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Resumo

O teste imunocromatografico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) usando
antigeno recombinante K39 (rK39) foi avaliado para o diagndstico da
Leishmaniose Visceral (LV) em amostras de soros de cdes suspeitos em area
endémica. O desempenho do teste foi comparado ao da Reacdao de
Imunofluorescéncia Indireta, ao da Reacdo Imunoemzimatica, usando-se
antigeno sollvel de Leishmania chagasi e ao Teste de Aglutinacao Direta. O
estudo incluiu 58 animais, com um quadro clinico sugestivo para LV, sendo
68,9% (40) do sexo masculino e 31,0% (18) do sexo feminino. A idade destes
animais variou de seis meses a cinco anos. Do total de animais com
diagndstico confirmado por RIFI, o teste rapido apresentou positividade em
24,1 %.
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Evaluation of test quick immunochromatographic IT-LEISH® for the
diagnosis in dogs of visceral leishmaniasis in endemics regions of the

state of Pernambuco, Brazil

Abstract

The rapid immunochromatographic test IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) using
recombinant antigen K39 (rK39) was performed on serum samples from dog’s
suspected endemic area. The test performance was compared to the indirect
immunofluorescence, imunoemzimatic the reaction, using soluble antigen of
Leishmania chagasi, and the direct agglutination test. The study included 58
animals with clinical symptoms suggestive for LV. Of these 68.9% (40) were
male and 31.0% (18) females. The age of animals ranged from six months to
five years. Of a total of animals with diagnosis confirmed by IFAT, the rapid
test was positive in 24.1%.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, Diagnosis, Evaluation.
Introducao

As leishmanioses sao zoonoses causadas por diversas espécies de protozoarios
do género Leishmania (ROSS, 1903), que podem afetar o homem, sendo a
Leishmaniose Visceral (LV) a que apresenta ampla distribuicdo no Velho e no
Novo Mundo, situando-se entre as sete endemias prioritarias de atencdo da
Organizacao Mundial da Saude, afetando 500 mil pessoas por ano. Animais
silvestres e domésticos sdo os reservatérios mais comuns do parasita que tém
como vetores, insetos dipteros, da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae (LUTZ, 1912). Aproximadamente 90% de todos os casos
notificados no mundo provém de Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao
(WHO, 2006). No Novo Mundo a doenca é conhecida como calazar neotropical
ou Leishmaniose visceral americana (LVA) que tem como agente etioldgico a

Leishmania (Leishmania) chagasi, e em praticamente todas as areas de
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ocorréncia da doenca, o inseto Lutzomyia longipalpis é identificado como
espécie transmissora desta enfermidade (LAINSON, 1978).

O cdo domeéstico, importante fonte de infeccdo de Leishmania, pode apresentar
alto parasitismo cutaneo o que facilita a infeccdo dos flebotomineos (DEANE e
DEANE, 1954, 1955) exercendo papel fundamental na introducao da doenca
em areas novas (BRASIL, 2003; MARZOCHI, 1997). Diante de sua importancia
no ciclo de transmissao da LV, a principal medida de controle, no Brasil, tem
sido sua eliminacdao quando identificado como infectado e/ou soropositivo
(WHO, 2006; MONTEIRO, 1994).

As técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém
sido descritas como sensiveis para a deteccdo de Leishmania, porém nao tem
aplicacdao na rotina diagndstica ou em larga escala. Na impossibilidade de
realizar provas para deteccdo do parasita nos inquéritos epidemioldgicos
recomenda-se a utilizacdo de métodos de anticorpos especificos, empregando-
se métodos soroldgicos, entretanto, em situacdes de gravidade da LV canina,
Ashford et al., 1995, descreveram a auséncia de anticorpos. A experiéncia
clinica em paises onde a doenca é endémica, também evidenciou que muitos
animais infectados podem permanecer soropositivos (FERRER, 1999).

Diversas técnicas tém sido avaliadas ou utilizadas na deteccdo de anticorpos
no diagndstico do calazar humano e canino, tais como as imunoenzimaticas
(AISA et al., 1998; ASHFORD et al., 1993; DIETZE et al., 1995; GULNARA et
al., 1999) testes de aglutinacao direta (DAT) (EL HARITH et al., 1989) e testes
rapidos imunocromatograficos que utilizam como antigenos, proteinas
recombinantes derivadas de leishmanias, como a K39 (ARIAS et al., 1996;
GENARO et al., 1997; JELINEK et al., 1999; SUNDAR et al., 1998).

O diagnéstico da LV avancou pouco nas Uultimas décadas, sendo uma das
maiores preocupacoes atuais em relagdo a sua elevada letalidade, sendo que
no Brasil observa-se que vai além do relato na literatura mundial. As técnicas
de diagndstico parasitolégico pressupdéem procedimentos invasivos,
requerendo laboratoristas experientes, sao laboriosas e ainda assim nao

oferecem sensibilidades ideais (FERRER, 1995). As técnicas soroldgicas
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demandam tempo, equipamentos, infra-estrutura e Ilaboratoristas bem

treinados.

Metodologia

Sabendo-se que a LV humana é considerada precedente a populacdo canina,
foi realizada a coleta de amostras de sangue em caes, apds uma avaliacao
clinica sobre a condicao do animal, verificando a sua procedéncia, levando-se
em consideracao a zona endémica da doenga (BRAGA, 1998). Foram avaliados
58 cdes naturais de area endémica e realizado o diagndstico laboratorial
através das técnicas soroldgicas convencionais (RIFI, ELISA e DAT), além do
teste imunocromatografico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT- LEISH®). O DiaMed
IT-LEISH® que permite a deteccdo rapida de anticorpos contra Leishmania sp.
é composto de uma membrana de nitrocelulose acoplada a uma bandeja
descartavel, uma ampola contendo tampado, uma lanceta, um tubo capilar de
plastico e alcool. Na membrana de nitrocelulose, sdo absorvidos o antigeno
rkK39, formando a linha-teste, e o anticorpo anti-IgG humano, constituindo a

linha-controle.

Resultados

Cinquenta e oito cdes provenientes de area rural foram incluidos no estudo.
Como parametro foram utilizadas as diluicdes no teste de RIFI a partir de 1:40
até 1:1.280. Dos 58 reagentes para RIFI, 70.6 % (41) foram reagentes para
ELISA, 87.9 % (51) para DAT e 24.1 % (14) para IT-LEISH®, demonstrando
assim que, os testes de RIFI, ELISA e DAT apresentaram um maior percentual
em relagdo ao teste rapido, como se observa na TAB. 1. Entretanto, o teste
rapido nao foi capaz de detectar infeccao nos animais com titulos de RIFI
baixos de 1:40.
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Tabela 1. Resultados observados de acordo com os Métodos De Diagndstico
realizados para avaliacdo do Teste Imunocromatografico Rapido It-Leish® para
o Diagnodstico da Leishmaniose Visceral Canina em Regides Endémicas do
Estado De Pernambuco, Brasil, 2010

Métodos Reagentes % Nao %
avaliados Reagentes
RIFI 58 100 0 0
ELISA chagasi 41 70.6 17 29.3
DAT 51 87.9 7 12.0
IT-LEISH® 14 24.1 44 75.8

Na TAB. 2 observa-se que o teste rapido apresenta um percentual melhor a

partir da diluicao 1:160, com algumas variagoes.

Tabela 2 - Resultados observados em comparacao do Teste Rapido com os
Testes Convencionais para avaliacdo do Teste Imunocromatografico Rapido It-
Leish® para o Diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina em Regides
Endémicas do Estado De Pernambuco, Brasil, 2010

Diluigoes
seriadas RIFI % ELISA % DAT % IT- %
de RIFI LEISH®
1:40 40 68.9 24 41.3 35 60.3 2 3.4
1:80 6 10.3 6 10.3 5 8.6 2 3.4
1:160 5 8.6 4 6.8 4 6.8 3 5.1
1:320 3 5.1 3 5.1 3 5.1 3 5.1
1:640 1 1.7 1 1.7 1 1.7 1 1.7
1:1.280 3 5.1 3 5.1 3 5.1 3 5.1

Total 58 41 5

(BN

14




SILVA, O.A. et al. Avaliagdo do teste imunocromatografico rapido IT-LEISH® para o diagndstico
da leishmaniose visceral canina em regides endémicas do Estado de Pernambuco, Brasil.
PUBVET, Londrina, V. 5, N. 4, Ed. 151, Art. 1013, 2011.

Conclusao

Estudos vém sendo realizados para melhor conhecimento do comportamento
da leishmaniose visceral tanto humana, como canina em municipios
pernambucano, por questdes a serem esclarecidas necessitando melhores
resultados, bem definidos para o planejamento e implementacao de medidas
de controle da referida enfermidade.

Assim como diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagndstico da LV,
muitos avancos tém ocorrido nos ultimos anos, mas a despeito do grande
numero de testes disponiveis, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e
especificidade.

O diagndstico clinico da LV canina é muitas vezes um problema para o médico
veterinario, pois existem um amplo espectro de sinais clinicos.

A avaliacdo de testes rapidos tem mostrado resultados variaveis, de acordo
com a regido geografica do estudo, do produto e da metodologia empregada.
O uso de métodos de diagndstico sensiveis e especificos, de facil execugdo e
interpretacdo, que ndo necessitem de infra-estrutura laboratorial e
profissionais especializados, deverd trazer beneficio importante para o
diagndstico acurado e rapido da LV, principalmente nas localidades onde o
acesso a exames laboratoriais mais complexos é limitado. Sendo um teste
rapido, simples, de baixo custo e, portanto ndao necessita de equipamentos
sofisticados, podendo ser realizado no campo, adequado para ser empregado
como técnica alternativa de triagem diagndstica em funcdo de sua
especificidade para a espécie Leishmania chagasi, responsavel pela LV.

A deteccdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania utilizando técnicas
soroldgicas, constitui um instrumento importante no diagndstico da LV canina.
Animais doentes desenvolvem resposta imune humoral e produzem altos
titulos de IgG anti-Leishmania. A soro conversao ocorre aproximadamente trés
meses apds a infeccdo. Entretanto, os testes soroldgicos devem ser
interpretados com cautela, uma vez que nao sdo 100% sensiveis e especificos

e alteram em detectar cdes infectados no periodo pré-patente da doenga.
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Animais com menos de trés meses de idade ndo devem ser avaliados por meio
de métodos soroldgicos, pois podem apresentar resultados positivos pela
presenca de anticorpos maternos??. Existem contradicdes na literatura quanto
a possivel correlacdo entre os titulos de anticorpos e a severidade dos

sintomas.
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