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RESUMO

Nesta revisdo sdo apresentadas as técnicas disponiveis para o diagnostico da
leishmaniose visceral americana, em especial para o diagndstico do reservatdrio
domeéstico canino, sendo discutidas as vantagens e desvantagens de cada método,
em termos de diagndstico individual, em programas de controle e para avaliacao
epidemiologica.

PALAVRAS-CHAVES: Métodos de diagnoéstico laboratorial. Leishmaniose visceral
americana canina.

ABSTRACT

This review presents available techniques for American Visceral Leishmaniasis
diagnosis, especially for the diagnosis of the canine domestic reservoir, discussing
advantages and disadvantages of each method, in terms of individual diagnosis, in
control and epidemiologic evaluation programs.

KEY WORDS: Laboratory diagnosis methods. Canine american visceral
leishmaniasis.
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O diagnoéstico de uma enfermidade como a
leishmaniose visceral americana (LVA)
requer o uso de métodos que possam, de
maneira segura e confiavel, identificar os indi-
viduos infectados. As técnicas empregadas
para este fim devem ser providas de algumas
propriedades, tais como: capacidade de
deteccdo dainfeccdo em sua fase inicial, resul-
tados precisos, facil execucdo, baixo custo e
repetibilidade. A escolha do método ou teste
de diagndstico deve ser orientada ap6s cuida-
dosa avaliacdo da situacdo na qual sera
empregado. Variaveis como caracteristicas
epidemioldgicas da doenga, dados de preva-
léncia e incidéncia, hospedeiros envolvidos,
modo de transmissao e periodo de incubacao,
dentre outras, precisam ser conhecidas.

O diagndstico daleishmaniose visceral ame-
ricana canina (LVA canina) pode ser realizado
por diversos métodos, e a confiabilidade desse
diagnostico sera proporcionada pela combina-
¢do de técnicas, uma vez que ndo ha uma tinica
técnica que possa de modo inequivoco indicar
ainfeccao.

A LVA canina é uma doenca severa, carac-
terizada por evolugdo cronica com sintomas
viscerocutaneos que ocorrem em cerca de 50%
dos cdesinfectados. Estes cies podem apresen-
tar alteragdes renal, hepatica, ocular e cutanea;
muitos, no entanto, podem permanecer por
longos periodos com infeccao assintomatica.

Cades infectados e assintomaticos apre-
sentam um perfil de resisténcia ao parasita
associado com uma resposta imune celular,
manifestada por uma forte resposta prolifera-
tiva dos linfocitos do sangue periférico contra
antigenos de Leishmania e producao de IL-2,
TNF-a e IFN-y e baixos titulos de anticor-
pos anti-Leishmania. Em contraste, animais
doentes apresentam depressao das fungdes
mediadas pelas células T e altos niveis de anti-
corpos especificos.””’

0 diagnéstico clinico da LVA canina é difi-
cultado pela variabilidade dos sinais e pelo
grande niumero de animais sem manifesta¢des
clinicas. Dessa forma, o diagndstico laborato-
rial é uma importante ferramenta para identi-
ficacdo dos animais infectados.

0 diagnoéstico de certeza baseia-se na
demonstracao das formas amastigotas presen-
tes na pele, no sangue ou em 6rgaos linféides.
Pode-se considerar que a detec¢do do parasito
constitui o padrao ouro no diagnéstico da LVA
canina. Porém, é importante ressaltar que
esses métodos apresentam limita¢des, tanto
pela sensibilidade, tendo em vista a variagao
na intensidade do parasitismo, como por difi-
culdades técnicas ou operacionais que possam
interferir na obtenc¢do do material.

A demonstracdo do parasito pode ser
conseguida em esfregacos sanguineos confec-
cionados com material obtido de bidpsia de
medula dssea, aspirado de bago ou linfonodo
ou de fragmento de pele. Os corantes de Giem-
sa, Wright, Leishman ou Panéptico® podem ser
usados com resultados muito similares na evi-
denciacdo das formas amastigotas. De baixo
custo, esse método requer profissional espe-
cializado para execucdo da coleta do material e
leitura das laminas. A sensibilidade dessa téc-
nica pode variar de 70% a 98%, a depender da
qualidade do material, do periodo de evolugao
da infeccdo, do estado imunitario do animal e
até mesmo do namero e tempo de leitura das

4-7

laminas.

BARROUIN-MELO et al.’ confirmaram a se-
guranca da técnica de puncio esplénica em
cdes como uma alternativa ao diagnéstico di-
reto em lamina e também para obtencao de
amostras para culturae métodos moleculares.

O material usado para a confeccao de
laminas também pode ser destinado ao proce-
dimento de cultivo axénico em hamster (Meso-
cricetus auratus) e cultivo em meios artificiais.
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A inoculacao em hamster é um procedimento
de boa sensibilidade, mas a demora na repro-
ducdo da infeccdo inviabiliza esse método
como rotina para o diagndstico da LVA canina.
Em estudo realizado por CORTADA’ um perio-
do de até 108 dias foi necessario para obter
resultado positivo em animal inoculado. Os
animais inoculados devem ser observados por
até um ano, sendo entao esse método mais
importante para investigagcdes epidemiologi-
cas a fim de confirmar ndo sé a presenca do
parasito, mas também sua espécie em conjunto

com outros métodos."”*

O cultivo da Leishmania pode ser conse-
guido pelo uso de meios artificiais. O meio de
cultura NNN (Neal, Novy e Nicolle), com fase
liquida constituida por Schneider (Sigma) ou
caldo infuso de cérebro e coragao (BHI) acres-
cido de soro fetal bovino e antibi6ticos, pode
ter boa eficiéncia no diagnéstico da LVA canina.
Os parasitos crescem em cultura no periodo de
4 dias a 6 semanas; em geral, a maioria das
culturas mostra-se positivaem 7 a 10 dias.

A LVA canina pode ser diagnosticada
indiretamente por métodos soroldgicos ou
técnicas de imunodiagnéstico. Os métodos
soroldgicos auxiliam o estabelecimento do
diagnéstico, sendo mais empregados em in-
quéritos epidemiolégicos.

O teste de hipersensibilidade tardia ou teste
de intradermoreacdo de Montenegro (IDRM)
ndo tem bom desempenho para o diagndstico
da LVA canina, pois a resposta celular contra
Leishmania nao é bem evidenciada durante o
curso dainfecg¢do.’

Os antigenos purificados tém melhor
desempenho no diagndstico que os antigenos
brutos, mas sua preparacao requer métodos de
purificacao sofisticados. Uma alternativa é a
producdo de antigenos recombinantes, cujo
desenvolvimento foi incrementado na ultima

década. Muitos ja foram disponibilizados para
odiagndstico da LVA humana e/ou canina.

A maioria dos testes soroldgicos utiliza
antigenos de promastigotas obtidas em cultu-
ras, o que pode comprometer a especificidade
do teste devido a possibilidade de reacdes
cruzadas com outras espécies da familia
Trypanosomatidae.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) utiliza como antigeno promastigotas de
varias espécies do género Leishmania fixadas
em lamina. Pode ser usada para pesquisa de
IgM ou IgG, mas esta suscetivel as reagdes cru-
zadas com diversos outros agentes que infec-
tam os caes. Em regides de ocorréncia da
leishmaniose tegumentar americana (LTA)
e doenga de Chagas esse teste pode nao ser
a melhor opg¢do para o diagndstico da LVA
canina, se usado isoladamente. Contudo, é bas-
tante utilizado em inquéritos soroepidemiol6-
gicos e em programas de controle dadoenca.”

O ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(Elisa) é um teste rapido, de facil execucdo e
leitura. Tem boa sensibilidade e especificidade,
permitindo o processamento de grande nume-
ro de amostras simultaneamente. Também
vem sendo utilizado em programas de con-
trole’ e em estudos epidemiolégicos. As
possiveis reagdes cruzadas podem ser minimi-
zadas pelo uso de antigenos purificados ou
recom-binantes. A leitura automatizada elimi-
na erros de interpretacio e torna a execugio
do teste mais simples.

O teste de aglutinacdo direta (DAT) foi de-
senvolvido, inicialmente, para o diagndstico da
LVA humana, mas tem sido usado em carater
experimental para o diagnéstico da LVA canina.
Sua execucdo é simples e o teste é quantitativo,
porém requer longo periodo de incubagdo (18
horas), o que pode ser um fator limitante do
seu uso.
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Outro teste, muito semelhante ao DAT, é o
fast agglutination-screening test, também cha-
mado de teste de aglutinacdo rapida (FAST),
cujo periodo de incubacao é curto (trés horas).
O FAST é apenas qualitativo e seu desempenho,
associado a facilidade de execugio, o torna um
bom candidato como teste de triagem da LVA
canina."

Um teste de imunocromatografia foi de-
senvolvido para o diagnostico da LVA humana,
e vem sendo aplicado em estudos para a LVA
canina. O teste rapido anticorpo anti-
Leishmania donovani (TralLd) utiliza o antige-
no recombinante rK39, podendo ser aplicado
paraamostras de soro ou sangue. A proteina A
conjugada com ouro coloidal, como sistema
de deteccdo deste antigeno, permite uma liga-
¢do com o anticorpo especifico em segundos e
a totalidade do teste pode ser completada
entre 1-10 minutos.” Trabalho de GENARO et
al.” comparou este teste com o Elisa e a RIFI
empregando amostras de caes, verificando
que seu desempenho foi superior pela ausén-
cia de reagdes cruzadas com Trypanosoma
cruzi, Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis.

A técnica de Western blot (WB) é descrita
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