história evolutiva e geográfica do 
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complexo L. donovani, realizado por Lukes et al. (2007), utilizando técnicas 

biomoleculares específicas, apresentou-se a hipótese de que L. (L.) chagasi e 

L. (L.) infantum são a mesma espécie, em função de semelhanças bioquímicas 

e moleculares. Sugere-se ainda que a linhagem primordial de Leishmania spp. 

tenha sido originada na América do Sul. 

A LV é uma das doenças mais importantes da atualidade, principalmente 

em crianças, portadores do vírus da imunodeficiência adquirida e pacientes 

submetidos à quimioterapia. A LV é letal em aproximadamente 95% dos casos, 

na ausência de tratamento (BRASIL, 2006). 

No Brasil, duas espécies de insetos, até o momento, estão relacionadas 

com a transmissão da doença: Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi. A primeira é 

considerada a principal transmissora de L. chagasi no Brasil e, recentemente, 

Lu. cruzi foi identificada como vetora no Estado de Mato Grosso do Sul 

(BRASIL, 2006).  

O ambiente favorável à ocorrência de LV é o de baixo nível 

socioeconômico, pobreza e promiscuidade, prevalentes em grande parte no 

meio rural e na periferia das grandes cidades. Entretanto, estas características 

vêm se modificando, principalmente nos estados das regiões Sudeste e 

Centro-Oeste do Brasil, onde a LV se encontra urbanizada (LUZ et al., 2001; 

BRASIL, 2006). Condições sócio-ambientais, como o desmatamento, 

reduziram a disponibilidade de animais que serviam como fontes de 

alimentação para o mosquito transmissor, colocando o cão e o homem como 

fontes de alimentação alternativas acessíveis (BRASIL, 2002). 

O registro do primeiro caso humano de LV ocorreu em 1913, quando 

Migone identificou formas amastigotas em material de necropsia de paciente 

oriundo de Boa Esperança-MT (ALENCAR et al., 1991). Até os anos 90, 

aproximadamente 90% dos casos notificados no Brasil eram provenientes da 

região Nordeste. Em 2001, a região Nordeste ainda destacava-se com o maior 

número de casos de leishmaniose (81,7%), seguido pela região Norte (8,8%), 

Sudeste (7,6%) e Centro-Oeste (1,9%).  Em 2003, a doença ocorreu em 58% 

dos estados da região Nordeste, 15% no Norte, 7% no Centro-Oeste e 19% no 

Sudeste (GONTIJO e MELO, 2004; LINDOSO e GOTO, 2006). Nos últimos 

anos, a doença tem apresentado aumento significativo, tanto em incidência 

quanto na distribuição geográfica (LINDOSO e GOTO, 2006).  
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As prevalências de leishmaniose canina são também bastante elevadas, 

atingindo taxas de 1-36% em diferentes regiões do país (SILVA et al., 2001a). 

No Estado de São Paulo, a leishmaniose visceral canina (LVC) foi 

diagnosticada pela primeira vez em 1998, na cidade de Araçatuba 

(LUVIZOTTO et al., 1999). Atualmente, quarenta e um municípios apresentam a 

enzootia canina e em 28 municípios a transmissão em seres humanos já foi 

notificada com prevalências em torno de 10 a 15% (CAMARGO-NEVES, 2005). 

Na área urbana, o cão é o principal reservatório, apresentando-se 

infectado em quase todos os focos brasileiros de LV humana (MACHADO, 

2004). A enzootia canina tem precedido a ocorrência de casos humanos e a 

infecção em cães tem sido mais prevalente que no homem (PARANHOS-

SILVA et al., 1996).  

A capacidade de infectar os mosquitos é similar, tanto em portadores 

assintomáticos como em cães que apresentam algum grau de sintomatologia 

(VEXENAT et al., 1994; ZIVICNJAK et al., 2005).  

O período de incubação no homem varia de dez dias a 24 meses, sendo 

em média de dois a seis meses. Já nos cães, é bastante variável, com início 

dos sinais clínicos entre três meses a vários anos após a infecção, com média 

de três a sete meses (BRASIL, 2006). 

As alterações clínicas de LV mais freqüentemente observadas em cães 

são a linfadenopatia, alterações dermatológicas, hepato e esplenomegalia, 

emaciação e onicogrifose. Anemia, lesões oculares, hipertermia, emese, 

diarréia, sinais respiratórios, epistaxe, comprometimento renal e hepático, 

artrites e alterações neurológicas também podem ser constatados (FEITOSA et 

al., 2000). Podem estar associados quadros de demodicose, piodermite, 

hemoparasitos e outras manifestações decorrentes de infecções secundárias à 

imunossupressão (SLAPPENDEL e FERRER, 1998).  

Em alguns cães, a doença pode permanecer latente, levando inclusive à 

cura espontânea. No Brasil, a forma assintomática da doença geralmente 

representa 40 a 60% de uma população soropositiva, e há evidências que as 

taxas de prevalência são maiores que as obtidas por estudos sorológicos. A 

existência de cães assintomáticos parasitados com ou sem anticorpos tem sido 

observada em infecções naturais e experimentais (FARRELL, 2002). 
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A detecção de anticorpos circulantes anti-Leishmania spp. em cães, 

utilizando técnicas sorodiagnósticas, constitui um instrumento essencial no 

diagnóstico da LVC. De acordo com a recomendação do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2006), os laboratórios credenciados devem utilizar o teste de ELISA 

como triagem diagnóstica em inquéritos caninos e a RIFI como técnica de 

confirmação. Os animais soropositivos, sintomáticos ou não, devem ser 

eutanasiados. 

A RIFI apresenta de 90 a 100% de sensibilidade e de 80 a 100% de 

especificidade (ALVES e BEVILACQUA, 2004), além de ser de fácil execução, 

fornecer diagnóstico rápido e a custo reduzido (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 

2006). Entretanto, nem sempre um resultado positivo pela RIFI pode ser 

conclusivo de doença ativa, da mesma forma que cães infectados podem ser 

soronegativos (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006). Podem ocorrer reações 

cruzadas com outros tripanossomatídeos ou mesmo com microrganismos 

filogeneticamente distantes, produzindo resultados falso-positivos (ROSÁRIO, 

2002; LUVIZOTTO, 2003). 

Pode ocorrer ainda falha diagnóstica em estágios iniciais da doença, 

quando anticorpos da classe IgG ainda não são detectáveis. Por este motivo, a 

RIFI, quando utilizada de maneira isolada, pode subestimar a prevalência e a 

incidência, prejudicando os métodos de controle.  

 

2.4 A doença de Chagas 

A doença de Chagas, ou tripanossomíase americana é uma zoonose 

essencialmente crônica causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi), 

de grande importância em saúde pública devido a sua elevada prevalência e 

ampla distribuição na América Latina, com diferentes padrões de morbi-

mortalidade (DE LIMA et al., 2006).  

Estima-se que a doença ocorra em 17 países da América Latina, com 

um contingente de 16 a 18 milhões de infectados. A população em risco de 

contrair esta enfermidade na América é superior a 100 milhões de habitantes 

(SCHOFIELD e DIAS, 1999), dos quais fundamentalmente habitam áreas rurais 

e suburbanas, dedicando-se aos trabalhos agrícolas ou pecuários e, na maioria 

dos casos, com grandes restrições econômicas (WHO, 2002). Causadora de 

mortes precoces em populações adultas, a doença de Chagas também gera 
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perdas na produtividade e por absenteísmo, além de apresentar custo médico-

social elevado em termos de tratamento, internações hospitalares, cirurgias 

corretivas, utilização de marcapassos, etc. 

Os vetores envolvidos na transmissão da doença são insetos 

triatomíneos, principalmente os dos gêneros Triatoma, Panstrongylus e 

Rhodnius. Há três ciclos de transmissão vetorial do T. cruzi, sendo de maior 

importância epidemiológica o ciclo doméstico, já que perpetua a infecção em 

seres humanos, os quais constituem os principais reservatórios do parasito, 

além dos cães, gatos e, em alguns países, os cobaias. No ciclo silvestre, 

intervêm os triatomíneos silvestres que, uma vez contaminados, infectam os 

roedores, marsupiais e outros animais, exercendo, então, o papel de 

reservatórios. O terceiro ciclo é o peridoméstico, no qual intervêm mamíferos 

(roedores domésticos, marsupiais, gatos e cães) que, livremente, entram e 

saem pelas residências, bem como os triatomíneos silvestres, que são atraídos 

às casas, pela luz e alimento. O ciclo peridoméstico atua como elo entre os 

ciclos doméstico e silvestre (WHO, 1991).  

Primitivamente, a doença de Chagas era uma enzootia, afetando 

exclusivamente mamíferos silvestres, sendo transmitida por triatomíneos. Com 

o desequilíbrio ecológico e posterior invasão dos abrigos de animais 

domésticos e das habitações humanas pelos insetos vetores, bem como a 

adaptação progressiva destes aos ecótopos artificiais, o T.cruzi passou a 

infectar o homem e os hospedeiros suscetíveis, particularmente os cães 

(BARRETO, 1965). 

No âmbito doméstico, os cães são considerados os reservatórios mais 

importantes para tripanossomatídeos e, como ocorre na leishmaniose, devido a 

sua proximidade com o homem, a presença destes protozoários nestes animais 

representa um sinal de alerta para ações efetivas de controle dos vetores, no 

caso, os triatomíneos. A importância da infecção natural canina pelo T.cruzi, 

acentuada a princípio por Carlos Chagas (1909), foi constatada a posteriori, 

sendo o cão considerado reservatório natural importante de tripanossomas na 

maioria dos países latino-americanos e em algumas áreas dos Estados Unidos 

da América (BARR et al., 1991; GÜRTLER et al., 1998; MEURS et al., 1998; 

BRADLEY et al., 2000; MONTENEGRO et al., 2002; LUCHEIS et al., 2005).  
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Os cães também são sentinelas naturais em áreas onde a doença de 

Chagas ainda está presente, mesmo quando a campanha de controle de vetor 

é realizada (GÜRTLER et al. 1990, CASTAÑERA et al. 1998). A prevalência de 

cães e gatos infectados e o nível de contato entre estes animais e Triatoma 

infestans domiciliar explica a variação nos domicílios da proporção de 

triatomíneos infectados com T. cruzi (GÜRTLER et al., 1998). 

As principais alterações verificadas na doença de Chagas são 

cardiomegalia, com espessamento da musculatura ventricular e conseqüente 

insuficiência circulatória, além de comprometimento do sistema digestório, 

como megaesôfago e megacólon, em alguns casos (WHO, 1991). Os sinais 

clínicos da doença em humanos e em cães são bastante similares, sendo que 

o cão tem sido utilizado inclusive como modelo experimental para o estudo da 

imunopatologia e evolução clínica da doença (ARAÚJO et al., 2002).  

O diagnóstico da doença pode ser realizado pela pesquisa do parasito 

em esfregaço sangüíneo, e o protozoário poderá ser verificado especialmente 

no curso agudo (inicial) da doença. Outras provas que podem ser realizadas é 

o xenodiagnóstico artificial, além da cultura de sangue, material de punção de 

medula óssea e/ou de linfonodos, em meio LIT/NNN. A inoculação em animais 

de laboratório e a PCR podem ser utilizadas para diagnóstico, mas têm sido 

empregadas mais comumente em pesquisas (LUCHEIS et al., 2005). 

Como métodos indiretos para o diagnóstico da tripanossomíase, têm 

sido utilizadas provas sorológicas como ELISA, HAI e RIFI (LAURICELLA et al., 

1998). No entanto, devido à proximidade filogenética entre Leishmania spp. e 

T. cruzi, tem sido constatada a ocorrência freqüente de reações cruzadas entre 

estes parasitos ao diagnóstico sorológico (TRONCARELLI et al., 2008), 

prejudicando a adoção de medidas em casos de pacientes humanos e caninos. 

Por este motivo, a realização de pesquisas que comparem, padronizem e 

melhorem os métodos diagnósticos, tanto para as leishmanioses, quanto para 

a doença de Chagas, são fundamentais para o controle da doença humana, 

que será alcançada a partir do controle da doença nos reservatórios. Para 

tanto, os programas de vigilância, especialmente no caso das leishmanioses, 

devem enfatizar o diagnóstico precoce com elevada sensibilidade e 

especificidade, para que os cães (principais reservatórios domésticos) sejam 

identificados o mais precocemente possível e de forma segura, evitando-se a 
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eutanásia de animais inutilmente, ou a permanência de fontes de infecção para 

o homem. 

 

2.5 Reações cruzadas entre Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi 

ao exame sorológico de amostras caninas 

A reação cruzada entre T.cruzi e Leishmania spp. em exames 

sorológicos já havia sido descrita por Camargo e Rebonato, em 1969 e tem 

sido verificada continuamente por diversos pesquisadores (VEXENAT et al., 

1996; LAURICELLA et al., 1998).  

Em um estudo comparativo da RIFI em eluatos de sangue de cães 

experimentalmente infectados com diferentes tripanossomatídeos, Costa et al. 

(1991) observaram a ocorrência de reação cruzada com a leishmaniose 

tegumentar americana em 75% dos casos e com a doença de Chagas em 

83,3%. Em outro estudo realizado por Zanette et al. (2006), utilizando o ELISA 

no diagnóstico da leishmaniose canina, verificou-se que, de 14 cães positivos 

para leishmaniose, nove (09) eram também positivos para Trypanosoma cruzi. 

Duprey et al. (2006) verificaram ocorrência de reações cruzadas entre 

T.cruzi e Leishmania spp., produzindo resultados falso-positivos para LVC pela 

técnica de RIFI em amostras de soros de cães dos Estados Unidos e Canadá. 

Para identificar a real infecção dos animais, os pesquisadores realizaram a 

técnica de radioimunoprecipitação para T.cruzi, para testar amostras de 413 

cães que apresentavam títulos de anticorpos anti-Leishmania superior a 32. 

Oitenta e seis (21%) destes cães resultaram positivos, sugerindo real infecção 

por T.cruzi. Os demais 326 cães (78,9%), negativos pela 

radioimunoprecipitação, foram considerados infectados por L. infantum. Os 

autores consideraram que os cães que apresentaram soropositividade contra 

Leishmania spp. e T.cruzi poderiam estar infectados por ambos parasitos, no 

entanto os pesquisadores não puderam confirmar esta possibilidade, além de 

sugerir que a probabilidade de ocorrer a co-infecção seria baixa. 

Ferreira et al. (2007), comparando a eficácia da RIFI, do ELISA e do 

teste de aglutinação direta (DAT) para o diagnóstico da LVC, examinaram 

amostras de soros de 234 cães de Belo Horizonte-MG. Foram incluídas nas 

análises algumas amostras de soros de animais infectados por outros agentes, 

como T.cruzi (n=7), L.braziliensis (n=5), Toxoplasma gondii (n=5) e Ehrlichia 
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canis (n=3). Os autores verificaram ocorrência de reações cruzadas contra 

T.cruzi, L.braziliensis e Ehrlichia canis nas três técnicas utilizadas, sendo que a 

RIFI produziu reações cruzadas em 11 amostras de soros, o ELISA em 08 

amostras e o DAT em apenas uma amostra de soro. 

Em estudos com pacientes humanos demonstra-se também que as 

reações cruzadas entre Leishmania e Trypanosoma cruzi comprometem o 

diagnóstico. Chiaramonte et al. (1996) verificaram 91,93% de reações cruzadas 

entre ambos protozoários pela RIFI, em amostra de soros de 62 pacientes com 

intradermorreação de Montenegro positiva (53 deles com exame parasitológico 

positivo). Quando os pesquisadores utilizaram antígeno específico Ag163B6, 

foi possível diferenciar pacientes chagásicos crônicos de pacientes com 

leishmaniose, pela técnica de ELISA. 

Ressalta-se, por outro lado, que especialmente nos países da América 

Latina, há sobreposições de áreas endêmicas para leishmaniose e doença de 

Chagas, onde ocorrem casos de co-infecção em pacientes humanos e caninos. 

Chiaramonte et al. (1996), estudando o fenômeno da reatividade cruzada para 

T.cruzi em pacientes humanos da Argentina que apresentavam lesões típicas 

de leishmaniose cutânea ou mucocutânea por métodos sorológicos, verificaram 

que mais de 50% (32/62) destes demonstraram forte evidência de infecção 

mista por Leishmania spp. e por T.cruzi. Sendo assim, a RIFI é recomendada 

para levantamentos epidemiológicos, sendo que os dados não devem ser 

usados como indicadores da prevalência da leishmaniose visceral canina, mas 

sim como taxa de infecção por tripanossomatídeos. Posto isto, demonstra-se a 

importância do uso de técnicas complementares para que se faça o diagnóstico 

diferencial de ambas enfermidades.  

 

2.6 Exames parasitológicos para o diagnóstico da leishmaniose e 

tripanossomíase caninas 

Dentre os métodos utilizados para o diagnóstico etiológico da LVC, o 

exame parasitológico constitui-se método eletivo, considerado diagnóstico de 

certeza em regiões endêmicas (MOREIRA et al., 2002). A sensibilidade da 

técnica varia de acordo com o grau de parasitemia, tipo de material biológico 

colhido, experiência técnica e tempo de leitura da lâmina (IKEDA-GARCIA e 

FEITOSA, 2006).  
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Classicamente, o diagnóstico da doença é feito pela demonstração das 

formas amastigotas em aspirados de linfonodos, medula-óssea e baço, com 

sensibilidade de 58%, 70% e 96%, respectivamente (ZIJLSTRA et al., 2001). 

Quando se utiliza aspirado esplênico a sensibilidade da técnica aumenta, no 

entanto o risco de hemorragia é elevado (SINGH e SIVAKUMAR, 2003).  

As amastigotas são estruturas de formas arredondadas ou ovais, com 

dois a três micrômetros de diâmetro, encontradas no interior de monócitos e 

macrófagos, ou no meio extracelular. Às colorações de Giemsa ou Leishman, o 

citoplasma do parasito apresenta-se em tom azul pálido, e o núcleo corado em 

vermelho. No mesmo plano do núcleo, há uma estrutura profundamente 

avermelhada ou violácea em forma de bastonete, denominada cinetoplasto 

(SUNDAR e RAI, 2002).  

Em estudo realizado por ZIVICNJAK et al. (2005), Leishmania spp. foi 

detectada em tecidos de animais soropositivos que apresentavam alguns sinais 

clínicos, e também de animais assintomáticos. Esse aspecto é relatado por 

outros pesquisadores, e o resultado deve estar associado à carga parasitária, o 

que torna importante a associação de provas diagnósticas e levantamento 

epidemiológico detalhado, para a melhor interpretação de seus resultados. 

Em estudo realizado por Vexenat et al. (1993) foram comparados os 

diagnósticos clínico, parasitológico e sorológico para a detecção de L. chagasi 

em 209 cães naturalmente infectados, no município de Teresina-PI. Apesar da 

sorologia ter apresentado maior sensibilidade, cães parasitologicamente 

positivos foram identificados entre indivíduos soronegativos. Em outro estudo 

realizado por Moreira et al. (2007), que compararam a RIFI, o exame 

parasitológico direto de material de punção aspirativa de linfonodos, e a PCR 

para o diagnóstico da LVC, verificaram que o exame parasitológico foi mais 

sensível que as demais provas, especialmente no caso de animais 

sintomáticos.  

 

2.7 A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para o diagnóstico 

da leishmaniose e da tripanossomíase 

 Dentre as técnicas de biologia molecular, a Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR), que permite identificar e amplificar seletivamente 

seqüências de DNA do parasito (SLAPPENDEL e FERRER, 1998), constitui 
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nova perspectiva para o diagnóstico da LV, apresentando sensibilidade e 

especificidade próximas a 100% (ASHFORD et al., 1995). Esta técnica 

possibilita a identificação do DNA parasitário em tecidos e fluidos provenientes 

de humanos e caninos infectados (STORINO e MILEI, 1994; LACHAUD et al., 

2002a; MOREIRA et al., 2002), como medula óssea, biopsias cutâneas, 

aspirados de linfonodo, sangue, além de cortes histológicos de tecidos 

parafinados e também no vetor (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006).   

 O diagnóstico por PCR independe do status imunológico do animal e 

pode ser utilizado em caso de reações duvidosas, anergia ou de reações 

cruzadas correlacionadas a determinantes antigênicos em testes sorológicos 

convencionais. Além disso, a técnica pode ser utilizada em estudos 

epidemiológicos para auxiliar na determinação da prevalência em áreas onde a 

doença não está controlada. A PCR é capaz de detectar mais de 30% de 

infecções por Leishmania spp. em cães soronegativos (MILES et al., 1999) e é 

mais eficiente para detectar estágios iniciais da doença, enquanto que as 

técnicas sorológicas são mais eficazes para diagnosticar estágios avançados 

da infecção, embora muitos casos positivos possam se converter em 

soronegativos durante o curso da infecção (GRADONI, 2002).  Estudos 

utilizando a PCR em cães de áreas endêmicas demonstraram prevalências 

maiores do que as obtidas em testes sorológicos clássicos (SOLANO-

GALLEGO et al., 2001).  

A principal desvantagem da biologia molecular é que são requeridos 

laboratórios bem equipados e habilidade técnica (BRASIL, 2006). Apesar do 

custo ainda ser elevado para realização da PCR, observa-se que há uma 

tendência de aumento de demanda e, com isso, é possível que ocorra redução 

de custos e a técnica torne-se mais acessível. 

 Para o diagnóstico da leishmaniose, os resultados também têm sido 

extremamente satisfatórios, utilizando-se a PCR a partir de amostras biológicas 

colhidas de pacientes humanos. Em estudo realizado por Osman et al. (1997), 

com 492 pacientes no Sudão, a PCR apresentou sensibilidade equiparável à 

de exames parasitológicos de aspirados de linfonodos e medula óssea. 

Entretanto, nos casos clinicamente suspeitos onde o parasito não foi detectado 

aos exames parasitológicos, a PCR resultou positiva em 12 de 23 (52,2%) 

aspirados de linfonodo e 8 de 12 (66,7%) aspirados de medula óssea, 
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confirmando o diagnóstico para LV. O uso da PCR também tem facilitado 

intensamente o diagnóstico definitivo da doença de Chagas em pacientes com 

infecção crônica, substituindo o ELISA como teste de escolha, e apresentando 

valores de sensibilidade e especificidades próximos aos da identificação 

microscópica (VALLEJO et al., 1999). 

 A PCR tem a vantagem de prover um diagnóstico mais específico que os 

proporcionados por métodos que detectam os parasitos flagelados em áreas 

onde outros parasitos, como o T. rangeli, possam estar presentes. Além disso, 

é um método diagnóstico importante para a determinação de microrganismos, 

já que proporciona a análise de diversas amostras em um curto período de 

tempo, além de detectar número reduzido de parasitos circulantes em 

pacientes cronicamente infectados com T. cruzi (LÓPEZ-ANTUÑANO et al., 

2000).  Sturm et al. (1989) utilizaram a região 120-pb do cinetoplasto de T. 

cruzi como alvo para amplificação em PCR. Quando o DNA purificado do 

parasito foi amplificado, foi possível detectar no mínimo 0,1% do genoma de 

um único parasito, mesmo na presença de bilhões de DNAs humanos. Além 

disso, a PCR detectou no mínimo 10 parasitos em 100μL de sangue de ratos 

infectados. 

 Em um outro estudo utilizando PCR para a detecção de T. cruzi, Moser 

et al., em 1989, amplificaram uma seqüência repetitiva nuclear de DNA 188-pb 

e foram capazes de detectar um mínimo de 0,05% de DNA em um único 

parasito. Além disso, oito parasitos em 100μL de sangue de rato foram 

facilmente detectados, e a presença de T. cruzi em conteúdos intestinais e 

urina de insetos reduvídeos infectados foi também demonstrada. 

A PCR constitui ainda um método importante para a elucidação 

diagnóstica em casos de co-infecção por diferentes espécies de Leishmania 

spp. e/ou por outros tripanossomatídeos. Em estudo soro-epidemiológico para 

pesquisa de Leishmania spp., realizado por Savani et al. (2005), colheram-se 

amostras de soro de 129 animais. Nos 24 animais sororreagentes, realizou-se 

punção aspirativa de medula-óssea e nova colheita de soro. Um destes cães 

apresentava sinais sugestivos de leishmaniose visceral e duas amostras de 

soros foram reagentes pela técnica de ELISA. A primeira amostra de soro 

deste animal havia sido negativa pela RIFI, no entanto, a segunda amostra foi 

reagente com título 40. Já a primeira amostra submetida à RIFI utilizando 
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T.cruzi como antígeno, foi reagente com título 20 e a segunda amostra foi 

reagente com título 160, o que poderia indicar reação cruzada. No entanto, os 

autores observaram formas amastigotas e tripomastigotas em esfregaços de 

medula óssea do cão, corados pelo Giemsa. Com a realização da PCR e o 

seqüenciamento da amostra de aspirado de medula óssea, foi possível 

identificar o DNA de Leishmania (L.) chagasi e Trypanosoma evansi, indicando 

co-infecção por ambos parasitos. 

Madeira et al. (2006) relataram o primeiro caso de co-infecção com 

Leishmania (V.) braziliensis, isolado a partir de lesões cutâneas, e Leishmania 

(L.) chagasi, isolado de sangue e linfonodo, em um cão naturalmente infectado 

no Rio de Janeiro-RJ. O método diagnóstico utilizado foi a PCR, utilizando 

iniciadores específicos e posterior hibridização molecular para identificação das 

espécies de Leishmania em fragmentos teciduais de baço e de linfonodos, 

enfatizando a importância da identificação de espécies de Leishmania pela 

técnica da PCR.  

 

2.8 A importância das leishmanioses e da doença de Chagas no 

município de Bauru-SP 

Novos casos de LV em caninos e humanos têm sido constantemente 

notificados em Bauru-SP, considerado município com transmissão canina e 

humana (SÃO PAULO, 2006).  

 Em 2003, quando foram diagnosticados os primeiros casos em cães 

(CAMARGO-NEVES, 2005), foram eutanasiados 528 animais no Centro de 

Controle de Zoonoses (CCZ) de Bauru. Destes, 450 (85,2%) eram positivos em 

inquéritos sorológicos, realizados em parceria com o Instituto Adolfo Lutz (IAL). 

Em 2004, o número de eutanásias aumentou para 2.270, com 753 (33,2%) 

positivos aos exames sorológicos. No ano de 2005, 2.438 cães foram 

eutanasiados, sendo 598 (24,5%) sorologicamente positivos.  

No total, em 2006 foram eutanasiados 4.452 cães, sendo que, destes, 

1.151 (25,8%) apresentaram diagnóstico sorológico positivo para LVC. Já em 

2007, devido a problemas com a falta de kits diagnósticos no IAL, houve 

redução dos inquéritos sorológicos, que identificaram 916 (21,2%) positivos dos 

4.325 cães eutanasiados, e 2.491 (57,6%) foram identificados soropositivos em 

diagnóstico realizado em clínicas veterinárias particulares da cidade.  
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Em 2008, de janeiro a março, 768 cães foram eutanasiados, sendo 135 

(17,6%) positivos pelo inquérito e 516 (67,2%) diagnosticados em clínicas 

veterinárias. Somente no mês de fevereiro, 12% dos cães eutanasiados tinham 

diagnóstico laboratorial para LV e 71% foram encaminhados ao CCZ por 

apresentar sintomatologia clínica sugestiva para a doença. Os 17% restantes 

foram destinados à eutanásia por motivos diversos, como atropelamento, 

animal invasor, feral ou outros. 

Quanto à leishmaniose em pacientes humanos em Bauru-SP, em 2003, 

2004, 2005, 2006, 2007 e 2008 foram notificados 17, 29, 31, 71, 38 e 3 casos, 

e um, três, seis, quatro, sete e nenhum óbito, respectivamente (CCZ de Bauru, 

2008, dados não publicados). 

Não há dados disponíveis sobre a prevalência de doença de Chagas 

humana e canina em Bauru-SP. 

 

2.9 A importância das leishmanioses e da doença de Chagas no 

município de Botucatu-SP 

Os municípios do Estado de São Paulo foram classificados 

individualmente, no ano de 2006, pela Secretaria de Estado da Saúde e pela 

Superintendência de Controle de Endemias (SUCEN), de acordo com o perfil 

epidemiológico local da leishmaniose visceral. O município de Botucatu foi 

classificado como silencioso, não receptivo e vulnerável, ou seja, o município 

não apresenta confirmação de casos autóctones humanos ou caninos e não há 

presença conhecida do vetor (SÃO PAULO, 2006). 

Em estudo de vigilância epidemiológica, realizado por Langoni et al. 

(2001), 781 amostras de soros caninos foram colhidas durante campanha de 

vacinação anti-rábica, para realização da técnica de RIFI para a pesquisa de 

anticorpos da classe IgG anti-Leishmania spp. Todos os soros resultaram 

negativos, contudo os autores reforçaram a importância de esforços contínuos 

na vigilância epidemiológica contra a leishmaniose, visando o diagnóstico 

precoce de casos autóctones, prevenindo-se conseqüentemente a 

disseminação do agente para o homem, cães e flebotomíneos. 

Com relação à doença de Chagas, existem casos autóctones humanos, 

no entanto as taxas de infecção natural nos cães não são conhecidas. Lucheis 

et al. (2005) estudaram cinqüenta cães, 26 machos e 24 fêmeas, com idades 
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variáveis de dois meses a 15 anos, pertencentes a 30 indivíduos com doença 

de Chagas crônica, provenientes de 15 diferentes municípios da região oeste 

do Estado de São Paulo. Dos cães foi realizado o xenodiagnóstico artificial, 

hemocultura e PCR para T.cruzi/T.rangeli. Um total de 43 cães (86%) foi 

reagente a pelo menos um dos testes realizados, sendo 34 (68%) reagentes ao 

xenodiagnóstico, 30 (60%) a hemocultura e 25 (50%) a PCR para T.cruzi 

/T.rangeli. Ainda que não tenham sido encontrados triatomíneos no intra e no 

peridomicílio durante as inspeções das residências, os resultados obtidos 

demonstraram a possibilidade de uma cadeia de transmissão de tripanossomas 

para os cães estudados, determinando, portanto, que os animais podem se 

infectar e exercer o papel de reservatórios de tripanossomatídeos.  
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5555����3333��������BJETIVOS 

Gerais 

• Contribuir com o diagnóstico elucidativo da leishmaniose e da 

tripanossomíase americana (doença de Chagas) em cães procedentes 

de área endêmica e não endêmica para leishmaniose visceral. 

 

Específicos 

• Avaliar a ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e 

Trypanosoma cruzi em amostras de soros caninos, pela Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI); 

•  Utilizar o exame parasitológico direto e a Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR), como métodos complementares para a elucidação 

diagnóstica.  
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7777����3333�6�6�6�6ATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Autorização para realização do estudo 

O presente delineamento experimental foi devidamente apresentado à 

Câmara de Ética em Experimentação Animal da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, 

tendo sido aprovado no dia 19 de maio de 2006, protocolo n° 58/2006-CEEA 

(Anexo 1). 

As colheitas de amostras biológicas dos cães foram oficialmente 

autorizadas pelos médicos veterinários responsáveis pelo CCZ de Bauru e pelo 

Canil Municipal de Botucatu.  

 

4.2 Locais de execução dos procedimentos laboratoriais 

As técnicas sorológicas e parasitológicas foram realizadas no 

Laboratório de Diagnóstico de Zoonoses do Núcleo de Pesquisas em Zoonoses 

– NUPEZO, Departamento de Higiene Veterinária e Saúde Pública (DHVSP), 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da UNESP/Botucatu-

SP.  

As PCRs para pesquisa do DNA de Leishmania spp. e de T. cruzi foram 

realizadas no Laboratório de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnóstico de 

Zoonoses, do DHVSP, FMVZ-UNESP/Botucatu-SP. 

 

4.3 Animais  

Foram utilizados no estudo 100 cães eutanasiados no Canil Municipal de 

Botucatu-SP, sendo 53 machos e 47 fêmeas, sem raça definida, de idades 

variadas. Estes animais foram encaminhados ao Canil Municipal para 

eutanásia por diferentes motivos, tais como: indesejados, doentes, agressivos, 

invasores, em sofrimento, maus-tratos, entre outros. 

Foram utilizados também 100 cães eutanasiados no CCZ de Bauru, 

sendo 50 machos e 50 fêmeas, sem raça definida, de idades variadas. Estes 

animais foram encaminhados ao CCZ para eutanásia por diferentes motivos, 

tais como: sorologia positiva para leishmaniose em inquéritos realizados pelo 

IAL de Bauru; sinais clínicos sugestivos para leishmaniose visceral; 

indesejados; encontrados em vias públicas; em sofrimento, entre outros. 



Material e  métodos                                                                                                                     53 
____________________________________________________________________________                           

M. Z. Troncarelli – 2008  

As colheitas foram realizadas em dias aleatórios, nos períodos 

compreendidos entre abril de 2006 a fevereiro de 2007 – CCZ de Bauru, e 

entre os meses de janeiro a abril de 2007 – Canil Municipal de Botucatu. 

 

4.4 Colheita de amostras de sangue 

  Os cães foram removidos dos canis individualmente e adequadamente 

contidos pelos funcionários do serviço de recolhimento animal. As amostras de 

sangue foram obtidas por punção veno-jugular, em cães de menor porte, ou 

por punção veno-cefálica, em cães de maior tamanho ou agressivos. Foram 

utilizadas seringas e agulhas (ou scalpes) descartáveis, para colheita de cinco 

a dez mililitros de sangue por animal.  

Ao final de cada colheita, os animais foram eutanasiados pelo médico 

veterinário oficial, com a administração de tiopental sódico e cloreto de 

potássio, por via intravenosa. 

As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos de vidro, 

identificados individualmente e vedados com tampa de borracha. Os tubos 

foram acondicionados em ráquis e mantidos em caixa de isopor, contendo gelo 

reciclável, até a chegada ao laboratório. Para a obtenção das amostras de 

soro, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. As 

amostras de soro foram acondicionadas em microtubos de 1,5  mL, 

identificados individualmente, e congeladas a -20oC para posterior realização 

da técnica de RIFI. 

 

4.5 Colheita de amostras de fígado e baço 

 A obtenção de amostras de fígado e baço ocorreu imediatamente após a 

eutanásia do animal, utilizando-se materiais de necropsia para a abertura da 

cavidade abdominal e materiais cirúrgicos para a remoção dos fragmentos dos 

referidos órgãos. Foram colhidos, de cada órgão, fragmentos de 

aproximadamente 100g, acondicionados individualmente em papéis alumínios 

identificados e mantidos em caixa de isopor, contendo gelo reciclável, para 

transporte ao laboratório. 
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Em capela de fluxo laminar previamente desinfetada com hipoclorito de 

sódio a 10% e esterilizada com luz UV por 15 minutos, procedeu-se a retirada 

de fragmentos menores (aproximadamente 1g) de cada órgão colhido, 

utilizando pinças e tesouras estéreis, individuais por órgão, para evitar a 

possibilidade de ocorrência de contaminações cruzadas entre amostras.  

Os fragmentos foram acondicionados individualmente em microtubos 

estéreis de 1,5 mL, livres de DNAses e RNAses, devidamente identificados, 

contendo 1 mL de solução salina tamponada (PBS) 0,01M, pH 7,2 estéril 

(NICOLAS et al., 2002), e mantidos a -20oC até o momento da extração do 

DNA para a realização da PCR. 

 

4.6 Exames parasitológicos diretos 

 Fragmentos de fígado e baço de cada animal (contendo cápsula e 

parênquima) foram utilizados para realização de imprints em lâminas para 

microscopia com extremidades foscas, identificadas. Para remover o excesso 

de sangue dos fragmentos, estes foram levemente pressionados contra um 

papel filtro e, a seguir, realizaram-se as impressões em lâminas. Foram 

realizadas triplicatas, tanto para o fragmento de fígado, quanto para o 

fragmento de baço de cada cão. A seguir, as lâminas foram fixadas em metanol 

por cinco minutos e submetidas à coloração de Giemsa por 30 minutos. Após 

secagem das lâminas à temperatura ambiente, procedeu-se a pesquisa de 

formas amastigotas, em microscópio óptico, utilizando-se óleo de imersão e 

aumento de 1000X. 

 O critério para considerar um resultado positivo foi a identificação das 

três estruturas básicas da forma amastigota do parasito (núcleo, citoplasma e 

cinetoplasto), sendo que estas deveriam estar íntegras, independentemente da 

carga parasitária presente no tecido avaliado. Todas as lâminas processadas 

foram armazenadas em laminário. 
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4.7 Exames sorológicos 

4.7.1 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para detecção de 

anticorpos anti-Leishmania spp. 

4.7.1.1 Antígeno 

O antígeno utilizado foi preparado no NUPEZO, a partir de formas 

promastigotas de Leishmania major, mantidas em 10 mL de meio Liver Infusion 

Tryptose (LIT) e 5 mL de meio Novy-MacNeal- Nicolle (NNN), a 25°C, em tubos 

rosqueados estéreis. Para manutenção da viabilidade das formas 

promastigotas, foram realizados repiques semanais. 

Em capela de fluxo laminar, retirou-se uma gota de cada um dos três 

tubos de manutenção mais recentes, referentes ao repique da semana anterior, 

colocando-se entre lâmina e lamínula para observação ao microscópio óptico, 

em aumento 40X, para avaliação da viabilidade das promastigotas. Do tubo 

que apresentava parasitos com melhor motilidade e em maior concentração, 

repicou-se 0,5 mL para três novos tubos de meio, procedendo-se, assim uma 

nova passagem. Os tubos foram mantidos por uma semana em estufa a 25oC, 

para a multiplicação das promastigotas. As mesmas foram novamente 

avaliadas e, posteriormente, centrifugaram-se 10mL do meio de LIT a 3000 rpm 

por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e adicionaram-se de dois a três 

mililitros de solução salina tamponada 0,01M pH 7,2,  centrifugando-se 

novamente a 3000 rpm por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O 

processo foi repetido por mais três vezes. Os parasitos foram quantificados 

com o auxílio de microscopia óptica. A concentração de antígeno ideal era 

obtida quando se observava de 20 a 30 parasitos por campo microscópico, em 

volume de 50 μL entre lâmina e lamínula de 24 x 60mm.  

 

4.7.1.2 Preparação das lâminas de imunofluorescência com o 

antígeno  

As lâminas de imunofluorescência foram preparadas pipetando-se 10 �L 

da suspensão de promastigotas em cada um dos orifícios, retirando-se em 

seguida por aspiração, restando somente uma fina película sobre cada orifício. 

As lâminas permaneceram sob secagem à temperatura ambiente, 

armazenadas em laminário e mantidas a -20oC, até o momento do uso, por 

período máximo de duas semanas.  
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4.7.1.3 Técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

para detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. 

A técnica de RIFI foi realizada de acordo com Camargo (1966). Foram 

utilizadas microplacas para a diluição dos soros, pipetando-se 190 �L de PBS 

0,01M, pH 7,2, e 10 �L do soro a ser testado no primeiro orifício, 

homogeneizando-se, perfazendo a diluição 1:20. Foram distribuídos 100 �L de 

PBS 0,01 M, pH 7,2 em outras cinco cavidades a partir da primeira diluição. 

Transferiu-se 100 �L da primeira diluição ao orifício seguinte, homogeneizando-

se, repetindo até a quinta cavidade, desprezando-se os últimos. Com isso, as 

amostras foram diluídas a 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. Da mesma forma, 

foram diluídas amostras de soros controles positivo e negativo.  

Em lâminas impregnadas com o antígeno de L. major, foram distribuídos 

10 �L de cada diluição nos orifícios, incubando-se a 37oC por 30 minutos em 

câmara úmida. A seguir, foram lavadas em coplin com PBS pH 7,2, por 10 

minutos, por duas vezes consecutivas e, a seguir, secas em estufa.  

O conjugado espécie-específico foi diluído, segundo seu título pré-

estabelecido, em solução de Azul de Evans a 20 mg%, a qual foi previamente 

diluída em PBS 0,01M, pH 7,2 na proporção de 1:5. Foram distribuídos 10 �L 

de conjugado para cada diluição, incubando-se novamente a 37oC por 30 

minutos em câmara úmida. Procedeu-se nova lavagem em coplin com PBS 

0,01M, pH 7,2, por 10 minutos, duas vezes consecutivas, secando-se em 

estufa biológica a 37 oC. As lâminas foram montadas com glicerina tamponada 

pH 8,5, cobrindo-se com lamínula 24x60mm,  e foram avaliadas em 

microscópio de imunofluorescência, no aumento 40 vezes. Após a leitura dos 

controles, foi procedido o exame das amostras em teste. Foram consideradas 

positivas as amostras de soros com títulos iguais ou superiores a 40. Nos 

casos em que ocorresse fluorescência no título de 640, a amostra era então 

submetida à nova imunofluorescência, com diluições superiores, considerando-

se como título final a maior diluição do soro em que ainda ocorresse 

fluorescência completa na borda de pelo menos 50% das promastigotas. 
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4.7.2 Técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para 

detecção de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi 

A técnica de RIFI para a detecção de anticorpos anti-T. cruzi foi 

realizada de acordo com Camargo (1966), de maneira semelhante à descrita 

para Leishmania spp. Realizou-se diluição inicial da amostra em 1:20 com 

solução salina tamponada 0,01 M pH 7,2 e diluições seriadas de 1:40, 1:80, 

1:160 e 1:320. Os soros foram testados para pesquisa de anticorpos IgG anti-

T.cruzi, utilizando lâminas de imunofluorescência impregnadas com antígenos 

de T.cruzi (cepa “Y”), confeccionadas no NUPEZO. Foram consideradas 

positivas as amostras com títulos iguais ou superiores a 20. Nos casos em que 

ocorresse fluorescência no título de 320, a amostra era então submetida à nova 

imunofluorescência, com diluições superiores, considerando-se como título final 

a maior diluição do soro em que ainda ocorresse fluorescência completa na 

borda de pelo menos 50% das epimastigotas. 

 

4.8 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 4.8.1 Preparo das amostras para extração do DNA 

  Os fragmentos de fígado e baço, que estavam armazenados a -20°C 

em microtubos contendo PBS pH 7,2 foram descongelados à temperatura 

ambiente. Em capela de fluxo laminar, previamente desinfetada com hipoclorito 

de sódio a 10% e esterilizada com luz UV durante 15 minutos, os fragmentos 

de órgãos foram macerados individualmente em cadinhos de porcelana (grals) 

estéreis. A seguir, adicionaram-se 4 mL de PBS estéril, 0,01M, pH 7,2, e 

homogeneizou-se cuidadosamente. O sobrenadante obtido de cada gral foi 

transferido para microtubo estéril, livre de DNAses e RNAses, devidamente 

identificado, e mantido a -20°C, até que se realizasse o procedimento de 

extração do DNA. 

 

 4.8.2 Extração do DNA 

 As amostras de fígado e baço que estavam congeladas em microtubos 

livres de RNAses e DNAses com PBS pH 7,2 foram descongeladas à 

temperatura ambiente. A extração de DNA das amostras foi realizada 

utilizando-se o kit comercial GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation 
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Kit®®®® (Amersham Biosciences), de acordo com as recomendações do 

fabricante, apresentadas no Anexo 2. 

  

 4.8.3 Reação em Cadeia pela Polimerase para pesquisa do DNA de 

Leishmania spp. 

 Para a elaboração do MIX-PCR, foram utilizados 5 �L de tampão de PCR 

(50 mmol KCl, 10 mmol de Tris-HCl), 8 �L de dNTPs, 1,5 �L de cloreto de 

magnésio, 0,3 �L  de Taq-polimerase, 5 �L de cada iniciador (com concentração 

de 10 pmol cada), 15,2 �L de água ultra pura e 10 �L da amostra a ser testada 

(produto de extração de DNA), em cada tubo de reação de 0,2 mL. Desta forma, 

cada tubo continha 50 �L de volume total. 

 As condições de amplificação em termociclador (GeneAmp PCR System 

9600) foram seguidas conforme descritas por Ikonomopoulos et al. (2003), sendo 

a desnaturação inicial em um ciclo de 95ºC por 3 minutos, seguido de 32 ciclos a 

95ºC durante 30 minutos, 58ºC durante 30 minutos e 72ºC durante um minuto, e 

uma extensão final de 72ºC durante sete minutos. Para amplificação dos 

fragmentos de minicírculos de kDNA, foram utilizados os iniciadores LINR4 e 

LIN19, descritos por Ikonomopoulos et al. (2003), apresentados no Quadro 1. 

 

 QUADRO 1 – Seqüência de oligonucleotídeos para o gênero Leishmania spp. e 

os respectivos tamanhos dos fragmentos esperados. 

Iniciador Seqüência 
Tamanho do 

fragmento esperado 
em pares de bases 

LIN19* 5´ CAGAACGCCCCTACCCG 3´ 
LINR4* 5´ GGGTTGGTGTAAAATAGGG 3´ 720** 

*IKONOMOPOULOS et al., 2003 

**Correspondem à amplificação de segmento contendo região específica de minicírculo 

do kDNA de Leishmania spp. (ARANSAY et al., 2000).  

 

 4.8.4 Eletroforese 

 A identificação dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de 

eletroforese. Para tanto, alíquotas de 10 �L das amostras amplificadas foram 

homogeneizadas com 2 �L de solução de azul de bromofenol, as quais foram 

submetidas à eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% em tampão Tris-
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borato-EDTA (TBE) 0,5X, corado com 2 �L de brometo de etídeo.  A corrida foi 

realizada a 100V durante 60 minutos. Os produtos amplificados foram 

visualizados em transiluminador ultravioleta, com filtro de 300 nm. Os géis foram 

fotografados utilizando sistema de fotodocumentação com câmera Kodak Digital 

Science DC40®.  

 Foram utilizados como controles positivos produtos da cepa amplificada de 

L. major, e como negativos água miliQ (controle negativo da extração) e o MIX-

PCR (controle negativo da PCR).  Para o padrão de peso molecular foi utilizado o 

DNA Ladder® (Invitrogen). 

   

 4.8.5 Limiar de detecção do DNA de Leishmania spp. pela técnica de 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 O ensaio do limiar de detecção do parasito pela PCR foi realizado de 

acordo com metodologia descrita no Anexo 3. Para tanto, foi utilizada amostra 

de Leishmania spp. mantida em meio de cultura LIT e NNN, utilizada na rotina 

diagnóstica, gentilmente cedida pelo NUPEZO. 

 

 4.8.6 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa do DNA 

de Trypanosoma cruzi 

 Para a elaboração do MIX-PCR, foi utilizado o mesmo protocolo descrito 

no item 4.8.3.  

 As condições de amplificação em termociclador (GeneAmp PCR System 

9600) foram realizadas de acordo com Ávila et al. (1993), sendo um ciclo para 

desnaturação inicial a 96°C por 2 minutos; desnaturação, anexação dos 

iniciadores e alongamento em 30 ciclos por um minuto cada a 94°C, 60°C e 72°C, 

respectivamente; e um ciclo a 72°C durante dez minutos. Para amplificação dos 

fragmentos de minicírculos de kDNA, foram utilizados os iniciadores P35 e P36, 

(STURM et al., 1989), apresentados no Quadro 2. 
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QUADRO 2 – Seqüência de oligonucleotídeos para Trypanosoma cruzi e os 

respectivos tamanhos dos fragmentos esperados. 

Iniciador Seqüência 

Tamanho do 
fragmento 

esperado em 
pares de bases 

P35* 5’ AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA 3’ 
P36* 5’ GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 3’ 

330** 

*STURM et al., 1989 

**Correspondem à amplificação do fragmento contendo uma região específica do 

minicírculo de kDNA do T.cruzi (VALLEJO et al.,  1999). 

 
 

O procedimento de identificação dos produtos amplificados pela 

eletroforese em gel de agarose a 2% seguiu a mesma metodologia descrita para 

Leishmania spp.  

Foram utilizados como controles positivos produtos da cepa “Y” de T.cruzi 

amplificada, e como negativos água miliQ (controle negativo da extração) e o 

MIX-PCR (controle negativo da PCR).  Para o padrão de peso molecular foi 

utilizado o DNA Ladder® (Invitrogen). 

 

4.8.7 Limiar de detecção do DNA de Trypanosoma. cruzi pela técnica 

de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 Para determinar o limiar de detecção de T. cruzi pela PCR, realizou-se 

metodologia semelhante à empregada para a detecção do limiar de Leishmania 

spp. (Anexo 4). Para tanto, foram utilizadas epimastigotas da cepa “Y” de T. 

cruzi, mantidas em meio de cultura LIT, provenientes do NUPEZO, da FMVZ-

UNESP/Botucatu-SP. 
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8888����3333����0000ESULTADOS  

 Os resultados obtidos pela RIFI, exames parasitológicos diretos e PCRs 

para o diagnóstico da leishmaniose e da tripanossomíase americana nos cães 

avaliados encontram-se no Anexo 5.  

 Para avaliação da acuidade diagnóstica das técnicas, o exame 

parasitológico direto foi considerado como padrão-ouro. Considerou-se 

resultado positivo quando eram observadas formas amastigotas em ao menos 

um dos órgãos avaliados (fígado e/ou baço). 

 

 5.1 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para detecção de 

anticorpos anti-Leishmania spp. 

Todas as amostras de soros dos 100 cães do Canil Municipal de 

Botucatu foram negativas (não reagentes) pela técnica de RIFI para 

Leishmania spp.  

Em relação às amostras de soros dos 100 cães do CCZ de Bauru, 

verificou-se que 65 apresentavam anticorpos anti-Leishmania spp., com títulos 

entre  40 e 2560.  

Os resultados obtidos pela RIFI nas 200 amostras de soros testadas, 

considerando o exame parasitológico direto como padrão-ouro podem ser 

observados na Tabela 1.  

 

TABELA 1 – Resultados da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para 

a detecção de anticorpos anti-Leishmania spp., em amostras de soros de 100 

cães de Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP, segundo o resultado do 

exame parasitológico direto. Botucatu-SP, 2008. 

  RIFI 

  Positivo Negativo 
Total 

 Positivo 55 11 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 10 124 134 

 Total 65 135 200 
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 Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente Kappa da RIFI para Leishmania spp., 

considerando o exame parasitológico como padrão-ouro, podem ser 

observados na Tabela 2. 

 

TABELA 2 – Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivo e negativo, acurácia e coeficiente Kappa pela técnica de Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) para a detecção de anticorpos anti-

Leishmania spp. em amostras de soros de 100 cães de Bauru-SP e de 100 

cães de Botucatu-SP, considerando o exame parasitológico direto como 

padrão-ouro. Botucatu-SP, 2008. 

Exame 
(nr/np/nt)(1) 

Sens (2) 
(%) 

Esp (3) 
(%) 

Vpp (4) 
(%) 

Vpn (5) 
(%) 

Ac (6) 
(%) 

Kappa (7) p (8) 

RIFI 
 

(66/65/200) 
83,3% 92,5% 84,6% 91,1% 89,0% 0,751 <0,001* 

(1) nr: número de resultados positivos pelo exame parasitológico direto de fígado 
e/ou de baço; np: número de resultados positivos para Leishmania spp. pela 
RIFI; nt: total de exames; 

(2) Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos); 
(3) Estimativa de especificidade (% de verdadeiros negativos); 
(4) Estimativa do valor preditivo positivo (Percentual de diagnósticos positivos pelo 

exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o diagnóstico foi 
positivo pela RIFI para Leishmania spp.); 

(5) Estimativa do valor preditivo negativo (Percentual de resultados negativos pelo 
exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o resultado foi 
positivo pela RIFI para Leishmania spp.); 

(6) Estimativa da acurácia (Percentual de resultados corretos pela RIFI); 
(7) Estimativa do coeficiente de concordância Kappa; 
(8) Nível descritivo associado à estimativa do coeficiente Kappa.  

 

 *Não existe diferença estatisticamente significativa entre os resultados dos 

testes diagnósticos, segundo o teste de McNemar (p<0,001), com coeficiente κ=0,751, 

indicando substancial concordância entre os resultados das provas (MACKINNON, 

2000). 
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 5.2 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para detecção de 

anticorpos anti-Trypanosoma cruzi 

Das 100 amostras testadas de soros de cães de Botucatu-SP, apenas 

quatro foram positivas (reagentes) pela técnica de RIFI para T. cruzi, sendo 

uma amostra com título 40 e outras três com título 20.  

Com relação às 100 amostras de soros colhidas de cães de Bauru-SP, 

40 apresentavam anticorpos anti-T.cruzi, com títulos entre 20 e 1280.   

 

5.3 Reações cruzadas entre Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi 

pela técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

A RIFI detectou anticorpos contra ambos parasitos em trinta e três soros 

dos 100 cães de Bauru. Não houve detecção de anticorpos simultâneos contra 

Leishmania spp. e T.cruzi nas 100 amostras avaliadas dos cães de Botucatu.   

Na Tabela 3 são apresentadas as distribuições de resultados positivos e 

negativos pela RIFI para Leishmania spp. e T. cruzi, considerando as 200 

amostras de soros caninos avaliadas.  

 

TABELA 3 – Distribuição dos resultados obtidos pela Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) para a detecção de anticorpos anti-

Leishmania spp. e/ou anti-Trypanosoma cruzi em amostras de soros de 100 

cães de Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP.  Botucatu-SP, 2008. 

Diagnóstico 
Freqüência 

absoluta 
Percentual 

relativo 
(-) Leishmania spp.  e (-) T. cruzi 120 60,0% 
(+) Leishmania spp. e (-) T. cruzi 32 16,0% 
(-) Leishmania spp. e (+) T. cruzi 15 7,5% 
(+) Leishmania spp.  e (+) T. cruzi 33 16,5% 
Total 200 100,0% 
(+) positivo para presença de anticorpos contra o parasito 

(-) negativo para presença de anticorpos contra o parasito 

 

 A distribuição comparativa dos títulos anti-Leishmania spp. e anti-T.cruzi 

detectados pela RIFI nas 200 amostras de soros caninos examinadas pode ser 

observada na Tabela 4. 
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TABELA 4 – Distribuição comparativa entre os títulos de anticorpos anti-

Leishmania e/ou anti-Trypanosoma cruzi detectados pela Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) em amostras de soros de 100 cães de 

Bauru-SP e 100 cães de Botucatu-SP. Botucatu-SP, 2008.   

Títulos Freqüência 
absoluta 

Percentual 
relativo* 

Percentual 
relativo** 

Leishmania spp. > T.cruzi 22 66,7% 11% 
Leishmania spp. < T.cruzi 4 12,1% 0,2% 
Leishmania spp. = T.cruzi 7 21,2% 0,3% 
Total 33 100,0% 16,5% 

>-maior; <-menor; =-igual 
*Percentual relativo ao total de reações cruzadas. 
**Percentual relativo ao total de 200 amostras de soros testadas (de 100 cães de Bauru-SP e 
de 100 cães de Botucatu-SP). 

 

A relação entre títulos anti-Leishmania spp. e anti-T.cruzi pode ser 

observada na Tabela 5.  

 

TABELA 5 – Resumo descritivo e comparação entre os títulos de anticorpos 

anti-Leishmania spp. e anti-Trypanosoma cruzi detectados pela técnica de 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) em amostras de soros de 100 

cães de Bauru-SP e 100 cães de Botucatu-SP. Botucatu-SP, 2008.   

 RIFI para 
Leishmania spp. 

(n=33) 

RIFI para T. cruzi 
(n=33) p(*) 

Título  320 (120; 640) 80 (40; 240) <0,001 
(*) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (MACKINNON, 2000). 
 

 

A probabilidade da RIFI para Leishmania spp. e para T.cruzi produzirem 

títulos com valores semelhantes, por mero acaso, é menor que 0,001 (0,1%), o 

que significa que os títulos de anticorpos detectados pela RIFI para Leishmania 

spp. foram significativamente superiores aos títulos obtidos para T. cruzi. 

O Gráfico 1 representa a dispersão entre os títulos anti-Leishmania spp. 

e anti-T. cruzi detectados pela RIFI nas amostras de soros caninos avaliadas. 
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GRÁFICO 1 – Dispersão entre os títulos de anticorpos contra Leishmania spp. 

e Trypanosoma cruzi detectados pela Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) em amostras de soros de 100 cães de Bauru-SP e de 100 cães de 

Botucatu-SP. Botucatu-SP, 2008. 

 
 

Títulos anti-Leishmania spp. 

 

Observa-se graficamente que não há indícios de correlação linear ou 

qualquer outra entre os títulos obtidos pela RIFI para Leishmania spp. e para T. 

cruzi, ou seja, o aumento dos títulos para Leishmania spp. não provocou 

aumento nem diminuição dos títulos obtidos para T. cruzi. A aparente 

correlação não significativa é confirmada pela estimativa do coeficiente de 

correlação linear de Spearman em 0,170 com p-valor associado de 0,344 

(MACKINNON, 2000). 

  

5.4 Exames parasitológicos diretos de fragmentos de fígado e baço 

Não foram encontradas formas amastigotas nas 100 amostras de fígado 

e 100 amostras de baço colhidas de cães eutanasiados no canil municipal de 

Botucatu-SP, ou seja, os exames parasitológicos diretos resultaram negativos 

para todas as amostras analisadas.  

Cinqüenta e nove amostras de fígado e 51 amostras de baço de cães 

eutanasiados no CCZ de Bauru-SP foram positivas ao exame parasitológico 

direto. Quarenta e quatro cães apresentaram formas amastigotas em ambos 
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órgãos. No total, 66 amostras de fígado e/ou baço foram positivas ao exame 

parasitológico direto. 

 Trinta amostras de fígado e/ou de baço dos 33 cães que apresentaram 

anticorpos contra Leishmania spp. e T. cruzi pela RIFI resultaram positivas ao 

exame parasitológico direto do fígado e/ou do baço. 

Os resultados do exame parasitológico direto do fígado, utilizando o 

exame parasitológico como padrão-ouro, podem ser observados na Tabela 6. 

 

TABELA 6 – Resultados do exame parasitológico direto de fígado de 100 cães 

de Bauru-SP e 100 cães de Botucatu-SP, segundo os resultados do exame 

parasitológico direto. Botucatu, 2008. 

  
Exame parasitológico 

direto de fígado 

  Positivo Negativo 

Total 

 Positivo 59 7 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 0 134 134 

 Total 59 141 200 

 

Os resultados do exame parasitológico direto de baço, utilizando o 

exame parasitológico direto como padrão-ouro, podem ser observados na 

Tabela 7. 

 

TABELA 7 – Resultados do exame parasitológico direto de baço de 100 cães 

de Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP, segundo os resultados do exame 

parasitológico direto. Botucatu-SP, 2008. 

  
Exame parasitológico 

direto de baço 

  Positivo Negativo 

Total 

 Positivo 51 15 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 0 134 134 

 Total 51 149 200 
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 Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente Kappa dos exames parasitológicos diretos de 

fígado e de baço, considerando o exame parasitológico direto como padrão-

ouro, podem ser observados na Tabela 8. 

 

TABELA 8 – Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivo e negativo, acurácia e coeficiente Kappa dos exames parasitológicos 

diretos de amostras de fígado e de baço de 100 cães de Bauru-SP e de 100 

cães de Botucatu-SP, considerando o exame parasitológico direto como 

padrão-ouro. Botucatu-SP, 2008. 

Exame 
(nr/np/nt)(1) 

Sens (2) 
(%) 

Esp (3) 
(%) 

Vpp (4) 
(%) 

Vpn (5) 
(%) 

Ac (6) 
(%) 

Kappa (7) p (8) 

Exame 
parasitológico 

direto de 
fígado 

 (66/59/200) 

89,3% 100% 100% 95,0% 96,5% 0,919 <0,001* 

Exame 
parasitológico 

direto de 
baço 

(66/51/200) 

77,2% 100% 100% 89,9% 92,5% 0,882 <0,001 

(1) nr: número de resultados positivos pelo exame parasitológico direto de fígado 
e/ou de baço; np: número de resultados positivos pelo exame em avaliação; nt: 
total de exames; 

(2) Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos); 
(3) Estimativa de especificidade (% de verdadeiros negativos); 
(4) Estimativa do valor preditivo positivo (Percentual de resultados positivos pelo 

exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o resultado foi 
positivo pelo exame avaliado); 

(5) Estimativa do valor preditivo negativo (Percentual de resultados negativos pelo 
exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o resultado foi 
positivo pelo exame avaliado); 

(6) Estimativa da acurácia (Percentual de resultados corretos pelo exame 
avaliado); 

(7) Estimativa do coeficiente de concordância Kappa; 
(8) Nível descritivo associado à estimativa do coeficiente Kappa.  

 

 *Não existe diferença estatisticamente significativa entre os resultados dos 

testes diagnósticos, segundo o teste de McNemar (p<0,001), com coeficiente κ=0,919 

(parasitológico do fígado) e κ=0,882 (parasitológico do baço), indicando substancial 

concordância entre os resultados das provas (MACKINNON, 2000). 
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A Figura 1 ilustra um exame parasitológico direto positivo, em amostra 

de fígado de cão de Bauru-SP, apresentando formas amastigotas acumuladas 

no interior do citoplasma de macrófago (ninho de amastigotas), e isoladas no 

espaço intercelular.  

 

 

FIGURA 1 – Imprint de fígado de cão demonstrando presença de formas 

amastigotas. Coloração Giemsa, aumento 1000X. Botucatu-SP, 2008. 

Legenda: A seta “A” indica acúmulo de formas amastigotas no interior do citoplasma de 

macrófago. A seta “B” indica forma amastigota isolada, apresentando as três estruturas 

principais avaliadas para diagnóstico (citoplasma, núcleo e cinetoplasto). 

 

TRONCARELLI, 2008 

A 

B 
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 5.5 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa de DNA 

de Leishmania spp. 

Todas as 100 amostras de fígado e 100 amostras de baço colhidas de 

cães eutanasiados no canil municipal de Botucatu foram negativas à presença 

de DNA de Leishmania spp.  

Setenta e seis amostras de fígado e 72 amostras de baço de cães 

eutanasiados no CCZ de Bauru foram positivas pela técnica de PCR para 

Leishmania spp. Sessenta e sete cães apresentaram PCR positiva para 

Leishmania spp., tanto no fígado quanto no baço. No total, 81 amostras de 

fígado e/ou baço foram positivas pela PCR. 

 Dos 33 cães cujos soros apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. 

e anti-T.cruzi, 30 animais apresentaram resultado positivo pela PCR para 

Leishmania spp. em amostras de fígado e/ou de baço. Somente um animal 

apresentou anticorpos contra ambos parasitos e resultados negativos aos 

exames parasitológicos e PCR para Leishmania spp. 

Os resultados da PCR de fígado para detecção do DNA de Leishmania 

spp., utilizando o exame parasitológico direto como padrão-ouro, podem ser 

observados na Tabela 9. 

 

TABELA 9 – Resultados da Reação em Cadeia pela Polimerase para detecção 

do DNA de Leishmania spp. a partir de amostras de fígado de 100 cães de 

Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP, segundo os resultados do exame 

parasitológico direto. Botucatu-SP, 2008. 

  PCR 

  Positivo Negativo 
Total 

 Positivo 57 9 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 19 115 134 

 Total 76 124 200 

 

Os resultados da PCR de baço para detecção do DNA de Leishmania 

spp., utilizando o exame parasitológico direto como padrão-ouro, podem ser 

observados na Tabela 10. 
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TABELA 10 – Resultados da Reação em Cadeia pela Polimerase para 

detecção do DNA de Leishmania spp. a partir de amostras de baço de 100 

cães de Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP, segundo os resultados do 

exame parasitológico direto. Botucatu-SP, 2008. 

  PCR 

  Positivo Negativo 
Total 

 Positivo 59 7 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 13 121 134 

 Total 72 128 200 

 

Os resultados da PCR de fígado e/ou baço para Leishmania spp., 

utilizando o exame parasitológico direto como padrão-ouro, podem ser 

observados na Tabela 11. 

 

TABELA 11 – Resultados da Reação em Cadeia pela Polimerase para 

detecção do DNA de Leishmania spp. a partir de amostras de fígado e de baço 

de 100 cães de Bauru-SP e de 100 cães de Botucatu-SP, segundo os 

resultados do exame parasitológico direto. Botucatu-SP, 2008. 

  PCR 

  Positivo Negativo 
Total 

 Positivo 62 4 66 

Exame parasitológico 

direto (fígado e/ou baço) 
Negativo 19 115 134 

 Total 81 119 200 

 

 Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e 

negativo, acurácia e coeficiente Kappa da PCR de fígado e baço, considerando 

o exame parasitológico direto como padrão-ouro, podem ser observados na 

Tabela 12. 
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TABELA 12 – Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivo e negativo, acurácia e coeficiente Kappa da Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) para detecção do DNA de Leishmania spp. a partir de 

amostras de fígado e de baço de 100 cães de Bauru-SP e de 100 cães de 

Botucatu-SP, considerando o exame parasitológico direto como padrão-ouro. 

Botucatu-SP, 2008. 

Exame 
(nr/np/nt)(1) 

Sens (2) 
(%) 

Esp (3) 
(%) 

Vpp (4) 
(%) 

Vpn (5) 
(%) 

Ac (6) 
(%) 

Kappa (7) p (8) 

PCR de 
fígado 

(66/76/200) 
86,3% 85,8% 75,0% 91,9% 85,5% 0,685 <0,001* 

PCR de 
baço 

(66/72/200) 
89,3% 90,2% 81,9% 93,8% 89,5% 0,769 <0,001* 

PCR  
(fígado 

e/ou baço) 
(66/81/200) 

93,9% 85,8% 76,5% 95,8% 88,0% 0,744 <0,001* 

(1) nr: número de resultados positivos pelo exame parasitológico direto de fígado 
e/ou de baço; np: número de resultados positivos para Leishmania spp. pela 
PCR; nt: total de exames; 

(2) Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos); 
(3) Estimativa de especificidade (% de verdadeiros negativos); 
(4) Estimativa do valor preditivo positivo (Percentual de resultados positivos pelo 

exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o resultado foi 
positivo pela PCR para Leishmania spp.); 

(5) Estimativa do valor preditivo negativo (Percentual de resultados negativos pelo 
exame parasitológico direto de fígado e/ou de baço, dado que o resultado foi 
positivo pela PCR para Leishmania spp.); 

(6) Estimativa da acurácia (Percentual de resultados corretos pela PCR para 
Leishmania spp.); 

(7) Estimativa do coeficiente de concordância Kappa; 
 (8) Nível descritivo associado à estimativa do coeficiente Kappa. 

   

  *Não existe diferença estatisticamente significativa entre os resultados dos 

testes diagnósticos, segundo o teste de McNemar (p<0,001), com coeficiente κ=0,744, 

indicando substancial concordância entre os resultados das provas (MACKINNON, 

2000). 

 

   A Figura 2 ilustra os resultados da amplificação dos fragmentos de 

minicírculo do kDNA de Leishmania spp., pela técnica de PCR, utilizando os 

iniciadores LINR4 e LIN19.  
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 FIGURA 2 – Produtos da amplificação dos fragmentos de minicírculo do kDNA 

de Leishmania spp., pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase 

(PCR), a partir de amostras de baço de cães de Bauru-SP. Amostras 

amplificadas utilizando-se os iniciadores LIN19 e LINR4. Gel de agarose 2%. 

Botucatu-SP, 2008. 

Legenda: pb-pares de bases; PM-peso molecular; C+ controle positivo (L.major); 1,3,4,5,9,10-

amostras positivas; 7-amostra positiva com excesso de DNA; 2,6,8,11-amostras negativas; 12-

controle negativo da extração (água miliQ); 13-controle negativo da PCR (MIX-PCR). 

 

  5.5.1 Limiar de detecção do DNA de Leishmania spp. pela técnica 

de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

Após a realização dos procedimentos para avaliação do limiar de 

detecção do DNA de Leishmania spp. pela PCR (Anexo 3), verificou-se à 

eletroforese a presença de bandas com 720 pb, na amostra pura de cultura, 

bem como nas diluições 103, 102 e 101. Não houve presença de banda na 

diluição 100. Com isso, concluiu-se que a sensibilidade analítica da PCR, 

utilizando os iniciadores LINR4 e LIN19, foi de 10 parasitos/mL. 

 

  5.6 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa de DNA 

de Trypanosoma cruzi 

  A PCR resultou negativa para a presença de DNA de T.cruzi em todas 

as amostras de fígado e baço colhidas, tanto dos 100 cães de Botucatu, quanto 

dos 100 cães de Bauru. 

PM C+   1    2      3      4      5      6      7       8      9    10     11    12    13     PM 

720 pb 
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  A Figura 3 ilustra os resultados da amplificação dos fragmentos de 

minicírculo do kDNA de T.cruzi, pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores 

P35 e P36.  

 

 

 FIGURA 3 – Produtos da amplificação dos fragmentos de minicírculo do kDNA 

de Trypanosoma cruzi, pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase 

(PCR), a partir de amostras de fígado de cães de Botucatu-SP. Amostras 

amplificadas utilizando-se os iniciadores P35 e P36. Gel de agarose 2%. 

Botucatu-SP, 2008. 

 Legenda: pb-pares de bases; PM-peso molecular; C+ controle positivo (cepa “Y” de T.cruzi); 1 

a 8-amostras negativas; 9-controle negativo da extração (água miliQ); 10-controle negativo da 

PCR (MIX-PCR).  

 

  5.6.1 Limiar de detecção do DNA de Trypanosoma cruzi pela técnica 

de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

Após a realização dos procedimentos para avaliação do limiar de 

detecção do DNA de T.cruzi pela PCR (Anexo 4), verificou-se à eletroforese a 

presença de bandas com 330 pb, na amostra pura de cultura, bem como nas 

diluições 103, 102 e 101. Não houve presença de banda na diluição 100. Com 

330 pb  

PM      C+      1          2         3          4         5        6          7         8          9      10 



Resultados                                                                                                                                   75 
____________________________________________________________________________                           

M.Z. Troncarelli - 2008 

isso, concluiu-se que a sensibilidade analítica da PCR, utilizando os iniciadores 

P35 e P36, foi de 10 parasitos/mL. 

 

5.7 Metodologia de análise estatística 

 

 5.7.1 Análise de reações cruzadas entre Leishmania spp. e 

Trypanosoma cruzi pela Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

Realizou-se a análise exploratória dos dados e a elaboração de tabelas 

de distribuição de freqüências, de acordo com os resultados obtidos pela RIFI 

para Leishmania spp. e para T.cruzi. Foi construído gráfico de dispersão entre 

os títulos detectados pela RIFI para Leishmania spp. e T.cruzi e realizou-se a 

análise da simetria da distribuição dos títulos por meio do teste de Shapiro-Wilk 

(MACKINNON, 2000).  

A comparação entre os resultados para Leishmania spp. e T.cruzi pela 

RIFI, em relação aos títulos obtidos, foi realizada utilizando o teste de Wilcoxon 

para amostras dependentes (MACKINNON, 2000). 

 

 5.7.2 Avaliação da acurácia das técnicas de Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), exames parasitológicos diretos e 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 As técnicas diagnósticas utilizadas no estudo foram avaliadas pela 

estimativa da acurácia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, 

valor preditivo negativo e coeficiente Kappa para a concordância entre o 

diagnóstico obtido entre os testes, utilizando o exame parasitológico direto de 

fígado e/ou baço como padrão-ouro (MACKINNON, 2000). 
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6.1 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

 Os resultados negativos pela RIFI para Leishmania spp. nas amostras 

de soros dos 100 cães de Botucatu-SP utilizados neste estudo corroboram com 

os resultados obtidos por Langoni et al. (2001), que testaram 781 amostras de 

soros de cães pela técnica de RIFI e todas resultaram negativas. Com efeito, 

nosso estudo contribuiu para a vigilância ativa da leishmaniose no município, 

estando em linha com as medidas sugeridas pelo Ministério da Saúde, cujo 

novo enfoque é incorporar os estados e municípios silenciosos, ou seja, sem 

ocorrência de casos humanos ou caninos da doença, nas ações de vigilância 

da mesma, visando a evitar ou minimizar os problemas referentes a este 

agravo em áreas sem transmissão (BRASIL, 2006).  

 A soroprevalência para leishmaniose nos 100 cães avaliados de Bauru-

SP foi de 65%, com títulos de anticorpos entre 40 e 2560. Estes resultados 

foram semelhantes aos obtidos por outros pesquisadores, em inquéritos 

epidemiológicos realizados em populações caninas de áreas endêmicas. Silva 

et al. (2001b), que utilizaram a RIFI para examinar 164 amostras de soros de 

cães em Belo Horizonte-MG, com 106 (64,6%) positivas para LV, e 78 (73,6%) 

amostras apresentando títulos superiores a 640. Albuquerque et al. (2007) 

também verificaram soropositividade em 64% (16/25) dos cães sintomáticos de 

Recife-PE, pela técnica de RIFI.  

 É importante ressaltar, no entanto, que as prevalências de leishmaniose 

detectadas em cães eutanasiados em CCZs, em áreas endêmicas, são mais 

elevadas que as reais prevalências da população canina total, tendo em vista 

que a maioria dos cães destinados a estes Centros apresenta suspeita clínica 

para LV ou são identificados como sorologicamente positivos em inquéritos de 

massa. Nunes et al. (2001) observaram soropositividade pela RIFI em 23 

(23,7%) de 97 cães no Mato Grosso do Sul, com títulos variando de 20 a 640. 

Dantas-Torres et al. (2006) avaliaram 322 cães em área endêmica de 

Pernambuco e destes, 130 (40,3%) foram sorologicamente positivos pela 

técnica de RIFI (CRUZ, 2006). De janeiro a novembro de 2006, a Secretaria de 

Saúde de Campo Grande-MS colheu amostras de 37.613 cães do município, 
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detectando 9.052 (24%) amostras positivas pela RIFI para Leishmania spp. 

(UCDB, 2006). 

 A RIFI utilizada no presente estudo apresentou sensibilidade de 83,3% e 

especificidade de 92,5%, para a detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. 

em soros de cães. Embora Sundar e Rai (2002) afirmassem que os antígenos 

comumente utilizados nos testes sorológicos derivados de meios de cultura 

pudessem produzir reações cruzadas não somente com outras espécies da 

família Trypanosomatidae, como também com microrganismos 

filogeneticamente distantes, a RIFI apresentou elevada especificidade no 

presente estudo, mesmo utilizando como antígeno formas promastigotas de L. 

major obtidas de meio de cultura. Ferreira et al. (2007), em análise de 234 cães 

naturalmente infectados por Leishmania spp., em Belo Horizonte-MG, 

utilizando L.infantum (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) como antígeno, 

evidenciaram valores de sensibilidade e especificidade de 72% e 52%; 95% e 

64% e 93% e 95%, respectivamente, para RIFI, ELISA e DAT, demonstrando 

que a RIFI apresentou a menor eficácia diagnóstica. 

 Não houve diferença estatisticamente significativa entre os resultados da 

RIFI e os obtidos nos exames parasitológicos de fígado e/ou de baço, 

indicando substancial concordância entre os resultados das provas. Estes 

dados corroboram os obtidos por Mancianti e Meciani (1988), que compararam 

as técnicas de RIFI, hemaglutinação indireta (HAI) e imunoeletroforese para o 

diagnóstico L. infantum em 88 amostras de soros de cães da Itália, 

naturalmente infectados. Os autores consideraram o exame parasitológico 

como padrão ouro e constataram que a RIFI apresentou melhor especificidade 

e sensibilidade, detectando 100% dos cães infectados. 

 Em Bauru, onde a leishmaniose é endêmica, 65 amostras de soros 

caninos foram positivas pela RIFI para Leishmania spp., e 40 foram positivas 

para T.cruzi, das 100 amostras examinadas. Por outro lado, em Botucatu-SP, 

onde a leishmaniose é indene, somente quatro das 100 amostras testadas 

apresentaram soropositividade para T.cruzi. Os resultados verificados a partir 

de amostras de soros de cães de Botucatu-SP assemelham-se aos observados 

por Reyes et al. (2002), que testaram 176 amostras de soros caninos de áreas 

endêmicas e não-endêmicas para doença de Chagas, na Costa Rica, pela 

técnica de ELISA, e identificaram somente 11 animais soropositivos (6,2%). No 
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entanto, as soroprevalências caninas para T. cruzi podem variar em uma 

mesma região. Montenegro et al. (2002), testaram soros de 54 cães também 

da Costa Rica, pelas técnicas de RIFI, ELISA e HAI para a pesquisa de 

anticorpos contra T.cruzi. Foram considerados positivos os soros com 

resultados positivos em dois testes. Os pesquisadores verificaram 

soropositividade em 15 amostras (27,7%), com 14 positivas aos três testes 

sorológicos e uma positiva em dois testes.  

 

 6.1.1 Reações cruzadas 

 Foi verificada soropositividade simultânea para Leishmania spp. e para 

T.cruzi, nas amostras de soros de 33 (16,5%) dos 200 cães avaliados no 

presente estudo. Estes resultados corroboram os verificados por Troncarelli et 

al. (2008) que, comparando os resultados obtidos pela RIFI em 826 amostras 

de soros caninos, examinados no Serviço de Diagnóstico de Zoonoses da 

FMVZ-UNESP/Botucatu, para a avaliação de reações cruzadas, verificaram 

que 135 (16,3%) amostras apresentaram resultados positivos para ambos 

parasitos.  

 Em 22 amostras (11%) avaliadas no presente estudo, os títulos contra 

Leishmania spp. foram superiores aos títulos encontrados para T.cruzi, e, de 

maneira semelhante, 113 amostras (13,7%) apresentaram títulos superiores 

contra Leishmania spp. no estudo realizado por Troncarelli et al. (2008). Em 

apenas sete amostras (0,3%), os títulos encontrados para os dois parasitos 

foram idênticos, enquanto que em 15 amostras (1,8%) avaliadas por Troncarelli 

et al. (2008), os títulos contra Leishmania spp. e T.cruzi foram iguais. Estes 

mesmos autores verificaram que, em sete amostras (0,8%), foram detectados 

títulos contra T. cruzi superiores aos identificados para Leishmania spp. e, no 

presente estudo, somente em quatro amostras (0,2%) este fenômeno ocorreu. 

 Os resultados da freqüência de reações cruzadas entre os dois 

parasitos, obtidos no presente estudo, também são semelhantes aos 

encontrados por Silveira et al. (1996), que avaliaram 132 cães, de seis 

propriedades agrícolas do Paraná, para pesquisa de anticorpos anti-

Leishmania (V.) braziliensis e anti-T.cruzi, pela técnica de RIFI. Vinte e quatro 

amostras (18,2%) foram sorologicamente positivas para ambos parasitos. 

Estes pesquisadores constataram que os títulos detectados para T.cruzi foram 
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sempre menores (variando de 20 a 80) do que os obtidos para Leishmania (V.) 

braziliensis (variando de 40 a 320).  

 Em áreas endêmicas para tripanossomíase, verifica-se que os títulos 

para Trypanosoma spp. são, em geral, superiores aos detectados para 

Leishmania spp. Beard et al. (2003) identificaram reações cruzadas entre T. 

cruzi e Leishmania donovani pela RIFI em 17 de 28 amostras de soros de cães 

provenientes de área endêmica para tripanossomíase no Texas. Os 

pesquisadores verificaram que os títulos para leishmaniose eram de uma a 

duas diluições menores do que aquelas encontradas para T. cruzi, indicando 

resposta primária para T. cruzi. Ainda que a prevalência de tripanossomíase 

em cães de Bauru-SP seja desconhecida, os resultados obtidos por estes 

autores diferem dos verificados no presente estudo, pois, apesar de não existir 

correlação linear entre os títulos para ambos parasitos, os títulos para 

Leishmania spp. foram substancialmente superiores aos detectados para 

T.cruzi nas amostras de soros dos 100 cães de Bauru-SP. 

A cepa “Y” de T.cruzi (parasito íntegro) foi utilizada como antígeno para 

a RIFI, o que poderia possibilitar um maior número de reações cruzadas com 

Leishmania spp., devido à proximidade filogenética entre os parasitos. No 

entanto, mesmo quando se utilizam antígenos mais específicos de T.cruzi em 

provas sorológicas para o diagnóstico da doença de Chagas em cães, ainda 

podem ser verificadas reações cruzadas entre T.cruzi e Leishmania spp.  

Lauricella et al. (1998) utilizaram a fração flagelar do T.cruzi como antígeno 

para a padronização do ELISA para diagnóstico canino. Para tanto, utilizaram 

amostras de soros de 182 cães naturalmente infectados na Argentina. Os 

pesquisadores compararam o ELISA com a HAI e a RIFI, e verificaram a 

ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e T.cruzi em todas as 

técnicas avaliadas.  

 Ressalta-se, por outro lado que, em áreas endêmicas para LVC, as 

reações cruzadas pela RIFI para Leishmania spp. e T.cruzi em amostras de 

soros caninos nem sempre apresentam freqüências elevadas. Maywald et al. 

(1996) testaram, pela RIFI, 331 soros de cães de Uberlândia e Coromandel, em 

Minas Gerais. Foram utilizados como antígenos L. amazonensis e T. cruzi. Em 

Uberlândia, examinaram-se 230 amostras, sendo 200 colhidas de cães da área 

urbana e 30 de cães da área rural. Foram detectadas 4,5% e 6,6% amostras 
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positivas para Leishmania spp., dos cães da área urbana e da área rural, 

respectivamente. Em Coromandel, de 89 soros testados, 5,6% foram positivos 

para Leishmania spp. Foram avaliadas ainda 12 amostras de soros obtidas de 

cães atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia, 

com suspeita clínica para leishmaniose. Destas, somente uma foi positiva para 

Leishmania spp. e outra resultou positiva para T.cruzi.  

 De maneira semelhante, Cabral et al. (1998) detectaram pela RIFI 0,9% 

(3/327) e 0,6% (2/327) amostras positivas para Leishmania spp. e T.cruzi, 

respectivamente, em eluatos sangüíneos de cães da região rural do município 

de Uberlândia-MG. Rosypal et al. (2007) realizaram um estudo com 107 

amostras de soros de cães do município de São Paulo, e 258 amostras de 

Bogotá, para detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T.cruzi, pela 

técnica de RIFI, utilizando promastigotas de L.infantum como antígeno. Os 

pesquisadores verificaram que cinco amostras de soros (4,7%) de cães do 

Brasil foram positivas para Leishmania spp., com títulos entre 25 e 100. Quatro 

amostras (1,6%) dos cães da Colômbia foram positivas, com título de 25. Do 

total de 365 amostras examinadas, nenhuma apresentou títulos de anticorpos 

contra T.cruzi, concordando com os resultados obtidos no presente estudo em 

amostras de soros de 100 cães de Botucatu-SP. 

 Há que se considerar, por outro lado, que existem áreas endêmicas de 

sobreposição para Leishmania spp. e T.cruzi, especialmente nas Américas, 

onde casos de co-infecção por ambos parasitos podem ocorrer, tanto em cães 

como em humanos. Com efeito, os resultados obtidos à sorologia podem 

demonstrar presença de anticorpos contra Leishmania spp. e T.cruzi, não 

representando necessariamente reação cruzada, e sim infecção por ambos 

protozoários. Em estudo realizado por Grosjean et al. (2003), nos Estados 

Unidos, foram examinadas 957 amostras de soros de cães pela técnica de RIFI 

para Leishmania spp., com somente 18 amostras positivas, sendo 16 amostras 

com títulos variando de 16 a 64. As outras duas amostras apresentaram título 

igual ou superior a 128 e nestas foram detectados também anticorpos anti-

T.cruzi, determinados pelo teste de radioimunoprecipitação. T.cruzi é enzoótico 

em cães domésticos e canídeos silvestres, especialmente na região sul dos 

Estados Unidos (DUPREY et al., 2006). Nesta região, assim como nas demais 

áreas endêmicas para doença de Chagas em canídeos, o resultado positivo à 
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sorologia para T.cruzi pode sugerir a real infecção pelo parasito, sendo 

necessária a avaliação clínico-epidemiológica do animal, bem como a utilização 

de técnicas complementares para a elucidação diagnóstica.   

 

6.2 Exames parasitológicos diretos 

 A ausência de formas amastigotas ao exame parasitológico direto de 

amostras de fígado e baço dos 100 cães de Botucatu-SP sugere a não 

infecção por Leishmania spp. e por T.cruzi nestes animais.  Com relação aos 

100 cães de Bauru-SP, foi detectado um maior número de resultados positivos 

em amostras de fígado (59%) do que em amostras de baço (51%). No entanto, 

não houve diferença estatística na sensibilidade e especificidade do exame 

parasitológico direto entre os órgãos avaliados. 

 A utilização de amostras de fígado e baço contribuiu para a melhoria da 

acuidade diagnóstica do exame parasitológico direto. Quarenta e quatro 

animais apresentavam formas amastigotas em ambos órgãos e 66 

apresentavam-se positivas em pelo menos um dos órgãos examinados, o que 

indica que nem sempre um animal parasitado apresentava amastigotas em 

fígado e em baço. Se estes órgãos tivessem sido utilizados de maneira isolada 

para o diagnóstico, o número de resultados falso-negativos seria maior. 

 A sensibilidade do exame parasitológico para a detecção de Leishmania 

spp. e T.cruzi apresenta variações, que estão relacionadas, entre outros 

fatores, ao tipo de tecido avaliado. Isto se deve, possivelmente, à provável 

diferença na distribuição tecidual do parasito. As sensibilidades dos exames 

parasitológicos diretos de fígado e de baço dos cães de Bauru foram elevadas, 

sendo 89,3% e 77,2%, respectivamente. Estes resultados diferem dos obtidos 

por Moreira et al. (2007), que avaliaram pelo exame parasitológico direto 

amostras de linfonodo, baço, fígado e aspirado de medula óssea de 89 cães da 

região de Araçatuba-SP, naturalmente infectados por Leishmania spp. Os 

pesquisadores verificaram que a sensibilidade do método em amostras de 

fígado de cães sintomáticos, oligossintomáticos e assintomáticos, foi de apenas 

26,83%, 12% e 13,04%; contra 43,9%, 40% e 38,13% de sensibilidade para 

amostras de baço.  Os autores sugerem que a menor sensibilidade nos dois 

últimos grupos se deve provavelmente à maior destruição das formas 
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amastigotas devido à resposta imune mais efetiva, reduzindo a carga 

parasitária nos tecidos.  

 Machado (2008) realizou um estudo de infecção experimental com 

L.chagasi em camundongos Balb/c imunossuprimidos e verificaram menor 

carga parasitária em amostras de fígado do que em amostras de baço dos 

animais. A pesquisadora relatou que no fígado ocorre a formação de 

granulomas parasitários, de forma a conter o protozoário. No baço, não há 

formação de granulomas e, por este motivo, a carga parasitária é, em geral, 

superior. No presente estudo, não foi realizada a contagem de formas 

amastigotas por campo microscópico, ao exame parasitológico direto de 

tecidos caninos. No entanto, mesmo considerando que o número absoluto de 

amostras positivas de fígado foi superior ao de amostras positivas de baço, foi 

possível inferir que a quantidade de formas parasitárias no baço era superior à 

verificada no fígado do mesmo animal.  

 

6.3 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para diagnóstico da 

infecção por Leishmania spp. 

 A ausência de resultados positivos pela PCR para Leishmania spp. a 

partir de amostras de fígado e de baço de 100 cães de Botucatu-SP indicam a 

não infecção destes animais pelo parasito, confirmando os resultados 

negativos pela RIFI e pelos exames parasitológicos diretos a partir de 

fragmentos de órgãos dos mesmos cães. Com relação aos 100 cães de Bauru-

SP, à semelhança do que ocorreu nos exames parasitológicos, a PCR para 

Leishmania spp. detectou um maior número de resultados positivos em 

amostras de fígado (76%) do que em amostras de baço (72%). No entanto, 

também não houve diferença estatisticamente significativa na sensibilidade e 

especificidade da técnica entre os órgãos avaliados.  

 A utilização de amostras de fígado e de baço contribuiu para a melhoria 

da acuidade diagnóstica da PCR para o diagnóstico de Leishmania spp. 

Sessenta e sete animais apresentavam formas amastigotas em ambos órgãos 

e 81 apresentavam-se positivas em pelo menos um dos órgãos examinados. A 

PCR realizada com amostras de fígado apresentou 86,3% de sensibilidade e 

85,8% de especificidade para o diagnóstico da leishmaniose, enquanto que a 

PCR de amostras de baço apresentou 89,3% de sensibilidade e 90,2% de 
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especificidade. Considerando os resultados de PCR a partir de amostras de 

fígado e/ou de baço, a técnica apresentou 93,9% de sensibilidade e 85,8% de 

especificidade. Estes resultados comprovam a excelente acuidade da PCR, 

concordando com os relatos de outros pesquisadores, que verificaram até 

100% de sensibilidade da PCR na detecção do DNA de Leishmania spp em 

amostras biológicas de cães (MATHIS e DEPLAZES, 1995; LACHAUD et al., 

2002b; REITHINGER e DUJARDIN, 2007). 

 No presente estudo, o exame parasitológico direto foi considerado 

padrão-ouro, de acordo com as práticas diagnósticas usuais. No entanto, a 

PCR apresentou substancial concordância com o exame parasitológico, e 

poderia ter sido considerada como padrão-ouro, sem qualquer prejuízo 

diagnóstico. Gomes et al. (2007) selecionaram 114 cães de 30 municípios 

endêmicos para LV em São Paulo, para colheita de fragmentos de fígado, baço 

e linfonodos (cães sintomáticos), e punção aspirativa de linfonodos e/ou biopsia 

de pele (cães assintomáticos), para exame parasitológico (cultura e avaliação 

microscópica) e PCR para a detecção de L. (L.) chagasi, L. (V.) braziliensis e, 

em alguns casos, Leishmania spp. À semelhança do que ocorreu no presente 

estudo, os testes parasitológicos e a PCR-L. chagasi realizados por estes 

pesquisadores apresentaram concordância de resultados em 105 amostras 

(92%), sendo que a LV foi confirmada em 49 cães. Das 114 amostras 

avaliadas, nove apresentaram resultados discordantes, e foram testadas pela 

PCR-Leishmania spp., resultando positivas. LV foi também confirmada pela 

PCR-L. chagasi em quatro cães que haviam apresentado resultados negativos 

aos testes parasitológicos. Conseqüentemente, esta PCR foi positiva em 100% 

(53/49) dos cães com exames parasitológicos positivos. A PCR demonstrou 

ainda elevada especificidade, detectando 61 cães negativos para LV. Cinco 

amostras foram positivas pela PCR-L. braziliensis.  

 Soares et al. (2005) também verificaram excelentes resultados com a 

utilização da PCR a partir de amostras de rins, baço, linfonodos e fígado de 25 

cães sintomáticos para LV e 15 cães assintomáticos, soropositivos para 

Leishmania spp., em Teresina-PI. A PCR resultou positiva em amostras de 

fígado, linfonodo e/ou baço de todos os animais sintomáticos e de dois cães 

assintomáticos. As amostras de rins de oito cães sintomáticos foram também 

positivas pela PCR. 
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 Os órgãos de eleição para a realização do exame parasitológico direto e 

da PCR, no presente estudo, foram fígado e baço, visando à melhor acuidade e 

elucidação diagnóstica. No entanto, sabe-se que a prática de punção aspirativa 

pela técnica de Citologia Aspirativa por Agulha Fina (CAAF), ou mesmo a 

biopsia de fragmentos de fígado e baço, devem ser realizadas com cautela, 

especialmente em cães que apresentam hepato e/ou esplenomegalia, devido 

ao risco de hemorragia. Apesar da PCR ter apresentado elevadas sensibilidade 

e especificidade a partir de amostras de fígado e baço, a técnica tem sido 

empregada com bons resultados por outros pesquisadores, utilizando amostras 

de sangue ou punções aspirativas de linfonodos e de medula óssea. Reale et 

al. (1999) avaliaram a técnica de PCR para o diagnóstico da leishmaniose, a 

partir de 124 amostras de sangue e 52 aspirados de linfonodos de cães da 

Itália, soronegativos ou soropositivos pela RIFI. Trinta e sete animais 

apresentavam sinais clínicos sugestivos da doença. A PCR foi positiva em 40% 

dos animais sem lesões e 38% dos cães sintomáticos, que haviam 

apresentado resultados falso-negativos pela RIFI. Em outro estudo, realizado 

por Silva et al. (2001b), a PCR de 70 amostras de sangue de cães de Belo 

Horizonte, MG, (52 soropositivos e 18 soronegativos) e de três aspirados de 

medula óssea. A PCR foi positiva em 39 (75%) amostras soropositivas.  

 Ikonomopoulos et al. (2003) também obtiveram excelentes resultados 

com a PCR e conseguiram identificar, utilizando esta técnica, 41,9% de cães 

infectados de 160 casos clínicos na Grécia. Do mesmo número de casos, 

46,25% foram positivos pela RIFI, com títulos iguais ou superiores a 200, e 

19% foram positivos ao exame microscópico de aspirados de linfonodos. 

Strauss-Ayali et al. (2004) compararam a técnica sorológica, o cultivo 

parasitológico e a PCR a partir de amostras de suabes conjuntivais e aspirados 

esplênicos e de linfonodos de 96 cães de Israel. Um total de 92% cães 

naturalmente infectados, soropositivos e sintomáticos foram positivos pela PCR 

em suabes conjuntivais. Os aspirados de baço e linfonodos foram positivos em 

86% pela PCR e 74% pelo cultivo. A sensibilidade e a especificidade da PCR 

conjuntival foram 92% e 100%, respectivamente. Cães experimentalmente 

infectados foram positivos pela PCR conjuntival aos 45 dias de infecção (83%) 

e após soroconversão. 
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 Devido à elevada sensibilidade da PCR para o diagnóstico de 

Leishmania spp., como constatado no presente estudo, esta técnica pode 

identificar animais infectados que apresentaram resultados negativos à 

sorologia. Lachaud et al. (2002b) avaliaram dois métodos de PCR para o 

diagnóstico da LVC, um para a detecção do DNA genômico do parasito e outro 

para a detecção do kDNA. Para tanto, foram utilizadas diferentes amostras 

biológicas de 263 cães da França. A PCR foi comparada com a sorologia e 

todos os resultados foram analisados de acordo com o status clínico dos 

animais. A prevalência de infecção canina foi de 79,8% pela PCR e 29,6% pela 

sorologia, e 89,4% de cães sintomáticos e 65,2% de assintomáticos 

apresentavam parasitos no sangue periférico.  

 Há que se considerar, no entanto, que a técnica de PCR detecta o DNA 

de Leishmania spp., e que não necessariamente o parasito esteja viável. Como 

descrito na literatura, existem casos de cães cujo sistema imune consegue 

debelar a infecção, e o parasito pode permanecer inerte no organismo do 

animal. Com isso, a PCR pode detectar o DNA do protozoário sem que o 

mesmo esteja viável no organismo dos cães. Ainda assim, especialmente 

frente à situação epidemiológica favorável para ocorrência de LVC, o resultado 

positivo da PCR para Leishmania spp. a partir de amostras caninas deve ser 

considerado. 

 

6.4 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para diagnóstico da 

infecção por Trypanosoma cruzi 

 Com relação à PCR para a pesquisa de T.cruzi, todas as amostras de 

fígado e baço dos cães dos 200 cães avaliados foram negativas, indicando a 

não infecção destes animais pelo parasito. Os resultados negativos em cães de 

Botucatu-SP diferem dos obtidos por Lucheis et al. (2005), que verificaram 50% 

de positividade por esta técnica em amostras de sangue de cães de pacientes 

chagásicos da região deste município. Como a prevalência de doença de 

Chagas canina é desconhecida nos municípios de Bauru-SP e Botucatu-SP, 

acreditamos que a doença canina esteja presente em áreas restritas, 

especialmente em regiões onde existam casos humanos.  

 A utilização de tecidos caninos melhora a acuidade diagnóstica da PCR, 

em relação a amostras de fluidos. Se a amostra avaliada no presente estudo 
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fosse sangue total, a PCR teria que ser repetida por várias vezes, como foi 

verificado por Araújo et al. (2002). Estes pesquisadores compararam a PCR de 

amostras de sangue, com exames parasitológicos (hemocultura e xenocultura) 

e testes sorológicos para a detecção de T.cruzi em cães, após 5 a 12 anos de 

infecção experimental. Os métodos sorológicos detectaram anticorpos em 

todos os animais; a hemocultura detectou o parasito em 22% das amostras e o 

xenodiagnóstico foi positivo em 11%. A PCR resultou positiva em todos os cães 

infectados. No entanto, para a detecção de um cão positivo pela PCR, eram 

necessárias pelo menos duas amostras de sangue total. Foram colhidas nove 

amostras seriadas de cada animal para a realização da PCR, que apresentou 

aumento da sensibilidade de 67% para 100%. Os autores sugeriram que a 

técnica, apesar de detectar o DNA do parasito em animais infectados, não deve 

ser utilizada de forma isolada para o diagnóstico da doença de Chagas em 

cães. 

 

6.5 Diagnóstico elucidativo para leishmaniose e tripanossomíase 

americana em cães frente às reações cruzadas pela Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

 Dos 33 cães que apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T. 

cruzi pela RIFI, verificou-se que 30 amostras (90,9%) de fígado e/ou de baço 

resultaram positivas ao exame parasitológico direto e 30 amostras (90,9%) de 

fígado e/ou de baço foram positivas à PCR para Leishmania spp. 

 Considerando somente os cães com resultado sorológico positivo para 

ambos parasitos, em dois casos em que houve resultados negativos ao exame 

parasitológico direto de amostras de fígado e/ou de baço, a PCR resultou 

positiva para Leishmania spp. em pelo menos um destes órgãos. Em outros 

dois casos em que houve PCR negativa em amostras de fígado e/ou de baço, 

o exame parasitológico direto resultou positivo em pelo menos um destes 

órgãos, confirmando o diagnóstico para leishmaniose. Somente um cão 

apresentou soro com anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T. cruzi pela RIFI, 

com título 640 para Leishmania spp. e 20 para T.cruzi, mas resultados 

negativos nas amostras de fígado e de baço, tanto ao exame parasitológico 

direto, quanto pela PCR para Leishmania spp. Estes resultados sugerem a 
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ocorrência de reduzida carga parasitária nos órgãos avaliados, que pode não 

ter possibilitado a detecção pelos exames parasitológicos e biomoleculares.  

 A ausência de resultados negativos pela PCR para T.cruzi, bem como os 

resultados positivos, tanto aos exames parasitológicos diretos, quanto pela 

PCR para Leishmania spp., indicam a real infecção dos cães de Bauru-SP por 

este parasito. Tal elucidação diagnóstica foi possível devido à utilização das 

três técnicas (sorológica, parasitológica e biomolecular), de maneira associada. 
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:�:�:�:�3333�$�$�$�$ONCLUSÕES 

• A utilização de três técnicas diagnósticas (Reação de 

Imunofluorescência Indireta, exame parasitológico direto e Reação em 

Cadeia pela Polimerase) possibilitou elevada acuidade para o 

diagnóstico elucidativo da leishmaniose e da doença de Chagas em 

cães procedentes de Bauru-SP e Botucatu-SP. 

 

• A Reação de Imunofluorescência Indireta detectou anticorpos anti-

Leishmania spp. e anti-T. cruzi em 33 amostras de soros do total de 200 

cães avaliados em Bauru-SP e Botucatu-SP, o que representa 16,5% de 

reações cruzadas. 

 

• Considerando somente os 33 cães cujas sorologias apresentaram títulos 

contra Leishmania spp. e T.cruzi, tanto o exame parasitológico  direto 

como a Reação em Cadeia pela Polimerase para Leishmania spp., 

resultaram positivos em 30 amostras de fígado e/ou baço destes 

animais. 

 

• Todas as amostras de fígado e baço de cães que foram positivas para 

Leishmania spp. pela Reação em Cadeia pela Polimerase, 

apresentaram resultados negativos para a presença do DNA de T. cruzi, 

indicando a verdadeira infecção dos animais por Leishmania spp. 

 

• Houve ocorrência de reações inespecíficas (falso-positivas) pela Reação 

de Imunofluorescência Indireta para T.cruzi em cães parasitados por 

Leishmania spp. 
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""""NEXO 1: Parecer da Câmara de Ética em Experimentação Animal 



Anexos                                                                                                                                       107 
____________________________________________________________________________ 

 

""""NEXO 2: Extração de DNA de amostras de tecido animal utilizando o 

GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation Kit®®®® (Amersham Biosciences) 

 

 

� Homogeneizar as amostras individualmente em vórtex durante 20 

segundos.  

� Adicionar 100 μL de cada amostra em um microtubo de 1,5 mL, livre de 

RNAses e DNAses.  

� Centrifugar a 13.000 × g por 5 segundos.  

� Remover o sobrenadante com uma micropipeta, deixando 30 μL de 

líquido residual.  

� Homogeneizar o tubo em vórtex vigorosamente para ressuspender as 

células e o sobrenadante residual.  

� Adicionar 600 μL de solução de lise nas células ressuspendidas e 

pipetar levemente para cima e para baixo para lisar as células.  

� Adicionar 3 μL da solução de RNAse ao lisado celular. Homogeneizar 

cada amostra invertendo o tubo 25 vezes e incubar a 37ºC por 30 

minutos.  

� Após o período de incubação, adicionar 200 μL de solução de 

precipitação de proteínas ao lisado celular que foi tratado com RNase. 

�  Homogeneizar em vórtex vigorosamente em velocidade máxima 

durante 20 segundos para misturar uniformemente a solução de 

precipitação de proteínas com o lisado celular.  

� Centrifugar a 13.000 × g durante 3 minutos. O precipitado de proteínas 

formará um pellet firme. Cuidadosamente derramar o sobrenadante 

contendo o DNA em um microtubo limpo de 1,5 mL contendo 600 μL de 

isopropanol a 100%.  

� Descartar o tubo contendo o pellet de proteína. Misturar a amostra 

invertendo gentilmente por 50 vezes.  

� Centrifugar a 13.000 × g durante 1 minuto. Derramar o sobrenadante e 

secar o tubo com um papel absorvente limpo.  
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� Adicionar 600 μL de etanol a 70%. Inverter o tubo 25 vezes para lavar o 

pellet de DNA.  

� Centrifugar a 13.000× g por 1 minuto. Cuidadosamente derramar o 

etanol sem desprender o pellet de DNA.  

� Secar o tubo em um papel absorvente limpo e colocar a amostra em 

secagem por ar por 15 minutos.  

� Adicionar 100 μL de solução de hidratação de DNA.  

� O volume de 100 μL fornece a concentração de 100 μL/mL se o 

rendimento total de DNA for de 10μg.  

� Permitir que o DNA reidrate overnight à temperatura ambiente.  

� O produto da extração deve ser mantido a -20ºC até o momento da 

realização da PCR. 
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""""NEXO 3: Ensaio do limiar de detecção de Leishmania spp. pela 

técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 

Foi utilizada amostra de Leishmania spp. proveniente de repique em 

meio de cultura LIT e NNN, utilizada na rotina diagnóstica, gentilmente cedida 

pelo NUPEZO. Foram pipetados 5 mL de meio LIT com formas promastigotas 

viáveis de dois diferentes tubos de cultura e em seguida acondicionados em 

tubo Falcon de 15 mL. O tubo foi mantido durante 15 minutos em banho-maria 

para que as promastigotas permanecessem imóveis durante o procedimento de 

contagem. A amostra foi homogeneizada e uma alíquota foi utilizada para 

contagem dos parasitos em câmara de Neubauer. Foram procedidas seis 

contagens de cinco quadrantes em cada avaliação, de maneira bem distribuída 

por toda câmara. A média obtida em cinco quadrantes foi de 127 formas 

promastigotas. Para obtenção do número de parasitos por mL de meio de 

cultura foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

      no de promastigotas contadas 

_________________________________ =    no promastigotas/mL 

0,1 mm3 × 1 × 0,2 (dimensões da câmara) 

    

Sendo: 0,1 a altura da câmara de Neubauer 

            1 é a diluição utilizada na contagem, ou seja, meio de cultura 

puro 

            0,2 é o número de campos contados dividido pelo número total 

de campos (5/25) 

         

Então: 127/0,02 = 6.350 promastigotas/mL  ou seja  6,35x103/mL 

 

Para se obter valores em potências de 10, foi calculado o volume de 

meio de cultura com concentração de 1000 formas promastigotas (103): 

 

1 mL ---------6.350                       x = 0,1575 mL ou 157,5 �L  

X  mL--------1.000 
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 Em seguida, utilizou-se 157,5 �L de meio de cultura em 842,5 �L de 

água destilada totalizando 1 mL de amostra, ou seja, 103 parasitos por mL de 

solução. As diluições seguintes foram realizadas de maneira que as soluções 

resultantes nos novos tubos ficassem 10 vezes mais diluídas que no tubo 

anterior, produzindo concentrações 102, 101 e 100 formas promastigotas por mL 

de solução. 

 As soluções resultantes foram utilizadas para extração do DNA, 

utilizando o mesmo protocolo pelo qual foram extraídas as amostras de fígado 

e baço, bem como os controles positivos. O DNA extraído foi amplificado com 

os iniciadores LINR4 e LIN19, para que se pudesse obter a concentração 

mínima de parasitos por mL de amostra detectável nas provas. 
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""""NEXO 4: Ensaio do limiar de detecção de Trypanosoma cruzi pela 

técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 

Foi utilizada amostra de T.cruzi (cepa “Y”) proveniente de repique em 

meio de cultura LIT e NNN, utilizada na rotina diagnóstica, gentilmente cedida 

pelo NUPEZO. Foram pipetados 5 mL de meio LIT com formas epimastigotas 

viáveis de dois diferentes tubos de cultura e em seguida acondicionados em 

tubo Falcon de 15 mL. O tubo foi mantido durante 15 minutos em banho-maria 

para que as epimastigotas permanecessem imóveis durante o procedimento de 

contagem. A amostra foi homogeneizada e uma alíquota foi utilizada para 

contagem dos parasitos em câmara de Neubauer. Foram procedidas seis 

contagens de cinco quadrantes em cada avaliação, de maneira bem distribuída 

por toda câmara. A média obtida em cinco quadrantes foi de 98 formas 

epimastigotas. Para obtenção do número de parasitos por mL de meio de 

cultura foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

      no de epimastigotas contadas 

_________________________________ =    no epimastigotas/mL 

0,1 mm3 × 1 × 0,2 (dimensões da câmara) 

    

Sendo: 0,1 a altura da câmara de Neubauer 

            1 é a diluição utilizada na contagem, ou seja, meio de cultura 

puro 

            0,2 é o número de campos contados dividido pelo número total 

de campos (5/25) 

         

Então: 98/0,02 = 4.900 epimastigotas/mL  ou seja  4,90x103/mL 

 

Para se obter valores em potências de 10, foi calculado o volume de 

meio de cultura com concentração de 1000 formas epimastigotas (103): 

 

1 mL ---------4.900                       x = 0,2040 mL ou 204,0 �L  

X  mL--------1.000 
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 Em seguida, utilizou-se 204,0 �L de meio de cultura em 796,0 �L de 

água destilada totalizando 1 mL de amostra, ou seja, 103 parasitos por mL de 

solução. As diluições seguintes foram realizadas de maneira que as soluções 

resultantes nos novos tubos ficassem 10 vezes mais diluídas que no tubo 

anterior, produzindo concentrações 102, 101 e 100 formas promastigotas por mL 

de solução. 

 As soluções resultantes foram utilizadas para extração do DNA, 

utilizando o mesmo protocolo pelo qual foram extraídas as amostras de fígado 

e baço, bem como os controles positivos. O DNA extraído foi amplificado com 

os iniciadores P35 e P36, para que se pudesse obter a concentração mínima 

de parasitos por mL de amostra detectável nas provas. 
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Abstract 24 

Due Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi (T. cruzi) phylogenetical closely, 25 

some serological cross-reactions and false-positives results can occur. The 26 

objective of this study was to contribute with the elucidative canine 27 

leishmaniasis and tripanossomiasis’ diagnosis, using Indirect 28 

Immunofluorescence (IIF) serologic test, direct parasitological exam and 29 

Leishmania spp. and T.cruzi DNA investigation by Polimerase Chain Reaction 30 

(PCR) in liver and spleen samples. It were used 100 culled dogs of Zoonosis 31 

Control Center in Bauru-SP where Visceral Leishmaniasis (VL) is endemic, and 32 

100 culled dogs of the municipality kennel in Botucatu-SP where VL is non-33 

endemic. 65% serum samples of dogs from Bauru were positive by IFI for 34 

Leishmania spp. and 40% were positive for T. cruzi. All serum samples of dogs 35 

from Botucatu were negative by IFI for leishmaniasis and only 4% were positive 36 

for T. cruzi. Of a total of 200 tested serum samples, 33 (16.5%) showed 37 

serologic positive results for both parasites. 59% and 76% liver and 51% and 38 

72% spleen samples of dogs from Bauru were positive by direct parasitological 39 

exams and PCR for Leishmania spp., respectivelly. In 30 liver and/or spleen 40 

samples of 33 dogs that presented antibodies anti-Leishmania spp. and anti-41 

T.cruzi, both direct parasitological exam and PCR for Leishmania spp. resulted 42 

positive, indicating the true dog’s infection by this parasite. No liver and spleen 43 

samples of 200 dogs from Bauru and Botucatu were positive by PCR for T. 44 

cruzi. These results reinforce the occurrence of antibodies cross reactions for 45 

Leishmania spp. and T. cruzi by IFI, and also confirm the necessity of a 46 

parasitological exam and/or a PCR test for the canine leishmaniasis elucidative 47 

diagnosis. 48 
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 49 

Keywords: Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, diagnosis, dog. 50 

1. Introdução 51 

O cão é o principal reservatório doméstico de Leishmania spp., por 52 

apresentar intenso parasitismo cutâneo, contato estreito com humanos e atrair 53 

a presença do vetor (Machado, 2004). Uma das medidas de controle 54 

preconizadas no Brasil pelo Ministério da Saúde é a eutanásia dos cães 55 

positivos em inquéritos sorológicos, especialmente em áreas endêmicas 56 

(Brasil, 2006).  57 

Os métodos sorológicos utilizados para a detecção de anticorpos 58 

circulantes anti-Leishmania spp. em cães apresentam alta sensibilidade e 59 

especificidade. No entanto, devido à proximidade filogenética entre Leishmania 60 

spp. e Trypanosoma cruzi (T. cruzi), é possível a ocorrência de reações 61 

cruzadas à sorologia, determinando resultados falso-positivos (Troncarelli et al., 62 

2008). 63 

 Para um melhor refinamento diagnóstico, faz-se necessário o uso de 64 

técnicas complementares, como o exame parasitológico, considerado padrão-65 

ouro, e a Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR), que apresenta elevadas 66 

sensibilidade e especificidade, pela detecção do DNA do parasito. Com efeito, 67 

o objetivo do presente estudo foi contribuir com o diagnóstico elucidativo da 68 

leishmaniose e da tripanossomíase americana (doença de Chagas) em cães 69 

procedentes de área endêmica e não endêmica para leishmaniose visceral, 70 

utilizando três técnicas associadas: a Reação de Imunofluorescência Indireta 71 

(RIFI), o exame parasitológico direto e a Reação em Cadeia pela Polimerase 72 

(PCR) de amostras de fígado e de baço. 73 
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 74 

2. Material e métodos 75 

Animais e amostras 76 

No estudo foram utilizados 100 cães (53 machos e 47 fêmeas, sem raça 77 

definida), eutanasiados no Canil Municipal de Botucatu-SP, e 100 cães (50 78 

machos e 50 fêmeas, sem raça definida), eutanasiados no Centro de Controle 79 

de Zoonoses (CCZ) de Bauru-SP.  80 

  Um total de 5-10mL de sangue foi colhido de cada animal, e 81 

centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos, para a obtenção dos soros, que 82 

foram mantidos a -20oC para posterior realização da técnica de RIFI. 83 

 Fragmentos de fígado e baço, de aproximadamente 100g, foram 84 

colhidos imediatamente após a eutanásia. No Laboratório de Diagnóstico de 85 

Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), 86 

Universidade Estadual Paulista (UNESP)/Botucatu-SP, foram retirados 87 

fragmentos com cerca de 1g, de cada amostra, e acondicionados em 88 

microtubos estéreis de 1,5 mL, livres de DNAses e RNAses, contendo 1 mL de 89 

solução salina tamponada (PBS) 0,01M, pH 7,2 estéril (Nicolas et al., 2002), e 90 

mantidos a -20oC até o momento da extração do DNA para a realização da 91 

PCR. 92 

As colheitas de amostras foram realizadas durante os meses de abril de 93 

2006 a fevereiro de 2007, nas dependências do CCZ de Bauru-SP, e de janeiro 94 

a abril de 2007, no Canil Municipal de Botucatu-SP. 95 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 96 

Para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. pela RIFI, utilizou-se 97 

como antígeno L.major, mantida pelo Núcleo de Pesquisas em Zoonoses 98 
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(NUPEZO), da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, de acordo com Camargo (1966). 99 

As amostras de soros foram diluídas a partir de 1:40 em PBS pH 7,2, bem 100 

como os controles positivos e negativos. Foram consideradas positivas as 101 

amostras com títulos iguais ou superiores a 40.  102 

Para a pesquisa de anticorpos anti-T.cruzi utilizou-se como antígeno a 103 

cepa “Y”de T.cruzi, mantida pelo NUPEZO. As amostras foram diluídas a partir 104 

de 1:20 em PBS pH 7,2, bem como os controles positivos e negativos. Foram 105 

consideradas positivas as amostras com títulos iguais ou superiores a 20.  106 

Exames parasitológicos diretos 107 

Fragmentos de fígado e baço de cada animal foram utilizados para 108 

realização de imprints, corados pela técnica de Giemsa para pesquisa de 109 

formas amastigotas, em microscópio óptico em aumento de 1000X. 110 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 111 

Extração do DNA 112 

  Os fragmentos de fígado e baço foram macerados individualmente em 113 

grals estéreis, em capela de fluxo laminar. Adicionaram-se 4 mL de PBS estéril, 114 

0,01M, pH 7,2, e homogeneizou-se cuidadosamente. O sobrenadante foi 115 

transferido para microtubo estéril, livre de DNAses e RNAses, e mantido a -116 

20°C, até que se realizasse o procedimento de extração do DNA, com a 117 

utilização do GenomicPrep Cells and Tissue DNA Isolation Kit®®®® (Amersham 118 

Biosciences), segundo com as recomendações do fabricante. 119 

PCR para pesquisa do DNA de Leishmania spp. 120 

 Os procedimentos para PCR foram realizados no Laboratório de Biologia 121 

Molecular Aplicado ao Diagnóstico de Zoonoses (FMVZ-UNESP/Botucatu-SP). O 122 

MIX-PCR constituiu de 5 �L de tampão de PCR (50 mmol KCl, 10 mmol de Tris-123 
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HCl), 8 �L de dNTPs, 1,5 �L de cloreto de magnésio, 0,3 �L  de Taq-polimerase, 124 

5 �L de cada iniciador (com concentração de 10 pmol cada), 15,2 �L de água 125 

ultra pura e 10 �L da amostra a ser testada (produto de extração de DNA), em 126 

cada tubo de reação de 0,2 mL, resultando em volume final de 50 �L . 127 

 As condições de amplificação em termociclador (GeneAmp PCR System 128 

9600) foram: desnaturação inicial em um ciclo de 95ºC por 3 minutos, seguido de 129 

32 ciclos a 95ºC durante 30 minutos, 58ºC durante 30 minutos e 72ºC durante um 130 

minuto, e uma extensão final de 72ºC durante sete minutos. Para amplificação 131 

dos fragmentos de minicírculos de kDNA, foram utilizados os iniciadores LINR4 132 

(5´ GGGTTGGTGTAAAATAGGG 3´) e LIN19 (5´ CAGAACGCCCCTACCCG 3´) 133 

(Ikonomopoulos et al., 2003). 134 

 Alíquotas de 10 �L das amostras amplificadas foram homogeneizadas 135 

com 2 �L de solução de azul de bromofenol, e submetidas à eletroforese 136 

horizontal em gel de agarose a 2% em tampão Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X, 137 

corado com 2 �L de brometo de etídeo.  A corrida foi realizada a 100V durante 60 138 

minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em transiluminador 139 

ultravioleta, com filtro de 300 nm. Os géis foram fotografados utilizando sistema 140 

de fotodocumentação com câmera Kodak Digital Science DC40®.  141 

 Foram utilizados como controles positivos produtos da cepa amplificada de 142 

L. major, e como negativos água miliQ (controle negativo da extração) e o MIX-143 

PCR (controle negativo da PCR).  Para o padrão de peso molecular foi utilizado o 144 

DNA Ladder® (Invitrogen). 145 

PCR para pesquisa do DNA de Trypanosoma cruzi 146 

 Para a elaboração do MIX-PCR, foi utilizado o mesmo protocolo aplicado 147 

para a PCR para Leishmania spp. As condições de amplificação em 148 
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termociclador (GeneAmp PCR System 9600) foram realizadas de acordo com 149 

Ávila et al. (1993), sendo um ciclo para desnaturação inicial a 96°C por 2 minutos; 150 

desnaturação, anexação dos iniciadores e alongamento em 30 ciclos por um 151 

minuto cada a 94°C, 60°C e 72°C, respectivamente; e um ciclo a 72°C durante 152 

dez minutos. Para amplificação dos fragmentos de minicírculos de kDNA, foram 153 

utilizados os iniciadores P35 (5’ AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA 3’) e 154 

P36 (5’ GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 3’) (Sturm et al., 1989). 155 

O procedimento de identificação dos produtos amplificados pela 156 

eletroforese em gel de agarose a 2% seguiu a mesma metodologia descrita para 157 

Leishmania spp. Foram utilizados como controles positivos produtos da cepa “Y” 158 

de T.cruzi amplificada, e como negativos água miliQ (controle negativo da 159 

extração) e o MIX-PCR (controle negativo da PCR).  Para o padrão de peso 160 

molecular foi utilizado o DNA Ladder® (Invitrogen). 161 

3. Resultados 162 

RIFI 163 

Todas as amostras de soros dos 100 cães do canil municipal de 164 

Botucatu foram negativas pela técnica de RIFI para Leishmania spp e apenas 165 

quatro foram positivas pela RIFI para T. cruzi, sendo uma amostra com título 40 166 

e outras três com título 20. Em relação às amostras de soros dos 100 cães do 167 

CCZ de Bauru, verificou-se que 65 apresentavam anticorpos anti-Leishmania 168 

spp., com títulos entre  40 e 2560, e 40 amostras apresentavam anticorpos 169 

anti-T.cruzi, com títulos entre 20 e 1280.   170 

A RIFI apresentou valores de sensibilidade e especificidade de 83,3% e 171 

92,5%, respectivamente, considerando o exame parasitológico direto de fígado 172 

e/ou de baço como padrão-ouro, com coeficiente Kappa 0,751. 173 
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A RIFI detectou anticorpos contra ambos parasitos em 16,5% (33/200) 174 

200 soros testados. Na Tabela 1 são apresentadas as distribuições de 175 

resultados positivos e negativos pela RIFI para Leishmania spp. e T. cruzi. A 176 

distribuição comparativa dos títulos detectados contra estes parasitos pode ser 177 

observada na Tabela 2. 178 

De acordo com a avaliação estatística (Teste de Wilcoxon para amostras 179 

dependentes, com p <0,001), os títulos de anticorpos detectados pela RIFI para 180 

Leishmania spp. foram significativamente superiores aos títulos obtidos para T. 181 

cruzi. 182 

Exames parasitológicos diretos 183 

Não foram encontradas formas amastigotas nas 100 amostras de fígado 184 

e 100 amostras de baço colhidas de cães eutanasiados no canil municipal de 185 

Botucatu-SP. 59 amostras de fígado e 51 amostras de baço de cães 186 

eutanasiados no CCZ de Bauru-SP foram positivas ao exame parasitológico 187 

direto. 44 cães apresentaram amastigotas em ambos órgãos. No total, 66 188 

amostras de fígado e/ou baço foram positivas ao exame parasitológico direto. 189 

 Trinta amostras de fígado e/ou de baço dos 33 cães que apresentaram 190 

anticorpos contra Leishmania spp. e T. cruzi pela RIFI resultaram positivas ao 191 

exame parasitológico direto do fígado e/ou do baço. 192 

 A sensibilidade e especificidade do exame parasitológico de fígado 193 

foram de 89,3% e 100%, respectivamente, com coeficiente Kappa de 0,919; 194 

enquanto que o exame parasitológico de baço apresentou sensibilidade de 195 

77,2% e especificidade de 100%, com coeficiente Kappa 0,882. Não houve 196 

diferença estatisticamente significativa nos valores de sensibilidade e 197 
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especificidade pelo exame parasitológico direto dos dois órgãos, pelo Teste de 198 

McNemar, p<0,001 (Mackinnon, 2000). 199 

PCR para Leishmania spp. 200 

Todas as 100 amostras de fígado e 100 amostras de baço colhidas de 201 

cães eutanasiados no canil municipal de Botucatu foram negativas para a 202 

presença de DNA de Leishmania spp. 76 amostras de fígado e 72 amostras de 203 

baço de cães eutanasiados no CCZ de Bauru foram positivas pela técnica de 204 

PCR para Leishmania spp. 67 cães apresentaram PCR positiva para 205 

Leishmania spp., tanto no fígado quanto no baço. No total, 81 amostras de 206 

fígado e/ou baço foram positivas pela PCR. 207 

 A PCR de fígado apresentou sensibilidade e especificidade de 86,3% e 208 

85,8%, respectivamente, com coeficiente Kappa de 0,685; enquanto que a 209 

PCR de baço apresentou 89,3% de sensibilidade e 90,2% de especificidade, 210 

com coeficiente Kappa de 0,769. Considerando a PCR de fígado e/ou de baço, 211 

os valores de sensibilidade e especificidade foram de 93,9% e 85,8%, 212 

respectivamente, com coeficiente Kappa de 0,744. Não houve diferença 213 

estatisticamente significativa entre as PCRs de fígado e de baço para o 214 

diagnóstico da leishmaniose canina, pelo Teste de McNemar, p<0,001 215 

(Mackinnon, 2000). 216 

Dos 33 cães cujos soros apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. 217 

e anti-T.cruzi, 30 animais apresentaram resultado positivo pela PCR para 218 

Leishmania spp. em amostras de fígado e/ou de baço. Somente um animal 219 

apresentou anticorpos contra ambos parasitos e resultados negativos aos 220 

exames parasitológicos e PCR para Leishmania spp. 221 

  PCR para T. cruzi 222 
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  A PCR resultou negativa para a presença de DNA de T.cruzi em todas 223 

as amostras de fígado e baço colhidas, tanto dos 100 cães de Botucatu, quanto 224 

dos 100 cães de Bauru. 225 

4. Discussão 226 

 Os resultados negativos pela RIFI para Leishmania spp. nas amostras 227 

de soros dos 100 cães de Botucatu-SP utilizados no estudo corroboram os 228 

resultados obtidos por Langoni et al. (2001), que testaram 781 amostras de 229 

soros de cães neste mesmo município, pela técnica de RIFI, e todas resultaram 230 

negativas. Com efeito, nosso estudo contribuiu para a vigilância ativa da 231 

leishmaniose canina em Botucatu-SP.  232 

 A soroprevalência para leishmaniose nos 100 cães avaliados de Bauru-233 

SP foi de 65%, semelhante à verificada por Silva et al. (2001a) - 64,6% 234 

(106/164) em cães de Belo Horizonte-MG, Brasil, e por Albuquerque et al. 235 

(2007) - 64% (16/25) em cães sintomáticos de Recife-PE, Brasil. É importante 236 

ressaltar, no entanto, que as prevalências de leishmaniose detectadas em cães 237 

eutanasiados em CCZs, em áreas endêmicas, são mais elevadas que as reais 238 

prevalências da população canina geral, tendo em vista que a maioria dos cães 239 

destinados a estes Centros apresenta suspeita clínica para LV ou são 240 

identificados como sorologicamente positivos em inquéritos de massa. 241 

 A soroprevalência para T.cruzi em cães de Botucatu-SP foi baixa (4%), 242 

quando comparada à detectada em cães de Bauru-SP (40%). Reyes et al. 243 

(2002) também verificaram número reduzido de cães positivos para doença de 244 

Chagas na Costa Rica – 6,2% (11/176). No entanto, os valores de 245 

soroprevalência contra este parasito podem variar em uma mesma região 246 

(Montenegro et al., 2002). 247 
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 A ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e T.cruzi em 248 

soros de cães avaliados no presente estudo - 16,5% (33/200) corroboram a 249 

constatada por Silveira et al. (1996) - 18,2% (24/132), em cães do Paraná, 250 

Brasil, e também por Troncarelli et al. (2008) - 16,3% (135/826), em soros 251 

caninos testados no Serviço de Diagnóstico de Zoonoses da FMVZ/UNESP-252 

Botucatu, SP, Brasil.  253 

 Embora Sundar e Rai (2002) afirmassem que os antígenos comumente 254 

utilizados nos testes sorológicos derivados de meios de cultura pudessem 255 

produzir reações cruzadas, a RIFI apresentou elevada especificidade no 256 

presente estudo, mesmo utilizando como antígeno formas promastigotas de L. 257 

major obtidas de meio de cultura. Da mesma maneira, a utilização da cepa “Y” 258 

de T.cruzi (parasito íntegro) como antígeno para a RIFI, poderia possibilitar um 259 

maior número de reações cruzadas com Leishmania spp. No entanto, mesmo 260 

quando se utilizam antígenos mais específicos de T.cruzi em provas 261 

sorológicas para o diagnóstico da doença de Chagas em cães, ainda podem 262 

ocorrer reações cruzadas entre T.cruzi e Leishmania spp. (Lauricella et al., 263 

1998). 264 

 Ressalta-se, por outro lado que, em áreas endêmicas para LVC, as 265 

reações cruzadas pela RIFI para Leishmania spp. e T.cruzi em amostras de 266 

soros caninos nem sempre apresentam freqüências elevadas (Maywald et 267 

al.,1996; Cabral et al., 1998; Rosypal et al., 2007). Há que se considerar ainda 268 

que existem áreas endêmicas de sobreposição para Leishmania spp. e T.cruzi, 269 

especialmente nas Américas, onde casos de co-infecção por ambos parasitos 270 

podem ocorrer, tanto em cães como em humanos. Com efeito, os resultados 271 

obtidos à sorologia podem demonstrar presença de anticorpos contra 272 
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Leishmania spp. e T.cruzi, não representando necessariamente reação 273 

cruzada, e sim infecção por ambos protozoários (Grosjean et al., 2003). 274 

 No presente estudo, houve elevada acuidade diagnóstica ao exame 275 

parasitológico de fígado e de baço, para a detecção de cães parasitados. No 276 

entanto, é conhecido que a prática de punção aspirativa, ou mesmo a biopsia 277 

de fragmentos destes órgãos, devem ser realizadas com cautela, 278 

especialmente em cães que apresentam hepato e/ou esplenomegalia, devido 279 

ao risco de hemorragia. Ressalta-se ainda que, apesar da PCR também ter 280 

apresentado elevadas sensibilidade e especificidade a partir de amostras de 281 

fígado e baço, a técnica tem sido empregada com bons resultados por outros 282 

pesquisadores, utilizando amostras de sangue ou punções aspirativas de 283 

linfonodos e de medula óssea (Reale et al., 1999; Silva et al., 2001b, 284 

Ikonomopoulos et al., 2003; Strauss-Ayali et al., 2004). 285 

 A ausência de resultados positivos pela PCR para Leishmania spp. a 286 

partir de amostras de fígado e de baço de 100 cães de Botucatu-SP indicam a 287 

ausência de infecção destes animais pelo parasito, confirmando os resultados 288 

negativos pela RIFI e pelos exames parasitológicos diretos. Com relação aos 289 

100 cães de Bauru-SP, a PCR apresentou valores de acuidade elevados para 290 

o diagnóstico de leishmaniose, corroborando o que foi constatado por outros 291 

pesquisadores, que verificaram até 100% de sensibilidade da técnica para a 292 

detecção do DNA do parasito em amostras biológicas de cães (Mathis e 293 

Deplazes, 1995; Lachaud et al., 2002; Reithinger e Dujardin, 2007). Além disso, 294 

a PCR apresentou substancial concordância com o exame parasitológico.  295 

 Os resultados negativos pela PCR para T.cruzi em cães de Botucatu-SP, 296 

obtidos no presente estudo, diferem dos obtidos por Lucheis et al. (2005), que 297 
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verificaram 50% de positividade por esta técnica em amostras de sangue de 298 

cães de pacientes chagásicos da região deste município. Como a prevalência 299 

de doença de Chagas canina é desconhecida nos municípios de Bauru-SP e 300 

Botucatu-SP, sugere-se que a doença canina esteja presente em áreas 301 

restritas, especialmente em regiões onde existam casos humanos.  302 

 Dos 33 cães que apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T. 303 

cruzi pela RIFI, verificou-se que 30 amostras (90,9%) de fígado e/ou de baço 304 

resultaram positivas ao exame parasitológico direto e 30 amostras (90,9%) de 305 

fígado e/ou de baço foram positivas à PCR para Leishmania spp, confirmando 306 

a infecção por este parasito. Somente um cão apresentou soro com anticorpos 307 

anti-Leishmania spp. e anti-T. cruzi pela RIFI, mas resultados negativos nas 308 

amostras de fígado e de baço, tanto ao exame parasitológico direto, quanto 309 

pela PCR para Leishmania spp. Estes resultados sugerem a ocorrência de 310 

somente uma reação inespecífica à sorologia ou reduzida carga parasitária, 311 

que pode não ter possibilitado a detecção pelos exames parasitológicos e 312 

biomoleculares.  313 

5. Conclusões 314 

 A utilização de três técnicas diagnósticas (Reação de 315 

Imunofluorescência Indireta, exame parasitológico direto e Reação em Cadeia 316 

pela Polimerase) possibilitou elevada acuidade para o diagnóstico elucidativo 317 

da leishmaniose e doença de Chagas em cães procedentes de Bauru-SP e 318 

Botucatu-SP. 319 

6. Aprovação pela Câmara de Ética 320 
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O projeto do presente estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em 321 

Experimentação Animal da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, protocolo n° 58/2006-322 
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TABELA 1 – Distribuição dos resultados obtidos pela Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI) para a detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. e/ou anti-

Trypanosoma cruzi em amostras de soros de 100 cães de Bauru-SP e de 100 cães 

de Botucatu-SP.  Botucatu-SP, Brasil, 2008. 

Diagnóstico 
Freqüência 

absoluta 
Percentual 

relativo 
(-) Leishmania spp.  e (-) T. cruzi 120 60,0% 
(+) Leishmania spp. e (-) T. cruzi 32 16,0% 
(-) Leishmania spp. e (+) T. cruzi 15 7,5% 
(+) Leishmania spp.  e (+) T. cruzi 33 16,5% 
Total 200 100,0% 

(+) positivo para presença de anticorpos contra o parasito 

(-) negativo para presença de anticorpos contra o parasito 
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TABELA 2 – Distribuição comparativa entre os títulos de anticorpos anti-Leishmania 

e/ou anti-Trypanosoma cruzi detectados pela RIFI em amostras de soros de 100 

cães de Bauru-SP e 100 cães de Botucatu-SP. Botucatu-SP, Brasil, 2008.   

Títulos Freqüência 
absoluta 

Percentual 
relativo* 

Percentual 
relativo** 

Leishmania spp. > T.cruzi 22 66,7% 11% 
Leishmania spp. < T.cruzi 4 12,1% 0,2% 
Leishmania spp. = T.cruzi 7 21,2% 0,3% 
Total 33 100,0% 16,5% 

>-maior; <-menor; =-igual 
*Percentual relativo ao total de reações cruzadas. 
**Percentual relativo ao total de 200 amostras de soros testadas (de 100 cães de Bauru-SP e de 100 

cães de Botucatu-SP). 
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