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RESUMO

A importancia do diagnostico da leishmaniose vidceanina no Brasil reside no fato de
que, dentre as estratégias de controle da doengeadlas pela Fundacdo Nacional de
Saude, encontra-se a eliminagdo do cdo doméstiotbgiramente positivo. Desta forma,
torna-se necessario o conhecimento da sensibilidgadia especificidade das provas
soroldgicas utilizadas para a correta identificagiestes animais. Para avaliar o
desempenho dos métodos soroldgicos no diagnésticteishmaniose visceral canina,
foram determinadas e comparadas as caracteristosasnétodos de ELISA, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatdg, adotando-se como padrdo o
método parasitologico. Para tanto, foram utilizaB®scdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral e 45 caes sadios provesigigtérea ndo endémica para a doenca. A
RIFI revelou sensibilidade de 98% e especificidael®1,1%, além de 6tima concordancia
com o método parasitologico (Kappa = 0,893). Osodud de ELISA e de
imunocromatografia apresentaram boa concordancim @ método parasitolégico
(coeficientes Kappa de 0,788 e 0,769, respectivegpervalores de sensibilidade de 94% e
86% e especificidade de 84,4% e 91,1%, respectm@n€om relacdo a ocorréncia de
reacdes cruzadas com leishmaniose visceral, damtdtras de soro positivas para doenca
de Chagas, nove (64,3%) foram consideradas pasifpeda técnica de ELISA e seis
(42,9%) pela RIFI, ndo se observando resultadosiyass por imunocromatografia. Das 13
amostras de soros de animais portadores de esdgguiona (7,7%) apresentou resultado
positivo por meio dos métodos de ELISA e de imummatografia. Das seis amostras de
soro de caes apresentando co-infeccdo por erlguiesabesiose, cinco (83,3%) foram
classificadas como positivas pela técnica de EL&S#és (50%) por imunocromatografia,

nao se observando resultados positivos pela RI&$. D amostras de soro de caes com
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toxoplasmose, cinco (50%) foram positivas pela RIEI uma (10%) por
imunocromatografia, ndo ocorrendo reacao cruzatiatpenica de ELISA. Somente uma
(12,5%) das oito amostras de soro de caes com mre@sgpobteve resultado positivo pela
técnica de imunocromatografia, e das 13 amostrasode de cdes com co-infeccdo por
toxoplasmose e neosporose, trés (23%) foram pasitigor meio da técnica de
imunocromatografia. Das 12 amostras de soros deatdr babesiose nenhuma apresentou
reacao positiva pelos trés testes empregados. Egadudos resultados obtidos, a escolha
do melhor método sorolégico para o diagndsticoetkshinaniose visceral canina depende
nao somente de sua sensibilidade e especificidads, também do conhecimento de
ocorréncia de reacbes cruzadas com outros agerttegieos e da situacdo

epidemioldgica da doenca na regiao.

Palavras-chaves ou unitermos: leishmaniose visceral, cdo, ELISA, reacdo de

imunofluorescéncia indireta, imunocromatografia.
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ABSTRACT

The importance of canine visceral leishmaniasigmbais in Brazil is based on the fact
that, according to the Ministry of Health, a semmipge dog must be culled. Thus, it's
important to know the sensitivity and specificitglwes of the methods employed for the
diagnosis of the disease. To evaluate the perfarenahthe available sorological tests for
the diagnosis of canine leishmaniasis it was detesthand compared the sensitivity and
specificity of ELISA, indirect immunofluorescent tdody test (IFAT) and
immunochromatographic test using the parasitolégest as the gold standard. For this
purposal, the study was carried out with a grougp®@fnaturally infected dogs from an
endemic area and 45 healthy dogs from a non endmmécfor visceral leishmaniasis. The
IFAT was 98% sensitive and 91,1% specific, and sftbavvery good concordance with the
parasitiological test (k = 0,893). The ELISA showaedensitivity of 94% and specificity of
84,4% and when kappa index was analysed, a goatbidance was obseved (k = 0,788).
The immunochromatographic test was 86% sensisanek 91,1% specific and showed a
good concordance with the parasitiological test (%769). About the occurrence of cross
reaction with visceral leishmaniasis, nine (64,3%) of 14 positive samples for Chagas’
disease were positive by ELISA and six (42,9%) @fut4 were positive by IFAT, while
the immunocromatographic test didn’'t yield any pwsi result. One (7,7%), out of 13
positive samples for ehrlichiosis, was positive FIMISA and immunocromatografic test.
Five (83,3%) out of six positive samples for ehniasis and babesiosis were positive by
ELISA and three (50%) by immunocromatography, ehBAT didn’t yield any positive
result. Five (50%) out of 10 positive samplestfbroplasmosis were positive by IFAT and

one (10%) by immunocromatography. Only one (12,5%)of eight positive samples for
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neosporosis was positive by immunocromatographyedh(23%) out of 13 positive
samples for toxoplasmosis and neosporosis wergiybly immunocromatography. None
of the 12 positive samples for babesiosis yieldpostive result by any method. Based on
the results of this survey, the best option foemlegical method for visceral leishmaniais
diagnosis depends not only on the sensitivity oecsjeity values, but also on the
knowledge of occurrence of cross reaction amondnquens and the epidemiological

situation of the area.

Keywords: Visceral leishmaniasis, dog, ELISA, indirect immfinorescent antibody test,

immunochromatographic test.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmaniose Visceral Canina

Etiologia e epidemiologia

A leishmaniose visceral, também conhecida comaZ2a] € uma antropozoonose
causada por protozoarios da ord€metoplastida familia Trypanosomatidae do género
Leishmaniague infectam o cdo e uma ampla variedade de vades, incluindo o homem,
com larga distribuicdo nas regides tropicais erspiitais do planeta (ALENCAR et al.,
1991; KONTOS; KOUTINAS, 1993). A leishmaniose pa#r tegumentar ou visceral. A
espécie envolvida com a infeccdo na leishmanioseeral depende da regido geografica,
sendo d_eishmania donovaro agente etioldgico na Asia e Africal.aishmania infantum
na Asia, Europa e Africa, e &eishmania chagasias Américas (SAO PAULO, 2003).
Apesar da discordancia entre pesquisadores, samatha&struturais verificadas por meio
de estudos moleculares sugerem gue éhagasie aL. infantumsejam a mesma espécie,
permitindo que alguns autores denominem de infantum o agente etiol6gico desta
enfermidade também nas Américas (MAURICIO et &99).

A doenca é endémica em 87 paises, incluindo 24aww Mundo e 66 no Velho
Mundo e, de acordo com dados da Organiza¢do MuddiSlatde, cerca de 90% dos casos
notificados ocorrem na india, Suddo, BangladeshrasiB(BORJA-CABRERA et al.,
2002).

No Brasil, a leishmaniose visceral humana ja fentificada em 19 dos 27 estados
da Federacdo e casos autoctones foram descritaprerimadamente 1600 municipios
(MELO, 2004 SAO PAULO, 2003) No estado de S#o Paulo, a doenca canina foi
identificada pela primeira vez no municipio de Ataba no ano de 1998 e, desde entéo, ja
foi descrita em 41 municipios, difundindo-se pan&ras regides do estado, inclusive com
casos autoctones identificados na regidao metrgpalitia cidade de S&o Paulo a partir do
ano de 2005 (REICHMAN, 2006; SAO PAULO, 200Bp municipio de Aracatuba, de
uma populacdo canina estimada em 47.000 caasdqu

do inicio da epidemia, cerca de 34.000 cdes acdasetiela doenca foram submetidos a



eutanésia no periodo compreendido entre 2002 a’2005

No passado a leishmaniose visceral era descrita coma doenca de ambientes
silvestres ou rurais, entretanto, as transformagimbientais provocadas pelo intenso
processo migratorio e o processo de urbanizac@weamte levaram a uma expansao das
areas endémicas, com o aparecimento de novos fpmstando a enfermidade como uma
doenca reemergente (ALVES; BEVILACQUA, 2004; CASTRO96; MELO, 2004).

A doenca ja foi identificada no céo, gato, canédgitvestres, marsupiais e roedores
(BANETH, 2006; CASTRO, 1996; GENARO, 1993; SANTA BA; OLIVEIRA, 1997).

Os cées, considerados 0s principais reservatéoimgsticos, sdo de grande importancia na
manutencdo do ciclo da doenca, constituindo-seringipal elo na cadeia de transmissao
da leishmaniose visceral (MELO, 2Q04Essa importancia baseia-se no fato da
leishmaniose visceral ser mais prevalente na po@alacanina que na humana, pela
constatacdo de que os casos humanos normalmenfes@ulidos por casos caninos e,
pelo fato dos caes apresentarem uma maior quaetidadparasitas na pele do que o
homem, o que favorece a infec¢céo dos vetores (BANEDO06; CASTRO, 1996; SANTA
ROSA; OLIVEIRA, 1997; SCOTT et al.; 2001).

As leishmanias sdo protozoarios pleomorficos quapbetam seus ciclos de vida
em dois hospedeiros, sendo um vertebrado (canideedpres ou humanos) e um
invertebrado (KONTOS; KOUTINAS, 1993). Elas aprdaem duas formas; uma
aflagelada ou amastigota, intracelular obrigatogacontrada nas células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebradamitra, flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestdrio dos insetos vet@A©O(PAULO, 2003;SLAPPENDEL,
1988). Estes ultimos séo flebotomineos pertensemtevarias espécies do género
Lutzomyia, conhecidos popularmente no Brasil como mosquilioapdirigui ou tatuquiras
(FEITOSA et al., 2000).

* MORGADO, A.A. Chefe do Servico de Controlo de Zoses do municipio de Aracatuba- SP. Dados

obtidos oralmente, 2006



Patogénese

Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vadbinfectado o
flebotomineo ingere macréfagos parasitados porderamastigotas deeishmania sp.as
quais sofrem divisdo binaria, multiplicacdo e difemiacdo em formas paramastigotas.
Estas colonizam o tubo digestorio do vetor e difei@m-se em formas promastigotas
metaciclicas, que sdo as formas infectantes. © biol6gico completa-se com a picada do
fleb6tomo infectado e subsequiente inoculacdo dexd®rpromastigotas do parasita na
corrente sanguinea de um novo hospedeiro vertebasdguais diferenciam-se em formas
amastigotas no interior de macrofagos. Ocorre eatd@sseminacdo linfatica para outros
tecidos ricos em células do sistema mononuclearci@gio. A infecgdo dissemina-se para
linfonodos, baco e medula 6ssea dentro das prisnbmeas (BANETH, 2006; KONTOS;
KOUTINAS, 1993).

Em camundongos demonstrou-se que os macréfagalaas dendriticas e as
células de Langerhans, infectadas por parasitasmacomo células apresentadoras de
antigenos ativando linfocitos (CD4+) Tal ou Ta2f@em ativadas preferencialmente as
células Tal ocorre a producdo de citocinas préimfitorias, as quais aumentam a
eficiéncia das células fagociticas e de linfécititetoxicos, podendo haver controle do
parasitismo com a eliminacdo da infeccdo. Em cst@rajuando a infeccdo esta associada
com a inducdo de linfécitos Ta2, ocorre a produd&o citocinas anti-inflamatorias,
proliferacdo de células B com subsequente produgio imunoglobulinas e
desenvolvimento da infeccdo (CIARAMELLA; CORONA, @) FEITOSA et al., 2000;
FERRER, 2002aPINELLI et al., 1994). Um perigo potencial da reagdlo de linfocitos T
prejudicada e da atividade exuberante de linfé@tésa geracdo de uma grande quantidade
de imunecomplexos circulantes, causando danos emsvérgdos (BANETH, 2006;
CIARAMELLA; CORONA, 2003; FEITOSA et al., 2000; FEHRER et al.,, 1995;
KONTOS; KOUTINAS, 1993; NOLI, 1999Na enfermidade natural, estdo ativados tanto
0s subtipos Tal quanto Ta2, sendo que a variedzlsidtomas e a gravidade da doenca
dependem do equilibrio entre esses dois sistentad3 FSA et al., 2000; PINELLI et al.,
1994).



Achados clinicos

Os sintomas da leishmaniose visceral canina vareim decorréncia dos
mecanismos imunoldgicos ativados pelo hospedeimodmno dos 6rgdos acometidos. As
manifestacdes clinicas da doenca no cdo e no hafiersemelhantes e, freqientemente,
incluem alteracfes inespecificas tais como apatiagrecimento progressivo, hiporexia ou
anorexia, linfoadenomegalia,, hepatoesplenomegdiipertermia (FEITOSA et al., 2000).

Linfoadenomegalia generalizada e esplenomegaticakéracdes bastante comuns
causadas por uma proliferacdo intensa de linfo@{dsstiocitos e macr6fagos em resposta
a presenca do parasita (CIARAMELLA; CORONA, 200®)KTOS; KOUTINAS, 1993).

A perda de peso esta freqlentemente relacionadanaolvimento visceral, podendo
ocorrer mesmo em caes com normorexia (FEITOSA.e2@00). Os cdes podem ainda
apresentar uma atrofia muscular proeminente, qogatimente em musculatura facial e
temporal (KONTOS; KOUTINAS, 1993). E comum a ocowi@ de hipertermia
intermitente, com valores de temperatura variandoeeet0,5C e 42C (FEITOSA et al.,
2000).

As alteracdes dermatoldgicas sao bastante freggienmt animais com leishmaniose
visceral. O cdo pode apresentar tanto um pelame semo uma seborréia oleosa,
acompanhada ou ndo de prurido e, muitas vezescontaminagado bacteriana secundaria.
Muitos animais apresentam uma excessiva descancat@oea que pode, eventualmente,
tornar-se disseminada por todo o corpo. E comutysargacdo de areas de rarefagéo pilosa
e alopecia, associadas ou ndo a ocorréncia deeeagles ou Ulceras cutdneas (FEITOSA
et al., 2000; SCOTT et al.,, 2001; SLAPPENDEL, 1988 locais correspondentes a
saliéncias 6sseas pode-se observar tanto areapestgueratose e lignificacdo como areas
ulceradas, as quais estao, freqientemente, redatd@sra uma acao direta do parasita ou a
uma vasculite necrotizante causada pela deposeaauhecomplexos (CIARAMELLA et
al., 1997). Alguns cées apresentam despigmentagtaoneaa, principalmente no plano nasal.
A onicogrifose é um achado relativamente comumcausada pela presenca do parasita
estimulando a matriz ungueal (FEITOSA et al., 2@OQTT et al., 2001; SLAPPENDEL,
1988).



As alteracdes oftdlmicas acometem preferenciaknesiegmento anterior do globo
ocular, sendo mais comum a blefarite associada&r@aalite facial, embora ndo seja raro
observar ceratoconjuntivite seca (CIARAMELLA et, a997; NOLI, 1999). A uveite,
geralmente bilateral, pode ser observada em agdoc@m edema de cornea e formacéo
de sinéquias devido a presencalLéeshmania spou como consequéncia da deposi¢do de
imunecomplexos na iris e corpo ciliar (FEITOSA, @00

Muitos cdes com leishmaniose visceral apresentgistage, normalmente
unilateral, moderada e intermitente. A provavel sea® uma combinacdo de lesdes
ulcerativas e inflamatérias na mucosa nasal (CIARAMA; CORONA, 2003; KONTOS;
KOUTINAS, 1993). E possivel observar animais coradjo de diarréia cronica devido a
presenca de ulceracbes de mucosa gastrica e natesesultando em fezes aquosas
acompanhadas de hematoquezia ou melena (CIARAMELCARONA, 2003). A
deposicdo de imunecomplexos nos rins eventualmegelta em glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite tubulointersticiphdendo evoluir para uma insuficiéncia
renal crénica (FERRER, 2002b; KONTOS; KOUTINAS, 399

Dentre os sintomas neuroldgicos ja observados s icaturalmente acometidos
por leishmaniose visceral destacam-se as convulsSeslteracbes em pares de nervos
cranianos (estrabismo, ptose facial e disfagiagragdes de locomogéo tais como andar
compulsivo e em circulos, lesbes vestibulares eciddas por ataxia e nistagmo e,
alteracOes cerebelares com ocorréncia de tremantelecdo. Tais sintomas podem ser
decorrentes da deposicao de imunecomplexos ounpeecbes oportunistas no sistema
nervoso central (CIARAMELLA et al., 1997; FEITOSA&., 2005).

Diagnéstico

O diagndstico clinico da leishmaniose visceral mang dificil de ser realizado
devido a variedade de sintomas da doenc¢a. Os alldimos ndo sao patognomonicos da
doenca e podem sugerir outras enfermidades, taonandiagnéstico imunoldgico ou
parasitolégico necessarios para a confirmacdo dpesta (FEITOSA et al., 2000;
FEITOSA, 2006; SINGH et al., 2003). Por outro ladnguanto a prevaléncia da infeccao

em cdes em areas endémicas pode chegar a mai®wiea frevaléncia da doenca varia



entre trés e 10%, demonstrando que a maioria dssigfctados ndo desenvolve sintomas,
dificultando mais ainda o diagndstico (FERRER, 200Esses animais podem permanecer
assintomaticos por toda a vida ou desenvolver miasoapds periodos que variam de trés
meses a alguns anos (FERRER et al., 1995).

Os achados do hemograma, da urinalise ou de detsgdas bioquimicas sdo
inespecificos (GRADONI, 2002). A alteracado hemajma mais frequiente na leishmaniose
visceral canina € a anemia, que pode variar dede@yrave e apresentar carater regenerativo
ou arregenerativo. Uma leucocitose por neutrofdiaando presentes, estdo normalmente
associados a um quadro de infec¢do bacterianadd@tanAs alteracdes em linfécitos sédo
pouco frequentes, porém a presenca de monocitoseneém, muitas vezes acompanhada
de grandes mondcitos ativados. A presenca de foramaastigotas nos esfregacos
sangliineos é um achado raro (IKEDA et al., 20035 fdses finais da doenca observa-se
também trombocitopenia, no entanto a contagem etaga pode ser normal
(CIARAMELLA; CORONA, 2003; FEITOSA et al., 2000).sAaltera¢des da urinalise ou
de avaliagc6es bioquimicas refletem, normalmentecomprometimento renal ou hepatico
em decorréncia da doenca. Muitos animais portadigdeishmaniose visceral apresentam
hiperglobulinemia, consequéncia do aumento dasddsacbeta e gama, associada a
hipoalbuminemia (BANETH, 2006; CIARAMELLA et al.997; FEITOSA et al., 2000).

A confirmacéo do diagnéstico da leishmaniose valgeode se basear em métodos
parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares. Apdsadiscordancias entre alguns autores, o
exame parasitolégico é considerado, ainda, o testepara o diagndstico da doenca (DYE
et al., 1993; LEONTIDES et al., 2002; SINGH et aD03). Podem ser observadas formas
amastigotas do parasita em esfregacos de linfonededula 6ssea, aspirado esplénico,
bidpsia hepatica e esfregacos sangiliineos coraduscooantes de rotina, tais como
Giemsa, Wright e Panoético. As formas amastigotas re@onhecidas pela sua forma
esférica a ovoide, medindo 2-5 um e contendo unealterredondado e um cinetoplasto
alongado (SWENSON et al., 1988; WOLSCHRIJN et 4/996). Na dependéncia do
tempo dispendido procurando o
parasita, a sensibilidade passa a ser de, no mA&D6 em caes sintomaticos e menor em
cdes assintomaticos. A sensibilidade depende do dggparasitemia, do tipo de material
bioldgico coletado e do tempo de leitura da lamWMWEOLSCHRIIN et al., 1996). Em



alguns pacientes a visualizacdo de parasitas @ mabibriosa e os resultados negativos néo
sdo incomuns, especialmente nos casos cronicosDAKEARCIA; FEITOSA, 2006;
SLAPPENDEL, 1988).

A deteccdo de anticorpos ahgishmania sp.circulantes utilizando técnicas
sorodiagndsticas constitui-se no instrumento mdiizado para o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina. Animais doentes dedezm principalmente uma resposta
imune humoral e produzem altos titulos de IgG bheishmania spA soroconversao
ocorre aproximadamente trés meses apos a infecgdditllos permanecem elevados por,
pelo menos, dois anos. Entretanto, os testes gicok devem ser interpretados com
cautela, uma vez que ndo sao 100% sensiveis arfadiha detectar cdes infectados no
periodo pré-patente e antes da soroconversaogo&esunca fardo soroconversao e caes
soropositivos que se convertem em soronegativos aimata permanecem infectados
(FERRER, 2002a; FERRER et al., 1995; IKEDA-GARCIAEITOSA, 2006;
LEONTIDES et al.,, 2002). Animais com menos de tmésses de idade ndo devem ser
avaliados através de métodos soroldgicos pois pagersentar resultados positivos pela
presenca de anticorpos maternos (BRAGA et al., 1998

Muitos testes soroldgicos podem ser utilizados ¢amo fixacdo de complemento,
hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indir&LISA, imunoprecipitacdo em gel e
western blot (ALVES; BEVILACQUA, 2004; CIARAMELLA; CORONA, 2003;
FERRER et al., 1995; SCALONE et al., 2002; VERCAMNIEt al., 1997). As técnicas
sorolégicas recomendadas atualmente pelo Ministél@ Salde para o0 inquérito
epidemioldgico canino sdo a imunofluorescénciar@tdi e o ELISA. Na reacdo de
imunofluorescéncia indireta, o ponto de corte s@@ano titulo igual a 1:40 e, no ELISA, o
ponto de corte é determinado a partir da densidatiea média acrescida de trés desvio-
padroes de um grupo controle negativo (BRASIL, 200BNTA ROSA; OLIVEIRA,
1997). Para a determinacao do ponto de corte gaoaie ELISA, a média das densidades
Opticas de animais sadios podem ser acrescida®ideectinco desvios (EVANS et al.,
1990; MANCIANTI et al., 1995; RAJASEKARIAH et a001). As alteragdes dos valores
do ponto de corte podem, conseqiientemente, aliesansibilidade e especificidade do
método de ELISA (FERRER, 1995).

A RIFI tem sido a técnica sorolégica mais utilizamadiagnostico da leishmaniose



visceral canina, particularmente em inquéritos @pidlogicos (BRASIL, 2003),
entretanto, possui a desvantagem de que, quandmalse de um grande nuamero de
amostras, o tempo dispendido pelo profissional pdeitura das laminas é muito grande
(RACHAMIN et al., 1991). A reacdo de imunofluoresci@ indireta (RIFI) demonstra
sensibilidade que varia entre 90 e 100% e espigcitie entre 80 e 100% (ALVES;
BEVILACQUA, 2004; METTLER et al., 2005). De acordom Mancianti et al. (1995),
esta reacdo pode determinar valores de sensilslidagspecificidade de 98,4% e 100%,
respectivamente. A especificidade desta provajagicada devido a ocorréncia de reacdes
cruzadas com doengas causadas por outros tripaatideos, tais como o0 agente causador
da doenca de Chagas. Portanto, seus resultadatewém ser utilizados como indicadores
de infeccdo leishmaniética especifica, particulantmem areas onde a doenca de Chagas é
endémica (ALVES; BEVILACQUA, 2004; COSTA et al., 99. Existem, na literatura,
inmeros relatos da ocorréncia de reagdo sorol@giczada entre os membros da familia
Trypanosomatidaesnvolvendo, principalmente, os protozoatioshagasi, L. braziliensis

e Trypanosoma. cruzios quais possuem uma relacdo filogenética mustoeia. No
entanto, a ocorréncia de reacdo cruzada entrerlaisbse visceral canina e outros agentes
etiologicos por meio dos métodos sorolégicos aidaotivo de discordancias na medicina
veterinaria. Antigenos de superficie e antigenos microtibulos do citoesqueleto do
protozodario sdo comuns a todos os tripanosomatmleog justifica a ocorréncia de reacao
cruzada entre eles (BADARO et al., 1986). J&, ocelacéio a ocorréncia de reacdo cruzada
com outras enfermidades, Vercammen et al. (199iigamdo amostras de soro de trés
cées infectados pddabesia spe de um céao infectado p&ihrlichia sp, ndo observaram
resultados positivos quando da realizacao da Rifd kzishmaniose visceral.

O teste de ELISA para pesquisa de anticorpos Laighmania sp.apresenta,
dependendo do antigeno empregado, uma sensibiliplexdearia entre 95% e 99,5% e uma
especificidade entre 97,1% a 100% (LAURENTI et 2005; MANCIANTI et al., 1995).
H4, contudo, discordancias entre alguns autores,qums descreveram valores de
sensibilidade e especificidade de 80 e 81%, respewente (ASHFORD et al., 1995) e
outros que observaram valores de 100% para ambdsdaes (VERCAMMEN et al.,
1997). A sensibilidade e especificidade deste neétddpendem do tipo de antigeno

empregado (espécie ou forma evolutiva do parastajle mudancas no protocolo



experimental padrao (tempo de incubacdo ou tipo rderoplacas utilizadas)
(REINTHINGER et al., 2002). As técnicas que utifizantigenos totais sao limitadas em
termos de especificidade, apresentando rea¢desdasindo somente com outras espécies
da familiaTrypanosomatidaemas também com organismos filogeneticamente riesa
(MELO, 2004; RACHAMIN et al., 1991). Enquanto algutrabalhos apontam para a
ocorréncia de reacdo cruzada entre leishmanioseraise babesiose canina ou doenca de
Chagas por meio da técnica de ELISA (ROSARIO eRf05), outros afirmam n&o existir
reacdo cruzada com erliquiose e babesiose (LIMAl.et2005; VERCAMMEN et al.,
1997), toxoplasmose (LIMA et al.,, 2005) e doencaGlagas (VERCAMMEN et al.,
1997).

Com o objetivo de tentar elevar a sensibilidade especificidade das provas
sorolégicas, tém sido utilizados antigenos purifasacomo as glicoproteinas de membrana
gp63, gp72, gp70 especificas do gérerishmaniaentretanto, ainda assim podem ocorrer
reacbes cruzadas com outros tripanosomatideos (8LVBEVILACQUA, 2004;
BADARO et al., 1986; SCALONE et al., 2002; VEXENAT al., 1996). Alguns antigenos
recombinantes, como o rK39, o rK9 e o rK26, forgemeticamente desenvolvidos e
parecem conferir grande sensibilidade quando deaedo da sorologia (BHATIA et al.,
1999; ROSATI et al., 2003).

Além das provas sorolégicas de rotina existem gest®mmerciais de
imunocromatografia utilizados tanto em humanos tguam animais (BERN et al., 2000;
CARVALHO et al., 2003; GRADONI, 2002; REITHINGER at., 2002; SUNDAR et al.,
2002). A maioria destes consiste de métodos queegiam anticorpos monoclonais anti-
IgG de cédo e antigenos deishmaniade diferentes fontes. Eles sdo atrativos devido a
simplicidade de uso e a répida resposta (cercaOdmifiutos)(GRADONI, 2002). A
sensibilidade e a especificidade destes testéiganotio o antigeno recombinante rK39 para
o diagnéstico da leishamniose visceral humana warike acordo com a literatura, de 90 a
100% e de 93 a 100%, respectivamente (BERN eR@0Q; CARVALHO et al., 2003;
SUNDAR et al., 2002). Ja na avaliacdo do testemdsmocromatografia para deteccdo de
leishmaniose visceral canina, enquanto alguns esittgscreveram valores de sensibilidade
entre 84 e 92,1% e de especificidade entre 9D 10LAURENTI et al., 2005; MELO,

2004), outros observaram uma sensibilidade de 109%especificidade de 75%
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(REITHINGER et al., 2002). Apesar dos relatos de qs testes de imunocromatografia
podem levar a uma grande proporcao de diagnégttsaspositivos, existem discordancias
quanto a ocorréncia de reacéo cruzada do antigg@8aomLeishmania braziliensisu T.
cruzi (REITHINGER et al., 2002).

O método do PCReacdo em cadeia da polimerase) através do gpaksivel
identificar e amplificar seletivamente o DNA do gsita(BANETH, 2006; NOLI, 1999),
constitui-se em uma nova perspectiva para o didigodda leishmaniose visceral pois
apresenta sensibilidade e especificidade muitcadbesy; proximas a 100% (ASHFORD et
al., 1995; ROURA et al., 1999). A principal deswygm das técnicas moleculares é que
elas requerem laboratorios bem equipados (BRASIQ3R

A importancia do diagnostico da leishmaniose vaceanina no Brasil reside no
fato de que dentre as estratégias de controle elacddndicadas pela Fundacao Nacional
de Saude encontra-se a eliminagdo do cao doméstemiado (CASTRO, 1996; SANTA
ROSA; OLIVEIRA,1997;SA0 PAULO, 2003). As limitacbes associadas aomexa
parasitoldgico, tais como a dificuldade de puncé@ontedula éssea em animais obesos,
dificuldade de obtencdo de material quando da purd@ linfonodos de tamanhos
reduzidos e, muitas vezes, a falta de experiéncigrofissional na identificacdo do
parasita, fazem, do método soroldgico uma ferraanétit no diagnostico da leishmaniose
visceral por se tratar de uma técnica pouco ineasigessivel para a a maioria dos clinicos
veterinarios e que demonstra uma sensibilidaderisu@®s métodos parasitologicos. Em
se tratando de um programa de controle de doersg@tba na eliminacéo do reservatorio, é
de extrema importancia o conhecimento da sensidiéide da especificidade das provas
sorolégicas utilizadas para a correta identificag@ofontes de infec¢do, evitando-se as
taxas de positividade equivocadas.

Nesse contexto, um ponto a ser considerado éssibilalade de reacdes cruzadas
entre leishmaniose visceral, doenca de Chagagjuiedie, babesiose, toxoplasmose e
neosporose; enfermidades comumente observadas mesraa regido geografica e, cujo
diagnostico diferencial torna-se muitas vezes dii@do pela semelhanca entre alguns
sintomas e entre alteragdes laboratoriais .

Em é&reas endémicas para leishmaniose visceral é@sdos sorolégicos séo

rotineiramente utilizados como exame de triagem pgascartar a possibilidade de infeccao
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por L. chagasiem cédes com alteracdes clinicas compativeis cdoerca, antes mesmo de
se investigar outros possiveis diagnosticos difgag Quando a sorologia é utilizada
como Unico método de diagndstico da leishmanioseexw@l canina a ocorréncia de reacao
cruzada pode implicar na eutanasia de um animaheiido por outro agente passivel de
tratamento. Como nao existem métodos sorolégicoeifms, o profissional deve optar
pelo método que redna as qualidades desejadaxgdaatipo de situacdo. No entanto, a
literatura diverge sobre qual o teste mais preg@a o diagndstico de doenga, assim como
diverge quanto a sensibilidade e especificidade tdasicas soroldgicas, havendo a
necessidade de mais estudos acerca destes indisapara a escolha de um método

apropriado, simples, sensivel e especifico.

1.2 Doencga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripambégase americana é uma
importante zoonose causada pé@&lypanosoma cruziprotozoario pertencente a ordem
Kinetoplastida familia Trypanosomatidaee ao génerdlrypanosoma,com distribuicao
exclusivamente no continente americano, onde estergue 16 a 18 milhdes de pessoas
estejam infectadas (APT et al., 1998; DEDET; PRANG) 2000; PASSOS et al., 1997).
Mais da metade destes casos encontram-se nos mmisesne sul, como Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai. Os c¢aesem de serem importantes
reservatorios domeésticos do cruzi na maioria destes paises, sdo também vitimas da
doenca, desenvolvendo alteracdes clinicas que ssmatham aquelas observadas em
humanos (MONTENEGRO et al., 2002).

A transmissdo dd. cruzise da pelas fezes que o triatomineo infectadositep
sobre a pele enquanto suga o sangue do hospesdetebrado. Geralmente a picada
provoca prurido e o ato de cocar facilita a peigétvado tripanossomo pelo local da picada.
O T.cruzi, contido nas fezes do barbeiro, pode também pensiramembranas mucosas
dos olhos, narinas e cavidade oral ou atravésrilageou cortes recentes existentes na pele
(BARR, 2006; MAYWALD et al., 1996).

Ap6s a infeccdo as tripomastigotas penetram naslaséldo hospedeiro,
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multiplicam-se e sdo transportadas através donmga@ principalmente no interior de
macréfagos. A parasitemia desenvolve-se dentqmodeos dias , com pico entre duas e
quatro semanas pos inoculacao, coincidindo consea dguda da doenca. (ALVES, 2003;
BARR, 2006). Esta ocorre principalmente em c&a® tnenos de um ano de idade
(BARR, 2006; LANA et al., 1992; MEURS et al., 1998)patogénese desta fase resulta de
dano celular a medida que as tripomastigotas rompmelulas do hospedeiro,
especialmente miécitos cardiacos e, em alguns ,cashdas do tecido nervoso (BARR,
2006; BERGER et al., 1988). Durante a fase agudalesge observar uma
linfoadenomegalia generalizada e hipertermia (ALYE803). Sintomas decorrentes de
uma miocardite aguda, tais como colapso ou mortetasiem cdes jovens, tém sido
frequentemente descritos. E comum a observacioetiebranas mucosas pélidas, pulso
fraco, taquiarritmias e dispnéia. Caes infectadoe gobrevivem a esta fase podem
desenvolver ascite, hepato e esplenomegalia detesrede insuficiéncia cardiaca
congestiva direita. Anorexia e diarréia também podeer observados na fase aguda.
AlteracBes neuroldgicas incluem paresia e ataxiame@bros pélvicos (ANDRADE et al.,
1997; BARR, 2006). Animais que sobrevivem a miotaréiguda desenvolvem uma
miocardiopatia cronica, com aumento cardiaco gloaincipalmente de camara
ventricular direita (ALVES, 2003).

O diagnostico da doenca de Chagas pode ser dligar meio de exames
parasitoldgicos ou soroldgicos, na dependénciaskda doenca. Na fase aguda as formas
tripomastigotas dd’. cruzi sdo facilmente detectaveis por meio do exame BGOmICO
direto de sangue do animal infectado (BRENIERE let 2985). ApOs o intenso
parasitismo sanguineo inicia-se a fase cronicatassatica ou latente, em que o grau de
parasitemia sofre uma queda consideravel em virdiadenobilizacdo da defesa especifica
do hospedeiro, 0 que torna dificil o encontro dasés tripomastigotas (ALVES, 2003).
Nesse estagio da doenca, quando as formas dotpasasi pobremente identificadas na
circulacdo sanguinea, o diagnéstico deve ser baseadlentificacdo de anticorpos amti-
cruzicirculantes (BRENIERE et al., 1985, ALVES, 2003).

Reac6es cruzadas enfrecruzie Leishmania sppor meio de métodos soroldgicos,
tais como RIFI e ELISA, podem induzir a dados epmitddgicos distorcidos,

particularmente em éareas onde as duas enfermidamlesistem, além de promover
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dificuldades no diagndstico e tratamento dos amnladEMESRE et al., 1986). Pacientes
infectados poil. cruzina fase crénica assintomatica podem ser falsandéegeosticados
como portadores de leishmaniose visceral quandes eapresentam lesbes cutaneas
causadas por outros agentes, que nao pelos trgpaatideos. Por outro lado, um individuo
previamente infectado pdreishmania spapresentando problemas cardiacos pode ser

falsamente diagnosticado como portador de doenGhdgas (PASSOS et al., 1997).

1.3Erliquiose canina

A erliquiose é uma enfermidade causada por bastémtracitoplasmaticas,
gram negativas, transmitidos por carrapatos, gigetamm leucdcitos e plaquetas de varias
espécies de animais domésticos (MACHADO, 2004; MBR/Aet al., 2004). A doenca é
transmitida por meio da picada do carrapBRioipicephalus sanguineus tem distribuicéo
mundial (BULLA et al., 2004), de ocorréncia comurm Brasil. De acordo com uma
avaliagdo soroldgica realizada no estado de Satw,Paproximadamente 20% dos cées
atendidos em hospitais e clinicas veterinarias sgptaram anticorpos contia canis
(MACHADO, 2004; MORAES et al., 2004). Em um estumoepidemioldgico realizado
na regido sul do pais, em Londrina — PR, envolv&&locdes selecionados aleatoriamente,
foi demonstrada uma soroprevaléncia de 23% Rareanis empregando-se a técnica de
ELISA (TRAAP et al., 2006).

Por apresentar curso clinico extremamente varidéavetrliquiose torna-se um
importante diagnostico diferencial para muitas ¢asn(TROY et al., 1980hcluindo a
leishmaniose visceral, devido a semelhanca dasgites clinicas manifestadas pelas duas
enfermidades (NOLI, 1999).

Durante o periodo de incubacéo de oito a 20 dagrganismos multiplicam-se,
por meio de fissdo binaria, em macréfagos do mBtenononuclear fagocitario,
disseminando-se por todo o organismo. O subseqoerde da doenca divide-se em trés
fases, quais sejam; aguda, subclinica e crénickasé aguda persiste por duas a quatro
semanas, durante as quais observam-se sintomascdei® anorexia, hipertemia,

corrimento nasal, depressdo, mucosas hipocorandgadenomegalia, esplenomegalia,
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petéquias e equimoses (NEER; HARRUS, 2006). E comuatorréncia de uveite anterior
e alteracbes do segmento posterior do globo otaircomo corioretinite, papiledema e
hemorragia retiniana, que podem resultar em cegyueguda. Caes com erlichiose também
podem desenvolver claudicacdo secundaria a umarfpopatia por deposicdo de
imunecomplexos (GOULD et al., 2000). Animais na@iados ou submetidos a tratamento
de forma incorreta podem evoluir para uma faselsuba, durante a qual ocorre ganho de
peso do animal e resolugdo da hipertermia. Caesdommpetentes podem eliminar a
Ehrlichia sp ou tornar-se reservatérios para toda a vida entaalmente, desenvolver a
fase crbnica da doenca. A fase cronica, em suaafeewera, caracteriza-se por producao
prejudicada de elementos sanguineos pela meduka,0$svando a um quadro de
pancitopenia. Nesta fase o0s cdes geralmente morrdm infeccdes secundéarias e
hemorragias incontrolaveis (NEER; HARRUS, 2006) esqr do sangramento poder
ocorrer em qualquer superficie mucosa a epistam®ié freqientemente observada. Os
sinais neurolégicos, apesar de pouco comuns, saftago de um quadro de meningite
devido a um processo inflamatério ou a hemorragiade-se observar convulsdes, estupor,
ataxia, disfuncdo cerebelar ou vestibular, anisacdremor de intencdo e hiperestesia
localizada ou generalizada (MARETZKI et al., 1994)

Os niveis de IgG comecam a se elevar 15 diasnféscdo, geralmente com
hipergamaglobulinemia policlonal, apesar de podssrrer gamopatia monoclonal em
alguns animais. Os altos titulos de anticorposfodmecem protecdo, pelo contrario, podem
levar a uma piora na progressao da doenca devitus efeitos imunopatologicos, uma
vez que muitas das manifestacdes clinicas da doesga imunomediadas (NEER;
HARRUS, 2006).

A alteracdo hematologica mais comum € a trombpeiti@, presente em qualquer
fase da doenca em aproximadamente 84% dos casagdee ser resultante de destruicéo
imunemediada, diminuicdo na producao, aumento nsewno de plaquetas, diminuigcao da
meia-vida ou seqlestro esplénico de plaquetas. ineta carater arregenerativo e
leucopenia também sdo observadas na maioria doss cd®®UJLLA et al.,, 2004,
MACHADO, 2004). Em areas endémicas para as duasmitfades a erliquiose associada
a um quadro de leishmaniose pode complicar osmsagoda Ultima e, particularmente,

contribuir para suas anormalidades hematol6gic&d (NL999).
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O diagndéstico definitivo da doenca pode ser baseadidentificacdo de mérulas
da Ehrlichia sp em leucécitos de esfregacos sanguineos, prinogpdaé na fase aguda da
doenca, ou de puncdes biopsias aspirativas decfigadméo, linfonodos e medula dssea.
O achado de morulas é dificil e consome muito temyas pode ser otimizado realizando-
se esfregacos sanguineos de um leito capilar peoifeomo por exemplo da margem da
orelha. O diagnéstico de erliquiose também podeasear em resultados sorolégicos
positivos por meio da reacdo de imunofluorescémdaeta (MYLONAKIS et al., 2003).
Estes testes detectam anticorpos séricos tdo pmemte quanto sete dias pos infeccéo,
apesar de que alguns caes tornam-se soropositoosnge apos 28 dias. Devido a
persisténcia de titulos poés-tratamento ou recuperaginica, um titulo positivo néo
significa necessariamente que o quadro clinico mmal seja resultante de erliquiose,
especialmente em areas endémicas onde caes asgiotmTpossuem titulos sorolégicos
parak. canis(NEER; HARRUS, 2006).

1.4 Babesiose canina

A babesiose canina € uma doenca de distribuicAalialucausada por diferentes
espécies dBabesia sp.(FURTANELLO et al., 2005; TABOADA; LOBETTI, 2006;
TABOADA; MERCHANT, 1991), hemoprotozoarios que iofem o0s eritrocitos
promovendo um quadro hemolitico manifestado @imiente por anemia e ictericia de
intensidades variavei®© cédo, hospedeiro doméstico mais importante, ped@arasitado
por duas espécies diferentBsibesia canismais frequiente nos paises tropicais, incluindo o
Brasil, e Babesia gibsoniencontrada principalmente no norte e oeste dd\fsudeste
asiatico e, de forma endémica, no sudoeste dosidsstanidos da América (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002).

Os principais vetores envolvidos na transmisséBatsesia canisao carrapatos da
espécie Rhipicephalus sanguineus carrapato vermelho do cdo. Entretanto, outras
espécies, com®ermacentor ssp Hyaloma plumbeune Haemaphisalis leachiambém
podem transmitir o agente (BRANDAO; HAGIWARA, 200RPABOADA; MERCHANT,
1991).

A babesiose pode, clinicamente, seguir cursos dnjelos, agudos, crénicos ou
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subclinicos. A apresentacdo hiperaguda caracteeizpelo desenvolvimento de choque
hipotensivo, hipdxia e dano tecidual extenso, seimdervada geralmente em filhotes com
elevado grau de parasitemia e histérico de ixodaiacentuada (TABOADA; LOBETTI,
2006; TABOADA; MERCHANT, 1991). Sintomas da formgdéraguda, algumas vezes
referida como babesiose cerebral, tais como awaanvulsbes, podem demonstrar um
comprometimento neurolégico provavelmente decoereda estasede eritrocitos
parasitados no interior dos capilares do sistemange central. Grande parte dos caes que
desenvolve esta forma da doenca vem a 6bito mesmacratamento (ABDULLAHI et
al., 1990; TABOADA; MERCHANT, 1991).

Ja a forma aguda, sindrome clinica mais comumeigereada, caracteriza-se por
febre, letargia, anemia hemolitica, anorexia, laienomegalia, esplenomegalia e émese
(ABDULLAHI et al., 1990 e TABOADA; LOBETTI, 2006)Complicacdes observadas em
casos de intensa parasitemia incluem distUrbiossdtasmas respiratorio, gastrointestinal,
vascular e musculoesquelético. Manifestacfes edépiis de vias aéreas superiores sao
ocasionalmente observadas, sendo geralmente brandasto-limitantes, prontamente
responsivas ao tratamento. As manifestacbes gasstnais incluem émese e
eventualmente diarréia. Raramente ocorrem hemagagjue variam de petéquias a
equimoses secundariamente a trombocitopenia oagulagéo intravascular disseminada.
Além desses sintomas, em muitos animais infectatie®rva-se uma glomerulonefrite
membranoproliferativa de carater imunemediado aquie gulminar em insuficiéncia renal
aguda. A ictericia em casos de babesiose podessada por hemdlise e, principalmente,
por disfuncbes hepéaticas (TABOADA; LOBETTI, 2006 ABOADA; MERCHANT,
1991).

As anormalidades hematolégicas mais comumente gadas na babesiose canina
sdo anemia e trombocitopenia. A reticulocitose @pqrional & severidade da anemia
(FURTANELLO et al.,, 2005). As anormalidades leutéxas incluem leucocitose,
leucopenia, neutrofilia ou neutropenia, linfocitoseeosinofilia (FURTANELLO et al.,
2005). A discordancia das informac0fes relativaseaoograma na babesiose canina pode
estar relacionada ao momento em que a avaliac&itaé (HAGIWARA; HOLZCHUH,
1987). A trombocitopenia isolada é observada enmtasuwasos de babesiose e pode estar

relacionada ao consumo imune ou coagulatério dguptas por injurias hemoliticas ou
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vasculares (TABOADA; LOBETTI, 2006).

O diagnéstico da babesiose pode ser realizado o ma visualizacdo do
protozoario em esfregacos de sangue, porém, deviddiculdade de identificacdo do
parasita em pacientes cronicos os meétodos soroBgimdem ser empregados para
identificacdo de anticorpos amdabesia spnos animais infectados, sendo a RIFI o teste
mais comumente utilizado. O método de ELISA tamivé&m sido utilizado para detecc¢éo
de anticorpos antabesia sp.com resultados mais sensiveis e menos especificosie
aqueles da reacao de imunofluorescéncia indiretste¥ soroldgicos utilizando antigenos
totais podem levar a resultados falso positivosa plaaxoplasma gondie Neospora
caninum(TABOADA,; LOBETTI, 2006).

1.5 Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma zoonose com ampla distribum@adial causada pelo
Toxoplasma gondiium protozoario intracelular obrigatério que poderaeter qualquer
mamifero e tem como Unico hospedeiro definitivo feédeos (HIGA et al., 2000;
AZEVEDO et al.,, 2004). O ciclo biolégico do parasitompreende trés estagios
infectantes: (1) os taquizoitos, formas que seiplicihm rapidamente; (2) os bradizoitos,
formas de lenta multiplicacdo, encontrados nosogisgeciduais e (3) 0s esporozoitos
encontrados em oocistos. Enquanto os taquizoitosadizoitos ocorrem nos tecidos de
todos os animais infectados, 0s oocistos sao exioetsomente nas fezes dos gatos
(DUBEY; LAPIN, 2006; IKEDA et al., 2005).

Os principais meios de transmissdo sdo a infecoagénita, ingestdo de tecidos
infectados e ingestao de agua ou alimentos congaldéncom oocistos. A toxoplasmose e a
sororeatividade ad. gondii sGo mais prevalentes em animais mais velhos deatdo
aumento de exposi¢cdo com a idade, e em animaisndes zurais que possuem o habito de
cacar pequenos mamiferos (DUBEY; LAPPIN, 2006).

Levantamentos sorolégicos utilizando a reacdo denafiuorescéncia indireta,
realizados em diferentes cidades do pais, demoastnaalores positivos em 91% dos 657
cées testados na cidade de Campinas; 63,8% em al@éétras obtidas no Centro de

Controle de Zoonoses da Cidade de Sao Paulo e £h8%#3 animais de Belo Horizonte
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(BRITO et al., 2002).

Os sintomas da toxoplasmose em cdes sdo varidvéependem da idade, da
presenca de infeccbes concomitantes, da severdadafeccdo e dos orgdos afetados
(PAIXAO; SANTOS, 2004)0Os sintomas podem estar associados aos sisterpaatdio,
neuromuscular ou gastrointestinal e sdo manifestado anorexia, hipertermia, letargia,
diarréia intermitente, secrecdo nasal e ocularsetos convulsdes. A toxoplamose
generalizada é observada principalemete em caeagaom menos de um ano de idade e
caracteriza-se por febre, tonsilite, dispnéia,rdiare émese. Pode-se observar ictericia
decorrente de necrose hepatica extensa. Os sintomiaobservados em caes mais velhos
tem sido associados com o sistema nervoso e mus@dasinais neuroldogicos dependem
da localizag&o da lesdo no encéfalo ou medula lesipégnincluem convulsdes, alteracdes de
nervos cranianos, tremores, ataxia, paresia eigiaraCaes com miosite também podem
apresentar alterac6es locomotoras. Lesdes ocudasexiadas a toxoplasmose em caes
incluem retinite, uveite anterior e neurite Opt{@UBEY; LAPPIN, 2006; PAIXAO;
SANTOS, 2004).

Aproximadamente por volta da terceira semana pésg¢do 0s taquizoitos
comecam a desaparecer dos tecidos transformandworsecistos teciduais contendo
bradizoitos. Esta fase esta associada com umastaspuoune sistémica que inibe a
parasitemia. Estes cistos podem persistir no hesmegor toda a vida e podem,
eventualmente, sofrer ruptura liberando bradizofjog iniciam uma recidiva clinica
durante um periodo de imunossupresséo. Casos xt@pldemose tém sido descritos em
associacdo a cinomose e outras doencas imunossuaiestais como erliquiose e
leishmaniose visceral (DUBEY; LAPPIN, 2008{EDA et al., 2005).

Multiplos testes sorolégicos tém sido utilizadogapdeteccdo de anticorpos no
diagnéstico da toxoplasmose, entretanto, a confi@malo diagndstico deve-se basear na
elevacdo do titulo em amostras pareadas (DOMINGEES., 1998; DUBEY; LAPPIN,
2006).

1.6 Neosporose canina

Neospora caninun@ um protozoario intracelular obrigatério, do fApicomplexa,
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que apresenta estreita semelhanca estrutural églwal com oT. gondii. Devido as
similaridades morfolégicas, M. caninumera erroneamente identificado cofmagondiiaté
1988, quando foi identificado pela primeira vez.déenca acomete varias espécies de
herbivoros porém, os canideos séo consideradogspedieiros definitivos do protozoario.
Em cées, as principais vias de infeccdo séo a téngede cistos teciduais e a via
transplacentaria (DUBEY; LAPPIN, 2006).

O ciclo de vida dd\. caninumé semelhante ao dio gondii Apés a ingestao de
cistos ocorre a liberacdo de bradizoitos que seetiiam em taquizoitos e disseminam-se
sistemicamente, podendo multiplicar-se em varssticelulares. Com o desenvolvimento
de imunidade contra o protozoario ocorre a formadao cistos teciduais que sé&o
demonstrados apenas no sistema nervoso centrgile tauscular (BARBER et al., 1996;
DUBEY; LAPPIN, 2006; PAIXAO; SANTOS, 2004).

A neosporose pode ser fatal em cdes de qualqui,idaas tende a ser mais grave
em filhotes infectados congenitamente. Caes consei meses de idade normalmente
apresentam paralisia flacida de membros pélvicos,agcende progressivamente para os
anteriores sem, no entanto, demonstrar alteracaoongciéncia. Estes sintomas podem
estar associados a atrofia e contratura muscuddativa dos membros acometidos. Alguns
filhotes podem, ainda, apresentar deformacdesubates, ventroflexdo cervical, disfagia e
megaeso6fago (DUBEY; LAPPIN, 2006; PAIXAO; SANTO®02).

Os cédes adultos e idosos normalmente desenvolvetneaca devido a uma
agudizacdo de uma doenca cronica assintomaticandQuecometidos, os caes apresentam
envolvimento multifocal do sistema nervoso centagsociado ou ndo a polimiosite. As
alteracbes clinicas incluem paraparesia que podduiewara tetraparesia, disturbios
vestibulares, convulsdes, alteragbes comportansentaperestesia difusa e hipotonia
muscular. Outras complicacdes menos frequentesamch ocorréncia de uma miocardite e
pneumonia (BARBER; TREES, 1996). Uma forma cutddaaenfermidade tem sido
observada em caes apresentando doenca imunossupresscomitante (ORDEIX et al.,
2002). Em casos de envolvimento neurolégico paterer morte de animais de qualquer
idade (DUBEY; LAPPIN, 2006).

O diagndstico de neosporose € realizado por meed@nstracao de taquizoitos

deN. caninumou de cistos teciduais nos tecidos nervosos ediest ou pela identificacdo
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de anticorpos especificos por meio das técnicaRlé¢ ELISA e imunoprecipitacao.

Titulos da RIFI superiores a 1:50 sdo considergbmitivos, porém, animais infectados
normalmente apresentam valores acima de 1:800. asiraronicamente infectados,
assintomaticos, podem apresentar altos titulos rdeogpos durante anos (DUBEY;
LAPPIN, 2006).

O relato do primeiro caso de neosporose no Boasireu em 2001 e, a partir de
entdo, varios estudos soroepidemioldgicos vem seealzados, revelando uma elevada
prevaléncia no pais (CANON-FRANCO et al., 2003; GERI et al., 2002; SOUSA et
al., 2002).

Estudos conduzidos por Tarantino et al. (2001ndoti et al. (2002) e Gennari et
al. (no prelo), demonstraram uma alta freqUénciacokénfeccdo entre neosporose e
leishmaniose visceral em cades. A causa mais prby@am a alta prevaléncia dd.

caninum em caes soropositivos pdm@ishmaniaé a imunossupressao decorrente desta.
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2 OBJETIVOS

Em vista do que foi exposto anteriormente, 0 presprojeto de pesquisa
teve por objetivos:
 Determinar e comparar a sensibilidade e a espeeifie dos
métodos de ELISA, imunofluorescéncia indireta e
imunocromatografia utilizados no diagnéstico dasHeianiose
visceral canina,
» Determinar a ocorréncia de possiveis reacdes azazhtre
antigenos deTrypanosoma cruziErlichia canis Babesia canis
Toxoplasma gondie Neospora caninuntcom Leishmania chagasi,
por meio dos métodos de ELISA, imunofluorecéncidireta e

imunocromatografia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Utilizados

Foram utilizados nove grupos de animais. O primgingpo foi constituido por
amostras de soro de 50 cades parasitologicamentevpespara leishmaniose visceral,
sintométicos, de ambos 0s sexos e com idade variamte um e oito anos, encaminhados
ao Hospital Veterinario do Curso de Medicina Vetéria da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Aracatuba e ao Centro de Jerdeo Zoonoses do municipio de
Aracatuba - SP. O segundo grupo foi constituido @mostras de soro de 45 céaes
clinicamente sadios, de ambos 0s sexos e com idadando entre um e oito anos,
provenientes das cidades de Santos — SP, areale@us ndo endémica para leishmaniose
visceral ou tegumentar. O terceiro grupo, constitypor amostras de soro de 14 cées
portadores de doenca de Chagas fornecidas pelotohparecido Antonio Camacho do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria deufdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinérias da Universidade Estadual Paulista, flande Jaboticabal. O quarto, quinto e
sexto grupos constituidos por amostras de sordFledes portadores de erliquiose canina,
14 caes portadores de babesiose canina e seisc@deso-infeccdo por erliquiose e
babesiose, todos experimentalmente infectados @ogaramente positivos, fornecidos
pela Profa. Dra. Mitika Kuribayashi Hagiwara, dop@gamento de Clinica Médica de
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia dvéysidade de Sao Paulo. O sétimo,
oitavo € nono grupos constituidos por amostras ate gde 11 cdes portadores de

toxoplasmose, oito cdes portadores de neosporod8® edes com co-infeccdo por
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toxoplasmose e neosporose, todos experimentalmeméetados e sorologicamente
positivos, fornecidos pela Profa. Dra. Solange Ma@ennari, do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal dauidade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

Para a formacdo do grupo de caes naturalmente #domeor leishmaniose
visceral foram realizados esfregacos de medulaadssdinfonodo de 130 animais, dos
guais selecionaram-se apenas 0s que demonstranmamasfamastigotas desishmania sp
Foram, também, realizados esfregacos sanguingosndiz de orelha destes cées e, aqueles
que demonstraram presenca de hemoparasitas a ooigimsforam excluidos do grupo,

utilizando-se um total de 50 cdes com diagnéstazagitoldgico de leishmaniose visceral.

3.2 Delineamento Experimental

Os soros dos animais dos grupos 1 e 2 (cdes maam infectados por
Leishmania s cdes sadios provenientes de area ndo endémickeijsaimaniose visceral)
foram submetidos aos métodos de ELISA, reacao dadffuorescéncia indireta (RIFI) e
imunocromatografia para o diagnéstico de leishosmivisceral, com o0 objetivo de se
determinar a especificidade e sensibilidade de cadados testes mencionados. Essas
amostras também foram avaliadas para presencatderpos antifrypanosoma cruzi
anti-Erlichia canis antiBabesia canisanti-Toxoplasma gondie antiNeospora caninum
com o0 objetivo de verificar a ocorréncia de co-<gfies ou possiveis reacdes cruzadas
entre os antigenos.

As amostras de soro dos animais com doenca de §haxtjguiose, babesiose, co-
infeccdo por erliquiose e babesiose, toxoplasmossgosporose e co-infeccdo por
toxoplasmose e neosporose foram submetidas aosméésdos soroldgicos para o
diagnostico de leishmaniose visceral, com o oljetig avaliar a ocorréncia de possiveis

reac6es cruzadas entre 0s antigenos.

3.3 Puncéo Bidpsia Aspirativa de Medula Ossea
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A colheita de medula éssea foi realizada com aghipadérmica 40x16mm,
acoplada a seringa de 10 ml, mediante puncéo sia dieca, com os animais contidos em
decubito lateral. Apds a anti-sepsia local, a agdith posicionada sobre a crista iliaca e,
por meio de movimentos rotatérios, exerceu-se uraaspo até que a mesma atingisse a
cavidade medular. A agulha foi, entdo, conectadma seringa descartavel de polietileno
de 10 ml, onde foi exercido vacuo para a aspiragimaterial medular. Os esfregacos do
material colhido foram realizados imediatamentesap6olheita, secos ao ar e corados com
corante hematolégicp para posterior observacdo ao microscopio éptimoobjetiva de

100x, para a pesquisa de formas amastigotakeddnmania sp.e hemoparasitas.

*Panético Rapidd- Laborclin

De um total de 130 amostras pesquisadas, feg@tionados 50 animais nos

quais foi possivel a visualizacao de formas amaistigtipicas deeishmania sp.

3.4 Puncao Biopsia Aspirativa de Linfonodos

A puncdo bibpsia aspirativa foi realizada nos lwfdos popliteos e pré-
escapulares, na dependéncia de aumento de volwsnmaekmos e da facilidade de puncéo
de acordo com o animal, com uma agulha hipodérgiga@mm acoplada a uma seringa de
10ml. Com o material colhido foram realizados esgficos que, posteriormente, foram
corados com corante hematolédieobservados ao microscépio 6ptico em objetiva de

100x, para a pesquisa de formas amastigothgidamania sp.
3.5 Pesquisa de hemoparasitas
Nos caes dos grupos 1 e 2 realizou-se a colheisanligue periférico em regido de

pavilhdo auricular para a confeccao de esfregagesmpsteriormente, foram corados com

corante hematoldgicoe observados ao microscépio dptico em objetivd @x, para a
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pesquisa de hemoparasitas. Os animais que apnem@ntadrulas detrlichia sp ou

Babesia spno esfregaco foram descartados.

3.6 Colheita de Sangue Total

A colheita de sangue foi realizada, apds anti-sepisial, por puncdo da veia
jugular. O sangue, num volume total de 20 ml, faintrdo a temperatura ambiente até a
coagulacéo e retracdo visivel do coagulo. Em sagsifreu centrifugacdo a 3.000 r.p.m.,
durante cinco minutos, para melhor separacdo dm &wste, por sua vez, foi transferido
para ependorfes com o auxilio de pipeta autométicangelado imediatamente a 21

até o momento do seu processamento.

*Panético Rapidd- Laborclin

3.7 ELISA para Leishmaniose Visceral

A presenca de IgG anteishmania spno soro, foi determinada por meio da
técnica de ELISA, como descrita por Lima et al @0®s microplacas foram cobertas
com antigeno total déeishmania chagasgcepa MHOM/BR/74/PP75, numa concentragdo
de 2Qug/ml em tampéo carbonato 0,05 M, pH 9,6, e incubagar 18 horas a 4°C. Apés a
lavagemcom PBS-tween por trés vezes, as placas foram kdoigsecom 20 de BSF
10% em PBS e incubadas a temperatura ambiente)tdutaas horas. Apés nova lavagem
com PBS-tween por trés vezes, 10@lo soro controle positivo, do soro controle negat
e das amostras de soros dos animais dos nove grgpesmentais, diluidas 1:400 em PBS
contendo 0,05% de Tween® 20 e 10% de BSF, foraoicedidas a cada poco e incubadas
por trés horas a temperatura ambiente. ApOGs quatragens com PBS-tween 20,
adicionou-se a placa 100l de anticorpo anti-lgG de c&o, marcado com persdd
previamente titulado. Apds a incubacdo por uma bordemperatura ambiente, a placa foi
novamente lavada quatro vezes com PBS-Tween® afaemfadicionados 100 de uma
solugdo contendo substrato OPD (0,4 mg/ml) em wiitueapropriado. A reacdo foi

interrompida adicionando-se a cada pocqub8e HSO, 1M e, a densidade 6ptica (D.O.)
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foi avaliada a 492nm, utilizando-se um leitor del$A?. Os resultados foram expressos
pela média da densidade Optica obtida dos soro¢riplicata. Para a determinacédo do
ponto de corte foi realizado o teste de ELISA nooste 20 cdes sadios de area nédo
endémica para leishmaniose visceral. O ponto tgpidado a partir da média acrescida de

trés desvios-padrdes da leitura da densidadeadi®), o qual foi considerado 0,270.

3.8Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) paraé¢ishmaniose visceral

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) pbrishmaniose visceral foi
realizada de acordo com Camargo (1974). As lanforasn sensibilizadas adicionando-se
15 pl da suspensdo de parasitas, promastigotas Leishmania chagasi cepa

MHOM/BR/72/cepa 46, em PBS em cada circulo. Ap&eaagem em estufa, as

! Sigma —Aldrich Brasil LTDA

Z Labsystems Multiskan EX

laminas foram embaladas em papel extra-fino e papsiinio e armazenadas em freezer
a —20C . No momento do uso, as laminas foram descongelach estufa durante cinco
minutos. Em cada circulo foram adicionadoguP@las amostras de soro a serem testados,
diluidas na concentracdo de 1:40 em PBS. Asn&an foram entdo

incubadas durante 30 minutos em camara Umida € 3 em seguida, lavadas por
imersdo em PBS por trés vezes. O anticorpo antidlg@ao conjugado ao isotiocianato de
fluoresceinifoi diluido na concentracdo de 1:100 em azul dengwe, 2Qul desta solucao
foram adicionados em cada circulo das laminas, uass doram novamente incubadas
durante 30 minutos a 3C. Optou-se por utilizar a diluicdo 1:100 do comjdg, por ter
sido esta a que melhor discriminou 0s soros pasitidas amostras negativas para
leishmaniose visceral canina. Apés nova lavagentagnpado PBS, foi adicionada glicerina
tamponada com carbonato-bicarbonato (pH 9,5) émamas foram recobertas por laminula
para leitura em microscopio de fluorescéncia. Smaisidamente positivos e negativos
foram utilizados em cada lamina como controlestposie negativo da reagdo. Foram
consideradas positivas as reacdes fluorescentesoera com diluicbes iguais a 1:40. As

amostras de soros positivas nesta diluicdo foramamente testadas para a determinacéo
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do titulo. Em cada circulo da lamina foram adicaws20ul de diluicbes sucessivas dos

soros testes positivos a partir de 1:80, duplicesela diluicdo até 1:1280.

3.9Imunocromatografia para leishmaniose visceral

Para a realizacdo da técnica de imunocromatoguéifizou-se um Kit comercial
que detecta a presenca de anticorposlaigihmania spno soro de animais. Em uma fita
impregnada com o antigeno foram aplicados 20 |slodo a ser testado. Em seguida, foram
adicionadas trés gotas de tampéao a fita, ceifard foi realizada ap6s 10 minutos. A fita
apresenta uma membrana pré-coberta com o antigenmbinante (rK39) na regido da
banda teste e anti-proteina A na regido da beodt@mole. Durante o teste, a amostra de
soro reage com o conjugado colorimétrico (conjugpdueina A coloidal de ouro) e a

mistura entdo ascende através da membrana

! Sigma —Aldrich Brasil LTDA

Z Kalazar Detect Animal Rapid Test — Inbios Inteiorzl

por capilaridade, reagindo com o antigeno e prodiazuma banda vermelha. A despeito
da presenca de anticorpos drgishmania spno soro, a mistura continua a migrar através
da membrana até a regido da anti-proteina A, darigem a uma nova banda vermelha
nesta regido. A presenca desta linha indica umnmwladequado da amostra de soro
utilizada, um fluxo adequado através da fita éahildade dos reagentes. Desta forma, o
teste foi considerado positivo quando se formaramasdfaixas vermelhas e, negativo,
guando aparecia somente a faixa controle. Os agmdt foram determinados
individualmente, de forma qualitativa (positivo negativo) e as variagdes da intensidade
de cor da banda formada foram classificadas enresgariando de fraco positivo (1/2+),

guando de uma banda ténue, a forte positivo (3gndo de uma banda de cor intensa.
3.10 ELISA para doenca de Chagas

A presenca de IgG anfirypanosoma cruznas amostras de soros dos animais

naturalmente acometidos por leishmaniose viscedal &imais sadios foi determinada por
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meio do método de TESA-ELISA, utilizando exoantiggede formas tripomastigotas @o

cruzi, realizado de acordo com a técnica descrita pogddma et al. (2001).

3.11 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFIpara babesiose, toxoplasmose e

neosporose.

A RIFI para deteccdo de anticorpos d@dbesia canisfoi realizada segundo
Machado (1994). As reacdes de imunofluorescéndieita utilizadas para a deteccéo de
anticorpos antNeospora caninune antiToxoplasma gondiforam realizadas de acordo
com Dubey et al. (1988) e Camargo (1974), respacidnte, estabelecendo-se como ponto
de corte 1:50 para neosporose e 1:16 para toxopsesm

3.12 Teste de imunoensaio enzimético para a det@og¢de anticorpos antiErlichia
canis

Para a realizagdo do teste de imunoensaio enzonatilizou-se o Kit comercial
SNAP*3Dx*!. Foram pipetadas trés gotas do soro de eamdastra e armazenadas em
ependorfes fornecidos juntamente com o K seguida, foram adicionadas quatro gotas
do conjugado anterlichia canis HRPO fornecido pelo o teste, em cada ependorfe. Os
tubos foram homogeneizados e o conteudo detohad colocado em um dispositivo
para a realizacdo do teste. Oito minutos apos acmtivador do dispositivo realizava-se
a leitura do teste. De acordo com o fabricante, resultado positivo, indicado pela

presenca de um circulo azul, corresponde a umdsetitulo de anticorpos arfi- canis.

3.13 Andlise Estatistica
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Foram determinadas a sensibilidade e a espeaifieiddlos métodos de ELISA,
imunofluorescéncia indireta e imunocromatografiasiderando-se como referéncia os
resultados obtidos no exame parasitologico [@@shmaniose visceral canina. O calculo

de sensibilidade e especificidade seguiu as fosrapaesentadas abaixo.

Sensibilidade = verdadeiros positivos x 100

(vadtkiros positivos + falsos negativos)

Especificidade = verdadeiros negativos x 100

(dadeiros negativos + falsos positivos)

' IDDEX Laboratories

O coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar encardancia dos métodos de
ELISA, RIFI e imunocromatografia com o exame pacddgico. A interpretacdo da
concordancia entre os métodos a partir dos valdeeKappa, de acordo com Pereira

(2001), encontra-se apresentada na tabela abaixo.

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
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As analises foram realizadas utilizando-se o progré&tatistical Analysis System”
(SAS).

4 RESULTADOS

4.1Deteccao de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de caes

naturalmente infectados por leishmaniose visceral.

Todas as amostras de soro dos caes naturalmengetachds por
leishmaniose visceral foram submetidas a técrécBldSA, e o nimero de caes e

sua respectiva percentagem, de acordo com o r@sudta sorologia, encontram-se
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apresentados na tabela 1. Os valores individuass ndédias das absorbéancias
(densidades 6pticas) encontram-se apresentadasadeogl (anexos).

Somente 49 amostras de soro foram testadas pelgdoreale
imunofluorescéncia indireta (RIFI), pois ocorreu problema no frasco em que se
encontrava armazenada uma das amostras, que pres&o descartada do
experimento. Como esta avaliacdo foi a Ultima a melizada durante o
experimento, ndo havia outra aliquota de soro demmecdo que pudesse substitui-
la. O numero de cées e sua respectiva percentatgeatordo com o resultado da
sorologia, encontram-se apresentados na tabela 2alores individuais dos titulos
de anticorpos encontram-se apresentados no qugeneos).

As amostras dos 50 soros submetidos a técnica deotromatografia
foram qualitativamente classificadas na dependé&teiatensidade de cor da banda
formada. O numero de cdes e sua respectiva pegeemtade acordo com o
resultado da sorologia, encontram-se apresentadosabela 3. Os resultados

individuais das leituras das fitas encontram-sessrtados no quadro 3 (anexos).

Tabela 1- Resultados da sorologia para leishmanisseral pelo método de
ELISA, em numero absoluto e percentagem, de caksalraente
infectados por Leishmania sp provenientes do municipio de
Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006)

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

Total 50 100%

Tabela 2— Resultados da sorologia para leishmamwisseral pela reagédo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), em numero absol e
percentagem, de cées naturalmente infectadod.giehmania sp
provenientes do municipio de Aracatuba. (AracatBBa2006)

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

Total 49 100%
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Tabela 3— Resultados da sorologia para leishmamwisseral pela reagdo de
imunocromatografia, em ndmero absoluto e percentagie caes
naturalmente infectados pokeishmania sp provenientes do
municipio de Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006)

Imunocromatografia NUmero de animais Percentagem
Positivo 43 86%
Negativo 7 14%

Total 50 100%

4.2Deteccdo de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras dos soros de

animais sadios, provenientes de area ndo endémicarg leishmaniose

visceral canina.

As 45 amostras de soro dos cdes de area ndo ead&onaim submetidas as
técnicas de ELISA, RIFlI e imunocromatografia, ena@mero de cdes e sua
respectiva percentagem, de acordo com o resultadsodblogia, encontram-se
apresentados nas tabelas 4, 5 e 6, respectivan@stealores individuais das
médias das absorbancias (densidades O&pticas), itidss tde anticorpos e das
leituras das fitas de imunocromatografia encontsanapresentados nos quadros 4,

5 e 6, respectivamente (anexos).

Tabela 4- Resultados da sorologia para leishmanigs®ral pelo método de
ELISA, em numero absoluto e percentagem, de cdegarhente
sadios provenientes de area ndo endémica paranbaisbse visceral.
(Aracatuba-SP, 2006)

ELISA Numero de animais Percentagem
Positivo 7 15,6 %
Negativo 38 84,4%
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Total 45 100%

Tabela 5- Resultados da sorologia para leishmanizeeral pela reacédo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), em numero abtol e
percentagem, de cées clinicamente sadios provesia&® area nao
endémica para leishmaniose visceral. (Aracatub£23F5)

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

Total 45 100%

Tabela 6- Resultados da sorologia para leishmaniseeral pela reacéo de
imunocromatografia, em ndmero absoluto e percentagie caes
clinicamente sadios provenientes de area nado endémpara
leishmaniose visceral. (Aracatuba-SP, 2006)

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

Total 45 100%

4.3 Determinagéo dos valores de sensibilidade e espexdade relativas dos

métodos empregados no diagndstico da leishmaniossceral canina.

A sensibilidade e especificidade relativas dosonh@st de ELISA, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatdgr foram determinadas
considerando-se como referéncia os resultados asbtid exame parasitoldgico
para leishmaniose visceral canina. Os valores miglskdade e especificidade, bem
como o coeficiente Kappa, encontram-se apresentadtabela 7.

Tabela 7- Valores de sensibilidade e especificidatigivas para as técnicas de
ELISA, reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFB
imunocromatografia empregadas no diagnostico whrf@niose
visceral canina. (Aracatuba-SP, 2006)

Sensibilidade Especificidade Kappa

RIFI 98,0% 91,1% 0,893
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ELISA 94,0% 84,4% 0,788
Imunocromatografia 86,0% 91,1% 0,769

4.4 Deteccdo de anticorpos antieishmania sp. nas amostras de soros de

animais portadores de doenca de Chagas.

Das 14 amostras de soro de cdes com doenca de SChalgaetidas a
sorologia para leishmaniose visceral, nove (64,8pt¢sentaram resultado positivo
por meio da técnica de ELISA, seis (42,9%) pelal RIFodas foram consideradas
negativas pelo teste de imunocromatografia. Os lteekas das sorologias
encontram-se apresentados na tabela 8 e os valmleguais das médias das
absorbancias (densidades Opticas), dos titulosiilebgpos e das leituras das fitas

de imunocromatografia encontram-se apresentadgsamro 7 (anexos).

Tabela 8-Resultados da sorologia para leishmaniagszeral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de 14 ciEé&sdpres de
doenca de Chagas. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
C1 Positivo Negativo Negativo
Cc2 Positivo Positivo Negativo
C3 Negativo Negativo Negativo
C4 Positivo Positivo Negativo
C5 Positivo Negativo Negativo
C6 Positivo Positivo Negativo
Cc7 Positivo Negativo Negativo
Cc8 Negativo Negativo Negativo
C9 Positivo Positivo Negativo

C10 Positivo Negativo Negativo
Cl1 Positivo Positivo Negativo
C12 Negativo Negativo Negativo
C13 Negativo Positivo Negativo
Cl4 Negativo Negativo Negativo

4.5Deteccdo de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de
animais portadores de erliquiose, provenientes deréa ndo endémica para

leishmaniose visceral canina.
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Das 13 amostras de soro de animais portadoresligei@e submetidas a

sorologia para leishmaniose visceral, uma (7,7%@sgmtou valor acima do ponto

de corte pelo método de ELISA, nenhuma foi conaiigmpositiva pela reacdo de

imunofluorescéncia indireta e uma (7,7%) apresentmatividade ao teste de

imunocromatografia. Os resultados das sorologia®regram-se apresentados na

tabela 9 e os valores individuais das médias dssrlbéincias (densidades o6pticas),

dos titulos de anticorpos e das leituras das dieasnunocromatografia encontram-

se apresentados no quadro 8 (anexos).

Tabela 9-Resultados da sorologia para leishmanisseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de 13 cié&sdpres de
erliquiose. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
168 Negativo Negativo Negativo
169 Negativo Negativo Negativo
171 Negativo Negativo Negativo
172 Negativo Negativo Negativo
174 Positivo Negativo Negativo
175 Negativo Negativo Negativo
177 Negativo Negativo Negativo
178 Negativo Negativo Negativo
179 Negativo Negativo Negativo
180 Negativo Negativo Negativo
181 Negativo Negativo Positivo
182 Negativo Negativo Negativo
183 Negativo Negativo Negativo

4.6Deteccdo de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de

animais portadores de babesiose, provenientes deearndo endémica para

leishmaniose visceral canina.

Das 12 amostras de soro de cdes com babesioset&lam@esorologia para

leishmaniose visceral, nenhuma apresentou reacgitivaopor meio dos métodos
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de ELISA, RIFI e imunocromatografia. Os resul&das sorologias encontram-se
apresentados na tabela 10 e os valores individiessmeédias das absorbancias
(densidades opticas), dos titulos de anticorposas lkituras das fitas de

imunocromatografia encontram-se apresentados rar@@aanexos).

Tabela 10-Resultados da sorologia para leishmamwigseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de 12 cié&sdpres de
babesiose. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
149 Negativo Negativo Negativo
150 Negativo Negativo Negativo
151 Negativo Negativo Negativo
152 Negativo Negativo Negativo
153 Negativo Negativo Negativo
154 Negativo Negativo Negativo
155 Negativo Negativo Negativo
156 Negativo Negativo Negativo
157 Negativo Negativo Negativo
158 Negativo Negativo Negativo
159 Negativo Negativo Negativo
160 Negativo Negativo Negativo

4.7Deteccao de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soro de
animais apresentando co-infeccéo por erliquiose eabesiose, provenientes

de area ndo endémica para leishmaniose viscerainiaa.

Das seis amostras de soro de cées apresentandfecgid por erliquiose e
babesiose, submetidas a sorologia para leishmanisseral, cinco (83,3%)
apresentaram resultado positivo por meio da téaedalLISA, nenhum pela reagéo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e, trés (508pyesentaram reatividade ao
teste de imunocromatografia. Os resultados das loggese encontram-se

apresentados na tabela 11 e os valores individi@smédias das absorbancias
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(densidades Opticas), dos titulos de anticorposas lkituras das fitas de

imunocromatografia encontram-se apresentados rar@add (anexos).

Tabela 11-Resultados da sorologia para leishmamwigseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de seis @#®sco-
infeccao por erliquiose e babesiose. (Aracatubs2686%)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
161 Positivo Negativo Positivo
162 Positivo Negativo Negativo
163 Positivo Negativo Positivo
164 Positivo Negativo Negativo
165 Positivo Negativo Positivo
166 Negativo Negativo Negativo

4.8Deteccao de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de
animais portadores de toxoplasmose, provenientes dgea ndo endémica

para leishmaniose visceral canina.

Das 10 amostras de soro de cées infectados corplésxaose, submetidas
a sorologia para leishmaniose visceral, todas aptasam resultados negativos por
meio da técnica de ELISA, cinco (50%) apresentassultado positivo pela reacéo
de imunofluorescéncia indireta e uma (10%) foi sifasada como positiva pela
técnica de imunocromatografia. Os resultados da®lagias encontram-se
apresentados na tabela 12 e os valores individle@ssmeédias das absorbancias
(densidades opticas), dos titulos de anticorposas Ikituras das fitas de

imunocromatografia encontram-se apresentados rar@ada (anexos).

Tabela 12-Resultados da sorologia para leishmamwigseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de 10 ciéesdpres de
toxoplasmose. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
118 Negativo Positivo Negativo
119 Negativo Negativo Negativo

122 Negativo Positivo Negativo
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123 Negativo Negativo Negativo
124 Negativo Positivo Negativo
128 Negativo Negativo Negativo
131 Negativo Positivo Negativo
133 Negativo Negativo Negativo
138 Negativo Positivo Negativo
148 Negativo Negativo Positivo

4.9Deteccdo de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de
animais portadores de neosporose, provenientes deed nao endémica para

leishmaniose visceral canina.

Das oito amostras de soro de cdes com neospotdsaetdas a sorologia
para leishmaniose visceral, todas apresentarantta@ss negativos por meio da
técnicas de ELISA e imunofluorescéncia indiretaH{Rle uma (12,5%) foi
classificada como positiva pela técnica de imummatografia. Os resultados das
sorologias encontram-se apresentados na tabela ds3 valores individuais das
médias das absorbancias (densidades o6pticas), itidmss tde anticorpos e das
leituras das fitas de imunocromatografia encontsanapresentados no quadro 12

(anexos).

Tabela 13-Resultados da sorologia para leishmamwigseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de oito pédadores
de neosporose. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
121 Negativo Negativo Negativo
126 Negativo Negativo Negativo
129 Negativo Negativo Negativo
134 Negativo Negativo Negativo
137 Negativo Negativo Negativo
140 Negativo Negativo Positivo
144 Negativo Negativo Negativo

147 Negativo Negativo Negativo




39

4.10 Deteccao de anticorpos anti-eishmania sp. nas amostras de soros de
animais apresentando co-infeccdo por toxoplasmose e neosporose,

provenientes de area ndo endémica para leishmanesisceral canina.

Das 13 amostras de soro de cdes com co-infeccadopoplasmose e
neosporose, submetidas a sorologia para leishneawisseral, todas apresentaram
resultados negativos por meio da técnicas de Eld$#wunofluorescéncia indireta
(RIFI) e trés (23%) foram classificadas como peadi pela técnica de
imunocromatografia. Os resultados das sorologia®regram-se apresentados na
tabela 14 e os valores individuais das médias bsarbancias (densidades Opticas),
dos titulos de anticorpos e das leituras das dieasBnunocromatografia encontram-

se apresentados no quadro 13 (anexos).

Tabela 14-Resultados da sorologia para leishmamwigseral por meio da
técnica de ELISA, reacdo de imunofluorescénciarétdi(RIFI) e
imunocromatografia em amostras de soro de 13 cées aD-
infeccao por toxoplasmose e neosporose. (Araceih2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
120 Negativo Negativo Negativo
125 Negativo Negativo Negativo
127 Negativo Negativo Positivo
130 Negativo Negativo Negativo
132 Negativo Negativo Negativo
135 Negativo Negativo Negativo
136 Negativo Negativo Negativo
139 Negativo Negativo Positivo
141 Negativo Negativo Positivo
142 Negativo Negativo Negativo
143 Negativo Negativo Negativo
145 Negativo Negativo Negativo
146 Negativo Negativo Negativo

4.11 Percentagem de ocorréncia de reacdes cruzadsdre amostras de soro de
cées portadores de doenga de Chagas, erliquiose pbaiose, co-infeccao

por erliquiose e babesiose, toxoplasmose, neosp@os co-infecgcdo por



40

toxoplasmose e neosporose, submetidas a sorologera leishmaniose

visceral.

As percentagens de ocorréncia de reacbes crueatt@samostras de soro
de cédes portadores de doenca de Chagas, erliqloabesiose, co-infeccéo por
erliquiose e babesiose, toxoplasmose, neosporosardeccao por toxoplasmose e
neosporose, submetidas a sorologia para leishs®nisceral por meio da técnica
ELISA , da reacdo de imunofluorescéncia indiretdlRe por imunocromatografia

encontram-se apresentadas nas figuras 1, 2 e 3.
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FIGURA 1- Percentagem da ocorréncia de reacao daueatre amostras de soro de
caes portadores de doenca de Chagas (C), erlig(epsbabesiose (B) e
co-infeccdo por erliquiose e babesiose (E/B), tta@pose (T),
neosporose (N) e co-infecgcdo por toxoplasmose espoeose (T/N)
submetidas a técnica ELISA para o diagnésticcetdninaniose visceral
canina. (Aracatuba —SP, 2006)
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RIFI positivo (%)
a1
o

T N T/IN

FIGURA 2- Percentagem da ocorréncia de reacao daueatre amostras de soro de

caes portadores de doenca de Chagas (C), erlig(Epseabesiose (B),
co-infeccdo por erliquiose e babesiose (E/B), tta@pose (T),
neosporose (N) e co-infeccdo por toxoplasmose espoeose (T/N)
submetidas a reacdo de imunofluorescéncia indi(Btidl) para o
diagndstico de leishmaniose visceral canina. (AtdogaSP, 2006)
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FIGURA 3- Percentagem da ocorréncia de reacao daueatre amostras de soro de

cées portadores de doenca de Chagas (C), erliq(E)seabesiose (B),
co-infeccdo por erliquiose e babesiose (E/B), ttaspose (T),
neosporose (N) e co-infeccdo por toxoplasmose epoeose (T/N),
submetidas a técnica de imunocromatografia paraiagndstico de
leishmaniose visceral canina. (Aragatuba-SP, 2006)
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4.12 Sorologia para doenca de Chagas, erliquiosealesiose, toxoplasmose e
neosporose nas amostras de soro de animais parakigpcamente positivos

para leishmaniose visceral.

Todas as amostras de soro de cées naturalmenttadde por leishmaniose
visceral foram submetidas a sorologia para doeadaldgas, erliquiose, babesiose,
toxoplasmose e neosporose. Das 50 amostras testadaluma apresentou
sorologia positiva para doenca de Chagas, 28 (a@¥&sentaram sorologia positiva
para erliquiose, 42 (85,7%) para babesiose, 17 \3#&a toxoplasmose e oito
(16%) para neosporose. Os resultados encontraapsesentados individualmente

no tabela 15.

Tabela 15-Resultados da sorologia para doenca de Chagagjiese, babesiose,
toxoplasmose e neosporose em amostras de soro @e caés
naturalmente infectados por leishmaniose viscgpabvenientes do
municipio de Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal Doenca de Erliquiose Babesiose  Toxoplasmose  Neosporose
Chagas

2 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
5 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
11 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
26 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
29 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
34 Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo

37 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
39 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
40 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
42 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo

45 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
46 Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
47 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
50 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
51 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
52 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
54 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo

56 Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
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59 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
60 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
62 Negativo Negativo . . .

63 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
64 Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
73 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
74 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
75 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
76 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
77 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
80 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
82 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
83 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
85 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo
86 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
87 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
88 Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
89 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
91 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
92 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
94 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo
98 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
99 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
100 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
113 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
117 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo

4.13 Sorologia para doenca de Chagas, erliquiosealesiose, toxoplasmose e
neosporose nas amostras de soro de animais sadip®venientes de areas

nao endémicas para leishmaniose visceral canina.

Todas as amostras de soro de cades clinicamentes gadivenientes de area
ndo endémica para leishmaniose visceral foram stidiesea sorologia para doenca
de Chagas, erliquiose, babesiose, toxoplasmoseogpmm®se. Das 45 amostras
testadas, nenhuma apresentou sorologia positiva gaenca de Chagas, sete
(15,6%) apresentaram sorologia positiva para edsgy 38 (84,4%) para babesiose,
17 (37,8%) para toxoplasmose e nenhuma para oessp Os resultados

encontram-se apresentados individualmente no tabela

Tabela 16-Resultados da sorologia para doenca de Chagagjiesé, babesiose,
toxoplasmose e neosporose em amostras de sorobdede4 sadios
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provenientes de é&rea nao endémica para leishmanics=ral.
(Aracatuba-SP, 2006)

Animal Doenca de Erliquiose Babesiose  Toxoplasmose Neosporose
Chagas
184 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
185 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
186 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
187 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
188 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
189 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
190 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
191 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
192 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
193 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
194 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
195 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
196 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
197 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
198 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
199 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
200 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
201 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
202 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
203 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
204 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
205 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
206 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
207 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
208 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
209 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
210 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
211 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
212 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
213 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
214 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
215 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
216 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
217 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
218 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
219 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
220 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
221 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo
222 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
223 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
224 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
225 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
226 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
227 Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo

228 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo
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5 DISCUSSAO

A escolha dos métodos sorolégicos avaliados resttedo baseou-se no fato da
reacdo de imunofluorescéncia indireta e do ELIS#eeos métodos recomendados pelo

Ministério da Saude para a o diagnostico da leisiwsa visceral canina, e do teste
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comercial de imunocromatografia ser um método recksenvolvido que tem como

atrativo, além de sua praticidade e rapido resojtadantigeno recombinante K39, o qual
determina elevada especificidade. No presento estadreacdo de imunofluorescéncia
indireta apresentou elevados valores de sensithdid®8%) e especificidade (91,1%)
(tabela 7), demonstrando o melhor desempenho quandgparada aos outros dois
métodos, corroborando os relatos de Alves e Beayilac(2004) e Mettler et al. (2005), no
entanto, com especificidade abaixo da descriteMaorcianti et al. (1995). Apesar do bom
desempenho, a reacdo de imunofluorescéncia indiéetaima técnica laboriosa,

principalmente quando se deseja avaliar uma grandeero de amostras, e requer
habilidade do observador para interpretacdo dadtael®s, pois o limiar entre reacdes
positivas e negativas € muito sutil e, algumas sjeaagbjetivo.

O método de ELISA apresentou sensibilidade de @f#,se aproxima dos valores
observados por Laurenti et al. (2005) e Mancianail.e(1995). A especificidade observada
nesta reacao foi de 84,4% (tabela 7), valor proxamobservado por Ashford et al. (1995)
e inferior ao verificado por Vercammen et al. (109 método de ELISA apresentou como
atrativo a capacidade de processar varias amatgrasro simultaneamente em um curto
intervalo de tempo, qualidade almejada para intpgépidemioldgicos.

O teste de imunocromatografia demonstrou 86% dsilsbdade e 91,1% de
especificidade (tabela 7), dados que se aproximasnagresentados por Laurenti et al.
(2005) e Melo (2004), os quais avaliaram paciecésnos. Os valores obtidos encontram-
se um pouco abaixo dos verificados por Bern g800), Carvalho et al. (2003) e Sundar
et al. (2002), os quais submeteram ao teste amodé&rasoro de pacientes humanos. Ao
contrario dos resultados obtidos por Reinthingeal.e€2002), a especificidade deste teste
demonstrou ser elevada. O teste de imunocromaiagdafstacou-se por ser de facil
execucao e pela rapidez de seus resultados. Dawddeas qualidades este método torna-se
uma opcéao viavel de diagnostico em regides ondeessa a laboratérios € restrito, com
custo unitario da fita de imunocromatografia enmoode R$12,00.

A concordancia de cada teste individualmente canétndo parasitologico, que foi
adotado como padrdo ouro neste trabalho, foi alaligor meio da determinacdo do
coeficiente Kappa. O coeficiente Kappa demonstrigureta diferenca entre os métodos

avaliados com o teste ouro. Dentre os métodosaaladj a RIFI apresentou uma o6tima
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concordéancia (Kappa = 0,893) com 0 exame paragitmpseguida dos métodos de ELISA
(Kappa = 0,788) e de imunocromatografia (Kappa76®), ambos com uma concordancia
considerada boa, de acordo com os critérios suggepdr Pereira (2001).

No presente experimento, a deteccdo de anticorpdisLeishmania sp nas
amostras de soro de animais portadores de doengahdgas, erliquiose, babesiose,
toxoplasmose e neosporose produziu reacdes asizadn todos 0s agentes etioldgicos,
excetoBabesia canisem pelo menos uma das trés técnicas avaliadambocando os
achados de Alves e Bevilacqua (2004), Costa €i891) e discordando das observacoes
de Lima et al. (2005) e Vercammen et al. (1997).

Das 14 amostras de soro de cées portadores deaddenChagas nove (64,3%)
foram positivas por meio do método de ELISA, seig,4%) positivas na reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e nenhuma ansoftr considerada positiva pelo teste
de imunocromatografia para leishmaniose viscerahdgp 7). O emprego de antigenos
totais nos métodos de ELISA e RIFI, aparentemeptejudicou a especificidade e
predispds a ocorréncia de reacao cruzada cdmoouzj concordando com os relatos de
Melo (2004) e Rachamin et al. (1991). Uma desvamtado uso de antigeno total é que ele
pode compartilhar epitopos comuns com outros amtgyenicrobianos e pode reagir com
soro de pacientes positivos para outras doencascintas. Por outro lado, torna-se
evidente o auxilio da técnica de imunocromatognadfiadiagnostico de caes portadores de
leishmaniose visceral em areas endémicas parangalde Chagas.

Das 13 amostras de soro de cédes portadores daei@sk, uma (animal 174) foi
positiva por meio do método de ELISA e outra (ahit@l) por imunocromatografia
(quadro 8). Apesar de Vercammen et al. (1997) afierm ndo existir reacdo cruzada entre
leishmaniose visceral e erliquiose por meio daitécde ELISA, os autores avaliaram o
soro de um Unico cdo portador de erliquiose, oautamente prejudica a confiabilidade
dos resultados. Por outro lado, Lima et al (2085)aram amostras de soro de 15 cdes com
erliquiose, um ndmero um pouco maior que o testal@resente experimento, e nao
obtiveram reacfes cruzadas. A reacdo de imunofuoéneia indireta foi a Unica que nao
apresentou reacoes cruzadas entre erliquioseneniaisose visceral canina.

A auséncia de reacdo cruzada com soros de animeisados poBabesia spfoi

observada em todos os trés métodos (quadro 9)paro com Lima et al. (2005) e
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Vercammen et al.(1997), e discordando de Rosawb (@005). Por outro lado, os soros de
caes concomitantemente infectados plorlichia sp e Babesia spapresentaram resultados
positivos pelas técnicas de ELISA e imunocromafimem cinco (83,3%) e trés (50%)
das seis amostras testadas, respectivamente (qu@driddo foi possivel correlacionar os
valores de absorbancia média observada pela tédac&LISA e os resultados da
imunocromatografia. Enquanto o cdo 161 apresertsarbancia de 0,313 pelo ELISA e
foi considerado como positivo (+) por imunocroma#diq, o animal 162 possuia
absorbancia de 0,310 e foi classificado como negatela técnica de imunocromatografia.
Apesar da auséncia de relatos na literatura, aafeagdo entre erliquiose e babesiose
aumentou a ocorréncia de reacdes cruzadas cormbaigbse visceral quando comparado
aos agentes isoladamente.

Nenhuma das amostras de soro dos 10 caes pogattexoplasmose apresentou
reacdo cruzada por meio da técnica de ELISA, coafido os relatos de Lima et al.
(2005). No entanto, cinco (50%) foram positivasapRBIFI e uma (10%) pelo teste de
imunocromatografia (quadro 11), demonstrando s€écaica de ELISA a mais confiavel
em regifes com alta prevaléncia de toxoplasmose.

Apesar da auséncia de relatos na literatura sebtedos pesquisando possiveis
reac6es cruzadas entre neosporose e leishmansasealipor meio de técnicas soroldgicas,
no presente experimento foi possivel verificar gsl@mostras soropositivas para neoporose
(quadro 12) e de animais com co-infeccdo por t@opbse e neosporose (quadro 13)
apresentaram resultados positivos somente pela&caéda imunocromatografia, revelando
um (12,5%) e trés (23%) resultados positivos, resmenente. Diferente do que se
observou com co-infecgcédo por erliquiose e babesimsesoros de cédes apresentando co-
infeccdo por T. gondiie N. caninumn&o apresentaram uma maior ocorréncia de reacao
cruzada com leishmaniose visceral quando compa@uoos dois agentes isoladamente.

Embora existam descricdes na literatura da ocoaéte reacdes cruzadas entre
leishmaniose visceral e as demais enfermidadesdesno presente experimento, como as
descritas por Alves e Bevilacqua (2004) e Costl.€11991), tais estudos nao mencionam
o titulo obtido por meio da reacédo de imunofluogéesta indireta e nem a densidade éptica
observada na técnica de ELISA. E importante ressalip entanto, que a maioria dos

animais erroneamente classificados como positieograsente experimento, apresentaram
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reacOes fracamente positivas, com titulos de Ri€sidades Opticas de ELISA e escores
de imunocromatografia préximos ao ponto de cortabetecido pelo método, valores
muito inferiores aos demonstrados pelas médiaamastras do grupo controle positivo.

A excecdo do que ocorreu aos demais patogenosmady amostras de soro
positivas para doenca de Chagas atingiram valdesados de densidade Optica pelo
método de ELISA, fato este justificado pela relaif@dgenética entré. chagasie T. cruzi,
confirmando os relatos de Badard et al. (1986).tdDesodo, os resultados soroldgicos
positivos para leishmaniose visceral devem serpgreegados com muita cautela devido a
possibilidade de reacdo cruzada com doenca de §hegpecialmente em areas onde ha
sobreposicéo das duas enfermidades, situacado omritom em diversas regioes do Brasil.
Diante desta situacdo, dos métodos avaliados,te tesnercial de imunocromatografia
empregando como antigeno o rk39 é a melhor opgddala sua capacidade de distinguir,
com sucesso, 0s pacientes chagéasicos daqueleddeqeld.. (L.) chagasiem fungéo
de sua elevada especificidade.

Embora o nimero de amostras testadas seja peqagnercentagem de reagao
cruzada entre ces positivos para leishmanioseraise animais apresentando co-infeccao
entre erliquiose e babesiose foi bastante eleadancando valores de 83,3% no ELISA e
50% na imunocromatografia. Tais observacdes nacerpoder confrontadas com a
literatura, uma vez que os trabalhos realizaddars®s soros de animais infectados por um
anico agente, como os descritos por Lima et aD§R0Rosario et al. (2005) e Vercammen
et al. (1997). A reacéo cruzada erteeshmania spe Ehrlichia sp por meio das mesmas
técnicas também ocorreu, porém, com menor freqé&ici % para ambos os testes). Este
fato gera preocupacédo, pois estas duas enfermidagessentam sintomas que,
freqientemente, assemelham-se aos observadosshedgiiose visceral canina, além de
coexistirem em grande parte do pais. Por este motigvemos atentar aos resultados
positivos para o calazar canino quando houver #aspe co-infecgdo, principalmente
quando o ELISA ou o teste de imunocromatografi@arfoempregados. Nesta situacdo, a
possibilidade de co-infeccdo deve ser descartadangio da pesquisa de morulas de
Ehrlichia sp ou Babesia spem esfregacos de sangue periférico antes derraarfio
diagnostico sorolégico e, sempre que possivel, mdonéde escolha deve ser a reacdo de

imunofluorescéncia indireta.
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A literatura descreve apenas um trabalho avalianelacédo cruzada entre
toxoplasmose e leishmaniose visceral (Lima et28l05), a qual ndo foi observada pelos
autores, que utilizaram a técnica de ELISA, fatte dambém verificado no presente
experimento. Entretanto, as reacdes cruzadas emdivtoxoplasmose ocorreram por
meio das técnicas de imunocromatografia (10%)mas pronunciadamente, pela RIFI
(50%), sugerindo a utilizacdo do método de ELISfamaavaliacdo de cdes com alteracdes
neuromusculares compativeis com o envolvimentoadedtias enfermidades. Apesar da
elevada ocorréncia de reacéo cruzada dnthagasie T. gondii por meio da RIFI, os
titulos maximos destas reac¢des nao ultrapassagim 1:

A soroprevaléncia de erliquiose nas amostras @osdBs naturalmente infectados
por Leishmania sp(tabela 15) e dos 45 cées clinicamente sadibgl@dl6) foi de 56% e
15,6%, respectivamente, sugerindo que a elevaca@gimero de casos soropositivos pode
estar relacionada a imunossupressao causada Eiemadmiose visceral. Além disto, é
importante ressaltar que a soroprevaléncia dauesig nos animais provenientes de
Aracatuba — SP ultrapassou o dobro da observadanerestudo realizado em clinicas e
hospitais do estado de S&o Paulo, a qual aproxseode 20% (MACHADO, 2004;
MORAES et al., 2004).

A soroprevaléncia de neosporose nos animais haeemge infectados por
leishmaniose visceral também foi superior (16%)ngoacomparada aos cées sadios, que
nao apresentaram sororeatividade para a doergayjrsio que a imunossupressao causada
pela leishmaniose também predispbs a infeccdogpemeotozoario, conforme descrito por
Cringoli et al. (2002), Gennari et al. (no prelo)Tarantino et al. (2001). Ndo houve
diferenca aparente entre as soroprevaléncias decaloele Chagas, babesiose e
toxoplasmose nas amostras dos dois grupos aciauosit

Em relacdo ao grupo de 45 cées sadios, dos naweaianque apresentaram
resultados falso positivos por meio das técnicasl@gicas, os sete que apresentaram
sorologia positiva pela técnica de ELISA (quadrgd$suiam anticorpos ardabesia sp
sendo que destes, dois apresentavam também anscangiToxoplasma gondii Apesar
de ndo ter sido observada reacéo cruzada pelzaédaiELISA para leishmaniose visceral
no soro de caes com babesiose, confirmando ossalatLima et al. (2005) e Vercammen

et al. (1997), no grupo de caes provenientes de aé® endémica para leishamniose
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visceral esta reacao parece ter ocorrido, a naaeerseja decorrente de formacdo de
anticorpos contra outro agente ndo testado no meesxperimento. Dos quatro cées que
apresentaram sorologia positiva pela RIFI (quadrot®s possuiam anticorpos anti-
Babesia spe um antifoxoplasma spiscordando dos achados de Vercammen et al (1997).
Finalmente, os quatro cdes com sorologia positela pnunocromatografia (quadro 6)
também possuiam anticorpos aB#ibesia sp.sendo que um deles se observou também
anticorpos antiFoxoplasma sp mais uma vez sugerindo haver reagdo cruzada entr
babesiose e leishmaniose visceral, apesar dostadssil negativos nos soros de cées
portadores de babesiose.

Com base nos valores de Kappa e na comparac&oosnalores de sensibilidade e
especificidade de cada método testado, o presstut@oepermitiu concluir que a reagédo de
imunofluorescéncia indireta apresentou o melhoremmpenho, seguida da técnica de
ELISA e, por Ultimo, pela imunocromatografia. Ossultados apresentados diferem
parcialmente dos apresentados por Mancianti €1985), que verificou em seus estudos
uma sensibilidade do método de ELISA superior a&ktié concluindo, no entanto, que
ambos 0s métodos sdo aptos para o sorodiagnOsatboethca.

Apesar da reacdo de imunofluorescéncia indireta afgresentado o melhor
desempenho, a escolha do método sorolégico paragads$tico da leishmaniose visceral
canina depende também da praticidade e do custaadexecuc¢do, além do conhecimento
da situacéo epidemioldgica da doenca na area andenastras de soros serdo avaliadas.
Em areas endémicas para leishmaniose visceral,apdevaléncia da doenca € elevada, é
preferivel a utilizacdo de um teste que apresel@eada sensibilidade para identificar
dentre uma populacdo de suspeitos o maior nUmeanideais infectados, evitando que
cées positivos permanegcam como fontes de infeca& @ vetor e, conseqientemente,
minimizando as chances de infeccdo humana. Nestexto, as técnica de ELISA e da
RIFI sdo opcdes aceitdveis por apresentarem elewsasibilidade. No entanto,
concordando com Mancianti et al. (1995), o métoddEHISA apresenta a vantagem de
realizacdo de inquéritos epidemiolégicos em largeala com rapida divulgacdo dos
resultados. A RIFI, apesar da elevada sensibi#idddima técnica laboriosa que consome
muito tempo para o processamento de um grande pudeeramostras, fato este que

compromete o sucesso de um programa de contraleatga baseado na eutanasia de caes
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infectados.

Por outro lado, em areas com baixa prevaléncidogsca, o médico veterinario
tende a optar por um teste com elevada especifieidzara evitar que cdes sejam
erroneamente  diagnosticados como portadores dehmarsose visceral e,
consequentemente, submetidos a eutanasia desmerassée. Nesta situacao, a técnica de
imunocromatografia € adequada devido a sua elesspuiecificidade, além de ndo haver a
necessidade de se equipar laboratérios em areasaopikvaléncia da doenca seja baixa e

nao justifique tal empreendimento.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condi¢cdes do presgptgimento, permitem concluir:

)

. A reagdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI) aprés o melhor desempenho
dentre os trés métodos avaliados, demonstrandod#8%ensibilidade e 91,1% de
especificidade, além de 6tima concordancia com toaoéparasitoldgico (Kappa =
0,893);

2. O método de ELISA apresenta 94% de sensibilida8d,4% de especificidade,

além de boa concordancia com o método parasital@iiappa = 0,788);

3. O teste de imunocromatografia apresenta o piomgeseho dentre os trés métodos
avaliados, demonstrando uma sensibilidade de 868specificidade de 91,1%,
apesar de boa concordancia com o método parastolfipppa = 0769);

4. A pesquisa de anticorpos ahgishmania spapresenta resultados positivos nas

amostras de soros de animais portadores de doemc&hdgas, erliquiose,

babesiose, toxoplasmose e neosporose em, pelo memas das trés técnicas
avaliadas, confirmando a ocorréncia de reacdo daueatre os agentes etioldgicos

destas enfermidades.
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ANEXOS

Quadro 1-Densidades épticas médias (DO), por meio da téadca
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ELISA para leishmaniose visceral canina, de 50 cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral

provenientes do municipio de Aracatuba-

(Aracatuba-SP, 2006)

Animal DO Animal DO
2 1,004 60 0,066 *
5 1,006 62 1,280
11 1,253 63 1,430
12 1,241 64 1,459
13 1,356 73 1,199
21 1,088 74 1,160
22 1,091 75 1,120
25 1,377 76 1,235
26 1,288 77 1,312
29 0,922 80 1,017
30 1,100 82 1,068
34 1,036 83 1,104
37 1,135 85 0,795
39 1,168 86 0,121*
40 1,140 87 1,219
42 1,191 88 1,115
45 1,108 89 1,173
46 1,330 91 1,200
a7 1,296 92 0,156*
50 1,052 94 1,000
51 0,924 98 0,938
52 1,236 99 1,366
54 1,370 100 1,184
56 1,140 113 1,189
59 1,059 117 1,270

* animais soronegativos

SP.
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Quadro 2- Titulos de anticorpos ahéishmania sp.obtidos por
meio de reacdo de imunofluorescéncia indireta IjRIF
para leishmaniose visceral, do soro de 49 cdaes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
provenientes do municipio de Aracatuba- SP. (Atdogat

SP, 2006)

Animal Titulo Animal Titulo
2 1:1280 60 <1:40*
5 1.640 62 | @ -
11 1:1280 63 1:1280
12 1:1280 64 1:1280
13 1.1280 73 1:1280
21 1:1280 74 1:1280
22 1:320 75 1:1280
25 1:1280 76 1:1280
26 1:320 77 1:1280
29 1:160 80 1:1280
30 1:1280 82 1:1280
34 1:1280 83 1:1280
37 1:320 85 1.640
39 1:1280 86 1:1280
40 1:1280 87 1:1280
42 1:1280 88 1:640
45 1.640 89 1.640
46 1:1280 91 1:1280
47 1.1280 92 1:40
50 1.1280 94 1.640
51 1:1280 98 1:1280
52 1:1280 99 1:1280
54 1.1280 100 1:1280
56 1:1280 113 1:1280
59 1:1280 117 1:1280

* animal soronegativo
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Quadro 3- Resultados da técnica de imunocromaiagizdra
leishmaniose visceral, classificadas em escores,
variando de fraco positivo (1/2+) a forte posit{a>),
do soro de 50 cées naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral provenientes do municipio de
Aracatuba. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal Resultado Animal Resultado
2 3+ 60 Negativo
5 2+ 62 2+
11 negativo 63 3+
12 negativo 64 3+
13 2+ 73 2+
21 3+ 74 3+
22 2+ 75 2+
25 1+ 76 3+
26 1+ 77 3+
29 1+ 80 2+
30 1+ 82 1/2 +
34 2+ 83 1+
37 2+ 85 negativo
39 3+ 86 negativo
40 1+ 87 24+
42 2+ 88 1+
45 1/2 + 89 1/2 +
46 1+ 91 3+
47 2+ 92 negativo
50 2+ 94 2+
51 2+ 98 negativo
52 2+ 99 2+
54 1/2 + 100 3+
56 1+ 113 1+
59 3+ 117 2+




Quadro 4- Densidades Opticas médias (DO) obtidasngio da
técnica de ELISA para leishmaniose visceral canina,
do soro de 45 caes provenientes de area nao eradémic
para a doenca. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal DO Animal DO
184 0,234 207 0,068
185 0,144 208 0,111
186 0,153 209 0,111
187 0,224 210 0,060
188 0,344 * 211 0,159
189 0,327 * 212 0,048
190 0,226 213 0,037
191 0,437 * 214 0,160
192 0,285 * 215 0,071
193 0,247 216 0,067
194 0,150 217 0,090
195 0,339 * 218 0,065
196 0,299 * 219 0,069
197 0,253 220 0,061
198 0,210 221 0,160
199 0,277 * 222 0,080
200 0,081 223 0,152
201 0,078 224 0,065
202 0,057 225 0,072
203 0,144 226 0,064
204 0,104 227 0,049
205 0,065 228 0,117
206 0,079

*animais soropositivos



Quadro 5-Titulos de anticorpos antieishmania spobtidos por
meio de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI
para leishmaniose visceral, do soro de 45 cées
provenientes de area ndo endémica para a doenca.
(Aracatuba-SP, 2006)

Animal Titulo Animal Titulo
184 < 1:40 207 < 1:40
185 < 1:40 208 < 1:40
186 <1:40 209 < 1:40
187 <1:40 210 < 1:40
188 1:160 * 211 < 1:40
189 <1:40 212 < 1:40
190 <1:40 213 < 1:40
191 1:160 * 214 < 1:40
192 1:40 * 215 < 1:40
193 <1:40 216 < 1:40
194 < 1:40 217 < 1:40
195 < 1:40 218 < 1:40
196 1:40 * 219 < 1:40
197 <1:40 220 < 1:40
198 < 1:40 221 < 1:40
199 < 1:40 222 < 1:40
200 <1:40 223 < 1:40
201 < 1:40 224 < 1:40
202 <1:40 225 < 1:40
203 < 1:40 226 < 1:40
204 < 1:40 227 < 1:40
205 <1:40 228 < 1:40
206 < 1:40

* animais soropositivos
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Quadro 6-Resultados da técnica de imunocromatografia para
leishmaniose visceral, classificadas em escores,
variando de fraco positivo (1/2+) a forte posit{ay),
do soro de 45 cdes provenientes de area nao eradémic
para a doenca. (Aracatuba-SP, 2006)

Animal Resultado Animal Resultado
184 negativo 207 negativo
185 negativo 208 negativo
186 negativo 209 negativo
187 Yo + 210 negativo
188 ¥ + 211 negativo
189 negativo 212 negativo
190 negativo 213 negativo
191 negativo 214 negativo
192 negativo 215 negativo
193 Yo + 216 negativo
194 negativo 217 negativo
195 negativo 218 negativo
196 negativo 219 negativo
197 negativo 220 negativo
198 negativo 221 negativo
199 ¥ + 222 negativo
200 negativo 223 negativo
201 negativo 224 negativo
202 negativo 225 negativo
203 negativo 226 negativo
204 negativo 227 negativo
205 negativo 228 negativo
206 negativo




Quadro 7-Densidades Opticas médias (DO) obtidas por meitgdaca
de ELISA, titulos de anticorpos por meio da reac&o
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dasadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @ndo
soro de 14 caes portadores de doenca de Chagasa{éira-

SP, 2006)

Animais ELISA RIFI Imunocromatografia
C1 0,336* <1:40 Negativo
C2 0,357* 1:40 * Negativo
C3 0,248 < 1:40 Negativo
C4 0,402* 1:40 * Negativo
C5 0,436* <1:40 Negativo
C6 0,660* 1:160 * Negativo
c7 0,299* < 1:40 Negativo
C8 0,244 < 1:40 Negativo
C9 0,941* 1:80 * Negativo
C10 0,406* < 1:40 Negativo
Cl1 0,784~ 1:160 * Negativo
C12 0,221 < 1:40 Negativo
C13 0,119 1:40 * Negativo
Cl4 0,105 < 1:40 Negativo

* animais soropositivos



Quadro 8-Densidades 6pticas médias (DO) obtidas por meigaddca
de ELISA, titulos de anticorpos por meio da reac&o
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dasadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @ndo
soro de 13 caes portadores de erliquiose. (Aragéedih

2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
168 0,085 <1:40 Negativo
169 0,051 <1:40 Negativo
171 0,203 < 1:40 Negativo
172 0,151 <1:40 Negativo
174 0,385* < 1:40 Negativo
175 0,128 <1:40 Negativo
177 0,077 < 1:40 Negativo
178 0,156 <1:40 Negativo
179 0,095 <1:40 Negativo
180 0,098 < 1:40 Negativo
181 0,037 <1:40 1/2+
182 0,100 < 1:40 Negativo
183 0,112 <1:40 Negativo

* animal soropositivo
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Quadro 9-Densidades 6pticas médias (DO) obtidas por meitédaica
de ELISA, titulos de anticorpos por meio da reacho
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dasadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @grido soro
de 12 cées portadores de babesiose. (Aracatuliz08@),

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
149 0,028 <1:40 Negativo
150 0,031 < 1:40 Negativo
151 0,073 <1:40 Negativo
152 0,081 < 1:40 Negativo
153 0,141 <1:40 Negativo
154 0,069 < 1:40 Negativo
155 0,132 <1:40 Negativo
156 0,080 < 1:40 Negativo
157 0,087 <1:40 Negativo
158 0,046 < 1:40 Negativo
159 0,045 <1:40 Negativo
160 0,054 < 1:40 Negativo

Quadro 10Densidades oOpticas médias (DO) obtidas por meiclzica
de ELISA, titulos de anticorpos por meio da reagho
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dagadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @rdo soro

de seis cdes com co-infeccdo por erliquiose e h®es

(Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
161 0,313* <1:40 1+
162 0,310* <1:40 Negativo
163 0,299* < 1:40 1/2 +
164 0,450* < 1:40 Negativo
165 0,397* <1:40 1/2 +
166 0,140 <1:40 Negativo

* animais soropositivos
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Quadro 11Densidades 6pticas médias (DO) obtidas por metéatdca de
ELISA, titulos de anticorpos por meio da reagcdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dagadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral Ggrdo soro
de 10 cées portadores de toxoplasmose. (Aracatpa056)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
118 0,039 1:80* Negativo
119 0,023 < 1:40 Negativo
122 0,103 1:40* Negativo
123 0,033 < 1:40 Negativo
124 0,079 1:40* Negativo
128 0,015 < 1:40 Negativo
131 0,009 1:40* Negativo
133 0,081 <1:40 Negativo
138 0,071 1:80* Negativo
148 0,054 <1:40 1+

*animais soropositivos

Quadro 12Densidades 6pticas médias (DO) obtidas por metéatdca de
ELISA, titulos de anticorpos por meio da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dagadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @rdo soro
de oito caes portadores de neosporose. (Aracatiip2e96)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
121 0,088 <1:40 Negativo
126 0,025 < 1:40 Negativo
129 0,056 < 1:40 Negativo
134 0,018 <1:40 Negativo
137 0,056 <1:40 Negativo
140 0,122 <1:40 1+
144 0,018 <1:40 Negativo
147 0,130 < 1:40 Negativo
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Quadro 13-Densidades opticas médias (DO) obtidas por meidédaica de

ELISA, titulos de anticorpos por meio da reagcdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e leitura dastadi de
imunocromatografia para leishmaniose visceral @gnilo soro de
13 cées com co-infeccdo por toxoplasmose e neaspOro
(Aracatuba-SP, 2006)

Animal ELISA RIFI Imunocromatografia
120 0,028 < 1:40 Negativo
125 0,026 <1:40 Negativo
127 0,026 < 1:40 1/2 +
130 0,027 < 1:40 Negativo
132 0,021 < 1:40 Negativo
135 0,002 < 1:40 Negativo
136 0,134 < 1:40 Negativo
139 0,065 <1:40 1+
141 0,147 < 1:40 1/2 +
142 0,044 < 1:40 Negativo
143 0,066 <1:40 Negativo
145 0,046 < 1:40 Negativo
146 0,034 <1:40 Negativo
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