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RESUMO: R sorologia da leishmaniose visce
ral em cães não teve, ainda, um estudo de 
padio~ização, emoora esta espécie animal 
constitua importante reservatório de
Leishmania donovani. Este trabalho teve 
como objetivo verificar a eficiência das 
reações d. imunofluorescência indireta 
(RIFI) e de hemaglutinação passiva (RHP) 
para o diagnóstico do calazar canino, 
fissim, 42 soros de cSes com calazar compro

vado clinica e parasito l ogicamente e SO 
soros de c3es clinicamente sadios foram 
testados. Pnalisou-se a distribuição de 
titulos e a eficiência dos testes para os 
diferentes niveis de limiar de reatividade. 
Para a eficiência máxima dos testes, o 
limiar de reatividade foi de 20 e 40 
respectivamente para RIFI e RHP. Desta 
forma, a sensibilidade, a especificidade, a 
concordância ou a eficiência diagnòstica, o 
valor preditivo positivo e o valor prediti- 
vo negativo foram de 0,952, 1,000, 0,983,
1,000 e 0,958 para RIFI e 0,857, 1,000, 
0,941, 1,000 e 0,909 para RHP. Concluiu-se 
que tanto a RIFI quanto a RHP sSo eficien
tes para estabelecer o diagnóstico soroló- 
gico da leishmaniose canina.

UNITERMOS: Leishmaniasa,. cães; Leishmania 
donovani; Imunofluorescência; 
Hemoaglutinaç3o

INTR0DUCA0

0 cão constitui i mpo rt an te elo no 
ciclo ep i de m io ló g ic o da le is hmaniose 
visceral nas Américas, sendo um dos 
princi pa is reserv at ór io s de Le is hm an ia  
donovani. Em nosso meio, realizam-se 
fr e qu en te m en t e inquéritos em cães para 
estudo da p r ev al ên ci a da leishmaniose, 
como também para f i na li da de s pr of il át i-  
cas (1,2,3,5). Na dé cada de 1350, u t i l i 
zava-se e x cl us i va m en te  a técnica pa rasi- 
tológica para esses propósitos. Mais 
tarde, a reação de fixação de c o m p l e m e n 
to (RFC) foi introduzida como técnica 
alte rn at iv a para tal investigação, p o s 
sibi li ta nd o o exame de grande nú mero de 
cães, em tempo relati va me nt e mais curto 
(3,5,15,21,22). Apesar de ser mais s e n 
sível que o exame para si to l ó g i c o , a RFC 
apre se nt a a de sv a nt a ge m de fo rnecer 
resultados inespecificos a n t i c o m p l e m e n - 
tares em alguns casos de calazar, além 
de apresentar também uma e x ec uç ão c o m 
plexa (12). R ece nt em en te , técnicas mais 
simples que a RFC p a s s a r a m  a ser i n t r o 
duzidas no estudo s o ro l ó g ic o  do calazar 
c a ni no ,. ta is como a c o n t r a i m u n o è l e t r o f o -  
rese (16) e a reação de i m u n o f l u o r e s c ê n 
cia indireta (18). Na reação de imuno- 
fl uo re s cê n ci a indireta para o d i a g n ó s 
tico do calazar humano, os as pectos da 
p adr on i za ç ão  quanto a d et e r m i n a ç ã o  do 
limiar de re at ividade não se acha m bem

* Trabalho realizado na Faculdade de Ciências Farmacêuticas. Uni
versidade de São Paulo e no Centro de Ciências Biológicas e de 
Saúde da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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definidos e, em se trat an do do calazar 
canino, as informações a re speito "são 
ainda mais escassas. Al ém disso, de 
acordo com a espécie animal, o c o m p o r t a 
mento do soro pode di fe ri r c o n s i d e r a v e l 
mente em relação à so ro lo g ia  humana, uma 
vez que são co nh ec id as al gu ma s d i f e r e n 
ças nas prop ri ed ad es das i mu n og l o b u l i n a s  
de espécies diferentes, por ex emplo 
quanto à capacidade de fixar c o m p l e m e n 
to, de se ligar á P r o t e i n a  A de 
S.aureus, de aprese nt ar reações de p r e 
cipitação, etc. (11,17). Assim, o o b j e 
tivo deste trabalho foi es tudar o d e s e m 
penho das reações de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  
indireta CRIFI) e de h e m a g l u t i n a ç ã o  
passiva CRHP) para a d et e cç ão  de a n t i 
corpos anti L. do no va ni na es pé ci e c a n i 
na .

MA TE RI AL E MET0D05

SDR05: foram u t i l i z a d o s  42 soros de 
cães p rov en ie nt es de Corumbá, estado de 
Mato Grosso do Sul, Brasil, com calazar 
comprovado clinica e p a r a s i t o l o g i c a m e n -  
te, através da d e m o n s t r a ç ã o  do p a ra si t a 
em material de linfonodo, baço, figado, 
medula e de pele e/ou at ravés do exame 
hi st op atológico.

Como controle fora m a n a l i s a d o s  60 
soros de cães a p a r e n t e m e n t e  sadios, 
atendidos no Ho spital U n i v e r s i t á r i o  da 
Faculdade de M e di ci na V e t e r i n á r i a  e 
Zootecnia da U n i v e r s i d a d e  de São Paulo, 
oriundos da cidade de São Paulo.

F o ra m também a n al i s a do s  6 soros de 
cSes com leis hm an io se te gu me nt ar  a m e r i 
cana e 1 soro de cão com T r y p a n o s o m a  
evansi .

Reação de I m u n o f l u o r e s c ê n c i a  I n d i 
reta: foi realizada com formas p r o m as ti - 
gotas de L ei s hm an ia  donovani, am os tr a Co 
42, isolada de cão de Co ru m bá  em 1983, 
(19). Para p r ep ar a çã o do antige no , baço 
e figado de hamster in fe c ta d o foram 
homogene iz ad os e semeados no meio de NNN 
(Neal, Novy e Nicolle), com fase liquida 
constituída de infusão de c é r eb r o e 
coração (BHI). Após 6 dias de cu lt i vo  a 
2 8 °  C, as formas p r o m a s t i g o t a s  fora m 
lavadas em solução salina tampon ad a 
0,01M pH 7,2 (5ST) e .tratadas com forma- 
lina a 2% em SST, á teirperatura a m b i e n 
te, por 24 horas. Para análise dos soros 
utitizou-se a técnica d es cr i ta  por GUI- 
MARAES et alii, 9, r e a l i z a n do -s e d i l u i 
ções seriadas a partir de 1/5, com razão
2 e empregand o -se o co nj ug ad o  f l u o r e s 
cente a n t i g a m a gl ob ul i na  de cão*. As 
leituras foram feitas em m i c r o s c ó p i o  de

* Gentilmente cedido pelo Instituto de Medicina Tropical de São Paulo.

luz U.V., marca Nikon, sistema de epi- 
iluminação com lâmpada de halogênio, 
filtro de ex ci t aç ã o B, filtro de bar
reira 515 W, o b je ti va 40x e ocular 10x.

Reação de H e m a g l u t i n a ç ã o  Passiva: 
foi u til iz ad o um ex trato p ro t éi c o de 
L . brasi l iensis cepa 49 para s e n s i b i l i z a 
ção das he mácias humanas. A preparação 
do reagente, bem como a técnica u t i l i z a 
da, foram p r o c es sa d as  c on for me descrito 
a n te r ior me nt e (23). Os soros f ora m ana
lisados em d i lu iç õe s seriadas, ao dobro, 
a partir de 1/5. Para a d e te cç ão  de 
ag lu tininas in es pe c if i ca s utilizou-se 
uma suspensão c on s ti t u í d a  apenas de 
hemácias hu manas taninizadas.

Média ge om ét r ic a dos títulos:

Todos os títulos fo ram t r a n s f o r m a 
dos em log 1 0 e a médi a a r it m é ti c a  foi 
conver ti da em c o r r e s p o n d e n t e  anti-log.

Os Índices de e s pe c i f i c i d a d e ,  sen
sibilidade, valor p re d i t i v o  e da ef i
ciência fora m c al cu l ad os  se gu nd o GALE N 1 
GAMBINO, 7 e G RIN ER et alii, 8 .

R E S U LT A D O S

O r  resultados das reações de imun o
f lu o r e s c ê n c i a  indi re ta e de h e m a g l u t i n a 
ção passiva, obtidos em soros de cães 
sadios e de cães com calazar, estão 
expr es so s na Tab. 1 e nas Fig. 1 e 2. D 
c o ef i c i e n t e  de c o r r e l a ç ã o  entr e os ti
tulos de RIFI e de RHP em soros de cães 
com calazar foi de r = 0,7314. O teste t 
indicou que existe d e p e n d ê n c i a  do titulo 
de RIFI em relação ao titulo de RHP, ao 
nivel de 95X> de co nf ia nç a.  As Fig 1 e 2 
m o s t r a r a m  a e s p e c i f i c i d a d e  das duas 
reações estudadas, sendo que o titulo da 
maioria dos soros p os i t i v o s  v ari ou de 40 
a 5120 e de 20 a 10240, r esp ec ti va me nt e 
para RHP e para RIFI. A médi a geométrica 
do titulo foi de 413 para RHP e 420 para 
RIFI .

Os Índices de e s p e c i f i c i d a d e ,  sen
sibili da de e de c o n c o r d â n c i a  ou e f i c i ê n 
cia d ia gn ó s t i c a  fo ram c a l c u l a d o s  para 
diversos niveis de limiar de reatividade 
e estão ex pr e ss o s nas Fig. 3 e 4. Com o 
aumento p r o g r e s s i v o  do limiar de re ati
vidade a e s p e c i f i c i d a d e  aumenta, c h e g a n 
do ao m áxi mo d e - 1 0 0 %, e n qu a n t o  que a 
s e ns i bi li da d e decresce. Por outro lado, 
a ef ic iê nc ia  atinge um valor m áx im o e 
depois decresce.

Os soros an al is ad os  p e r m i t i r a m  es-
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tipular o limiar de 20 para RIFI e 40 
para R H P . Rssim, os indices a v al i a d o r e s  
dessas reaçBes pu de ra m ser d e t e r m i n a d o s  
com base nos resultados das Tab. 2 e 3. 
Nestas c i rc un st ân ci as , foram ob tidos os 
seguintes indices para RIFI: s e n s i b i l i 
dade 0,352, e sp ec i f i c i d a d e  1,000, c o n 
cordância ou e fi c iê n ci a d i a g n ò s t i c a  
0,383, valor pred it iv o p os it iv o 1,000 e 
valor p red it iv o ne gativo 0,368. Para a 
RHP os indices foram: s en s i b i t i d a d e  
0,857, e s p e c i fi c id ad e 1,000, c o n c o r d â n 
cia ou eficiê nc ia d ia g nò s t i c a  0,341, 
valor predit iv o po sitivo 1,000 e valor 
preditivo negativo 0,303.

Para análise de reaçBes cruzadas, 6 
soros p rov en ie nt es de cães com l e i s h m a 
niose tegumentar am er ic a na  (LTR) e 1 
soro de cão infectado por T r y p a n o s o m a  
evansi foram submetidos às duas reaçBes 
em estudo. Os resultados co nt id os  na 
Tab. 4 m o s tr a ra m que todos os soros 
testados a p r e s e nt ar a m result ad os p o s i t i 
vos com o antigeno Co42. Os result ad os 
positivos dos cães com LTR na RHP já 
eram esperados, uma vez que se util iz ou 
reagente preparado com am os t ra  de 
Leishmania homóloga.

DISCUSSRO E C 0NC LU 5R 0

Rs médias g e o m ét ri ca s  dos titulos 
das reaçBes estudadas fora m seme lh an te s, 
sendo de 420 e de 413 r es p ec t i v a m e n t e  
para RIFI e RHP. 5e s e le c i o n a r m o s  apenas 
os cães com exame p a ra s i to lógico p o s i t i 
vo por aposição de órgãos (33 casos), a 
média geomét ri ca passa a ser um pouco 
mais elevada, de 850 para RIFI e de 1010 
para RHP. Em 1373 LR NO TT E et alii, 13, 
estudando cães com l e is hm an io se visceral 
patente, en co nt r ar am  i gu a l m en t e  altos 
titulos de anticorpos para RIFI, obtendo 
a média geométrica de 1237. Estes titu- 
los d5 cães com calazar não di fe re m  
muito dos resultados e n c o n t r a d o s  na 
RIFI, por LR NOTTE et alii, 14, em soros 
humanos com leis hm an io se visc er al , os 
quais foram 321 e de 1218 r e s p e c t i v a m e n 
te para crianças (1 a 10 anos) e adultos 
(30 a 40 anos ) .

R escolha do limiar de re at iv i da de  
ou *cut off* de 20 e 40 r es p ec t i v a m e n t e  
para RIFI e RHP b a s eo u -s e no fato de 
que, neste ponto, a e f i c i ên c ia  di ag nó s- 
tica do teste adquire o valor máximo 
(Fig. 3 e Fig. 4). E mbo ra titulos de 40 
e 100 tenham sido e m pr e g ad o s  por d i f e 
rentes autores (10, 18)| como limite de

p o si t iv id ad e na RIFI, a u ti li z aç ão  do 
titulo 20 fornece um teste de alta s e n 
sibili da de (35,2%) e com e s pe ci fi c id a de  
de 100%; porém, se incluidos os casos de 
outros t r i p a n o s s o m a t i d e o s , este óltimo 
indice passa a ser de 30%. Um teste 
sorolô gi co sensivel seria de grande 
u t il id ad e em inquéritos populaci on ai s, 
pois somente desta forma po de ri a d e t e c 
tar casos de leis nm an io se a s s i n t o m á t i c a , 
bem como aqueles com niveis reduzidos de 
anticorpos. R e x is tê nc i a de óães com
l e i slima n i o se visceral, poré m sem s i n t o 
ma to lo gi a especifica, foi relatada por 
diversos autores (2, 13, 20). Titulos 
baixos de 20 e 40 na RIFI foram f r e q u e n 
temente observ ad os por L R N NO TE  et alii,
12, em cães com le is hm a ni os e d i a g n o s t i 
cados pelo isolamento do parasita.

Na Tab. 4 fora m o b se rv ad a s reaçBes 
cruzadas entre o an ti ge no de L.donovani 
(Co42) e os soros de cães com l e i s hm a
niose tegumentar a m e ri ca n a (LTR) e com 
Tr yp an o so m a evansi, a n al o g a m e n t e  à rea- 
tividade cruzada e x i s te nt e entre as 
le is hmanioses e a doença de Chagas em 
soros humanos (4,5). Esta reatividade 
ocorreu em titulos r el a ti v a m e n t e  baixos, 
ou seja, de até 80 na RIFI e também na 
RHP , no caso do soro de cão infectado 
por T. evansi.

Re ss al t a- s e que, no p r es en te t r a b a 
lho, os autores ti ve ra m a pr eo c up aç ão  de 
usar uma amostra de L e i s h m a n i a  ho móloga 
para se obter melhor resultado na RIFI. 
Rssim, u t il iz ou -s e a. cepa de L .. donovani 
Co42, isolada de um cão de Corumbá, 
mu ni cí p io  onde foram c ole ta do s os soros 
positivos. Já com a RHP, que exige g r a n 
de q uan ti da de de a n ti g en o pa ra s it á ri o no 
pr eparo do reagente, os autores não 
tiveram o mesmo sucesso, em vista do 
pouco c r es ci me nt o dessa cepa ho móloga no 
meio de NNN/BHI. Rssim, foi empr eg ad a 
amostra heteróloga de L .brasi l iensis que 
tem a va nt ag em de fornecer re at iv id ad e 
cruzada com os soros de calazar. R s e n 
sibilidade relati va me nt e mais baixa por 
nós verificada na RHP talvez seja e x p l i 
cada p arc ia lm en te pela u t i l i z a ç ã o  dessa 
cepa he te ró I o g a .

Embora alguns autores (10) u ti l i z e m  
o cr itério de que somente titulos > 1 6 0 ,  
ou ainda, a so ro c on ve rs ã o teriam valor 
diagnóstico, devido às reaçBes de grupo 
existentes entre os tripanos s o m a 1 1d e o s , 
foram estabelecidos, no trabalho, os 
limiares de reatividade mais baixos, com
o ob jetivo de de tectar com ef ic iê nc ia  as 
infecçBes causadas por Leis hm an ia , p r i n 
c ip al me nt e em inquéritos po pu la ci on ai s. 
Desta forma, não se teve a intenção de
di sc riminar a l ei s hm a n i o s e ' v i s c e r a l  da

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(1):143-152, 1988.
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leishmaniose tegumentar, pois esta d i s 
tinção poderá ser r-e a I i z a d a através de 
dados clinicos e e p i d e m i o l ó g i c o s .

Deve-se lembrar, ainda, que na 
região de Corumbá há o c o r r ê n c i a  de T r y 
pa no so ma evansi em cães (NUNES, 1906X) e 
que na interp re ta çã o dos re su lt ad os 
sorológicos o aspecto cl in ic o dos a n i 
mais deve ser considerado.

Os nossos achados p a r e c e m  se 
assemelh'ar aos de so ro l o g i a  humana r e 
portados por apenas alguns autores (5) 
pois a literatura não è muito c o n s i s t e n 
te a respeito dos p a r â m e t r o s  aqui e s t u 
dados. Contudo, po de - s e  co nc lu ir que 
tanto a RIFI quanto a RHP são e f ic ie nt es 
em estabelecer o d i a g n ó s t i c o  s o ro ló gi co 
da infecção de cães por L. donovani.
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SUMMRRY: Dogs are the main reservoir of 
Leishmania donovani. however, better 
standardization of serological tests for 
the diagnosis of caniie Cala-azar still has 
to be done. Thus, in this paper the 
fluorescent antibody (FR) and indirect 
hemagglutination (IHR) tests for this 
diagnostic purpose were standardized and 
evaluated in 42 sera from animals with 
clinical and parasitological diagnosis of 
Cala-azar and 60 sera from healthy dogs. 
The stipulated cut-offs for FR and IHA 
tests were, respectively, 20 and 40. The 
indices of sensibility, specificity, 
efficiency, positive and negative
predictive values for FR tests were as 
follow: 0.352, 1.000, 0.983, 1.000 and 
0.968 and, for the IHR test: 0.857, 1.000, 
0.941, 1.000 and 0.909. It was concluded 
that both FR and IHR tests are efficient 
for the diagnosis of canine leishmaniasis.

UN I TERMS : Leishmaniasis of dogs;
Laishmania donovani; Fluorescent 
antibody technique; * Haemag- 
glutination

FIGURA 1 — Distribuição da freqüência em percentagem de títulos da 
reação de hemaglutinação passiva (RHP) em soros de ca'es 
sadios e com calazar, Corumbá (MS), 1984

* Comunicação pessoal
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FIGURA 2 — Distribuição de freqüência de títulos da reação de imuno- 
fluorescência indireta (RIFI), em soros de cães sadios e com 
calazar, Corumbá (MS), 1984

Re». Fac. Mcd. V eí. Zootcc. Univ. S. Paulo. 25Í 1):143-152, 1988.

FIGURA 3 -  Distribuição da especificidade, sensibilidade e da concor
dância da reação de imunofluorescência indireta (RIFI) em 
soros de cães sadios e com calazar de acordo com o limiar 
de reatividade, Corumbá (MS), 1984
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FIGURA 4 — Distribuição da especificidade, sensibilidade e concordân
cia da reação de hemaglutinação passiva (RHP) em soros de 
cães sadios e com calazar de acordo com o limiar de reativi
dade, Corumbá (MS), 1984
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TABELA 1 — Resultados das reações de imunofluorescência indireta (RIFI) e de hema- 
glutinação passiva (RHP) em 42 soros de cães com calazar, Corumbá (MS), 
1984

TABELA 2 — Resultados das reações de imunofluorescência indire
ta (RIFI) em soros de cães sadios e com calazar 
(limiar de reatividade 20), Corumbá (MS), 1984

Cães
RIFI COM C R L R Z R R SR DI 05 TOTRL
R E S U L T A D O S " " ^ ^ N . N.

Reagentes 40 0 40
N2o reagentes n

tm 60 62

Total 42 60 102

Rev. Tac. Med. Vct. Zootec. Univ. S. Paulo. 25(l):143-i52, 1988.
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TABELA 3 -  Resultado da reação de hemagiutinação passiva (RHP) 
em soros de cães sadios e com calazar (limiar de reati- 
vidade 40), Corumbá (MS), 1984

Cães
RIFI
R E 5 U L T R D 0 5 \ ^ ^

COM C R L R Z R R  
N .

5RDI05
N.

TOTRL

Reagentes 36 0 36
NSo reagentes 6 60 66

Total 42 60 1 0 2

TABELA 4 — Resultados das reações de imunofluorescência 
indireta (RIFI) e de hemagiutinação passiva 
(RHP) em soros de cães com Leishmaniose 
tegumentar americana (LTA) e Trypanosoma 
evansi, Corumbá (MS), 1984

ReaçSo

CSe s
RIFI

Título
RHP

Titulo

Com LTR 
1 00 320
2 40 <20
3 20 20
4 40 40
5 80 320
6 B 0

^ ......... .
320

Com T .evans i 80 80
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