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Avaliacao da reatividade cruzada entre antigenos de
Leishmania spp e Trypanosoma cruzi na resposta
soroldgica de caes pela técnica de imunofluorescéncia

indireta (RIFI)

1 - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual

Paulista, Botucatu-SP

Resumo

Aleishmaniose visceral (V) é uma zoonose causada por protozoatios
do genero Leishmania. O cao € o principal reservatorio do parasito,
especialmente em areas urbanas. A Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) é comumente empregada para o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina (LVC), baseada na detecgdo de anticorpos
contra o parasito. Entretanto, reacdes cruzadas com Trypanosoma cruzi
podem ocorrer a sorologia. Com o objetivo de avaliar as rea¢oes
cruzadas entre os antigenos de Leishmania spp. e de T.cruzi, foram
colhidas 150 amostras de sangue de cies positivos para LVC em
inquérito epidemioldgico e os soros foram testados pela RIFI. Os
cies foram submetidos a eutandsia no Centro de Controle de
Zoonoses de Bauru (SP), area endémica para V. Outras 150 amostras
de sangue de cies foram colhidas em Botucatu (SP), area nao endémica
para LV, e os soros foram também testados pela RIFI. Os soros de
cies procedentes de Bauru resultaram positivos, tanto para Leishmania
spp. quanto para T.cruzi, demonstrando uma grande incidéncia de
reacoes cruzadas, reforcando a necessidade da confirmacao diagnéstica
por outras técnicas. As amostras de soros de caes procedentes de
Botucatu (SP), pela técnica de RIFI, demonstraram baixa prevaléncia
de resultados positivos para Leishmania spp. e para T.crugi. Entretanto,
apesar do reduzido nimero de resultados positivos a sorologia para
ambos parasitos, a investigacio sorolégica e epidemiolégica para LV
e doenca de Chagas em cides de Botucatu deve ser mantida,
considerando a importancia do cdo como reservatorio doméstico no
contexto destas zoonoses.
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Leishmaniose visceral canina.
Doenca de Chagas.

Reacdo cruzada.
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Introducao

As leishmanioses referem-se a uma
variedade de doenc¢as causadas por
protozoarios do género Leishmania,
envolvendo diferentes espécies. Sao doengas
infecciosas, transmitidas por mosquitos
flebotomineos, apresentando curso cronico
com sinais cutaneos, muco-cutaneos e
sistémicos. Sao reconhecidas trés formas de
apresenta¢ao, como a leishmaniose visceral
ou calazar, a leishmaniose cutanea e ainda a
leishmaniose mucocutanea.'

No Brasil, a leishmaniose, bem como

a doenca de Chagas, sio importantes
endemias de carater zoondtico que podem
produzir expressivos disturbios organicos em
seres humanos e, por isso, exigem reiterados
cuidados sob o ponto de vista médico-
assistencial. Causadas pelos protozoarios das
espécies do género Leishmania spp. e
Trypanosoma cruzi (1. cruzi), respectivamente?,
ambos tém como vetores insetos
hematétagos (Lutzomyia spp. e triatomineos,
respectivamente). Os canideos silvestres e
domésticos sdo os principais reservatorios
destes parasitos.

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢é
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caracterizada por uma marcada estimulagao
policlonal de linfécitos B, que resulta em
hipergamaglobulinemia e elevada produgio
de anticorpos, o que facilita o diagnéstico
pelos testes sorolégicos, evitando os
métodos parasitoldgicos, que sao invasivos.’
Os testes soroldgicos, principalmente em
inquéritos epidemioldgicos de busca
ativa, sdo as principais ferramentas para
a identificacio de cides infectados
por Leishmania spp. A Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
frequentemente utilizada nestes inquéritos,
esta sujeita a ocorréncia de reagdes cruzadas
com antigenos de T.crugi, especialmente pela
proximidade filogenética entre os parasitos.
O reconhecimento de reacOes cruzadas entre
diferentes infec¢des nos diagndsticos
sorologicos € classico, principalmente quando
sdo utilizados antigenos nio putificados.”.

Ap6s a infeccio por Leishmania spp.,
alguns cdes desenvolvem sintomas da
enfermidade com um titulo crescente de
anticorpos. Entretanto, podem ocorrer
dificuldades no diagnéstico soroldgico,
associadas a deteccdo das reacdes cruzadas
com T.eruzi, prejudicando a interpretacao
dos resultados. Além disso, pode haver uma
reducgdo na resposta imune, levando a nio
significancia nos titulos de anticorpos, e o
animal n3o apresentar sintomas.’

A RIFIL, utilizada a partir da década
de 60, indicada pelo Ministério da Satude
para o diagnéstico e levantamento
epidemiolégico para leishmaniose, apresenta
clevadas sensibilidade (90-100%) e
especificidade (80%).%"%? Uma das principais
limitagoes da RIFI é a ocorréncia de reacoes
cruzadas, principalmente com a doenga de
Chagas. Os antigenos utilizados nos testes
diagnésticos de RIFI e ELISA sao
geralmente derivados de promastigotas de
cultura, parasitos intactos ou moléculas
soluveis. Estes antigenos apresentam
reagOes cruzadas com outras espécies da
tamilia Trypanosomatidae, ¢ mesmo
com microrganismos filogeneticamente
distantes."” Portanto, no diagndstico
sorologico da LVC ¢ necessario considerar
o diagnéstico diferencial com a doenga de
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Chagas, atentando-se para os sintomas do
animal, se este os apresentar, ¢ também os
aspectos epidemioldgicos, tais como a
procedéncia do animal (area endémica ou
nao para leishmaniose e doenga de Chagas),
presenca de vetores (flebotomineos, no caso
da leishmaniose e triatomineos, para a
doenca de Chagas) e o contato do cao com
animais silvestres, ja que estes também sao
reservatorios importantes, tanto de
Leishmania spp. quanto de T. eruzgz. No caso
de haver reagodes cruzadas entre 1. cruzi e
Leishmania spp., deve-se levar em
considera¢do o resultado sorolégico,
associado aos fatores clinicos e
epidemiolégicos, bem como utilizar de
outros instrumentos para o diagndstico
diferencial.

Com base no exposto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a ocorréncia de
reagOes cruzadas com antigenos de T. cruzgi
em soros de cdes procedentes de area
endémica para LVC, representada pela cidade
de Bauru (SP), e em soros de caes
procedentes de area considerada até o
presente momento nio endémica para LVC,
como ¢ o caso de Botucatu (SP). Tendo em
vista que os cdes sdo reservatorios
importantes, tanto de leishmanias, quanto de
tripanossomatideos, tal estudo possibilitou
também analisar a detec¢ao de anticorpos
contra Leishmania spp. e T. crugi, como
investigacdo epidemioldgica de ambas
zoonoses, consideradas de grande
importincia em sadde publica.

Material e Método

A reagdo cruzada entre antigenos de
Leishmania spp. e de T.eruzi fol avaliada em
150 soros de caes encaminhados para
eutanasia no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da cidade de Bauru (SP),
e em 150 soros de cdes procedentes de
Botucatu (SP). Para isso, utilizou-se a técnica
RIFI para detec¢do de anticorpos anti-T.
cruzi e anti-Leishmania spp.

RIFI para Leishmania spp.

Foram utilizadas laminas de
imunofluorescéncia impregnadas com os



antigenos de Leishmania major, confeccionadas
no Laboratério de Diagndstico de Zoonoses,
do Departamento de Higiene Veterinaria e
Satude Publica, da FMVZ/UNESP - Campus
de Botucatu (SP). As amostras foram
diluidas a 1:40 em solucdo salina tamponada,
como triagem da reacdo e, imediatamente
testadas para anticorpos anti-IgG para
Leishmania major, como descrito pelo método
de Camatgo''. Havendo positividade, o soro
foi novamente diluido até a ultima diluicao
onde ainda se observava fluorescéncia.
Foram considerados positivos os titulos com
fluorescéncia a partir da diluicao 1:40.

RIFI para T.cruzi

Foram utilizadas laminas de
imunofluorescéncia impregnadas com os
antigenos de 1. aruzi (cepa Y), confeccionadas
no laboratério de diagnodstico de Zoonoses
do Departamento de Higiene Veterinaria e
Satude Publica, da FMVZ/UNESP - Campus
de Botucatu (SP).

Os soros foram diluidos inicialmente
a 1:20 em solugio salina tamponada, como
triagem da reagdo, e prontamente testados
para anticorpos anti-lgG para T.eruzz, como
descrito pelo método de Camargo'’.
Havendo positividade, o soro foi novamente
diluido até a ultima diluicio onde se observava
fluorescéncia. Foram considerados positivos
os titulos com fluorescéncia a partir da
diluicao 1:20.

Resultados e Discussao

Em muitas localidades da América
do Sul, existem 4areas endémicas, tanto para
leishmaniose quanto para doenca de Chagas.
Leishmania spp. e I. crugi, agentes causais
destas parasitoses, respectivamente,
pertencem a ftamilia Trypanosomatidae e
compartilham varios antigenos que causam
reacdo cruzada no diagnéstico sorolégico
quando misturas de complexos antigénicos
s3o utilizadas.'*"

Analisando-se os resultados finais
obtidos no presente estudo, observou-se
que, em soros de cdes procedentes de Bauru
(SP), houve positividade sorologica tanto
para Leishmania spp. quanto para T. cruzgi,
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demonstrando uma grande incidéncia de
reacdes cruzadas nesses animais, necessitando
portanto de confirmagdo diagndstica pela
deteccao especifica do DNA do parasito,
pela técnica da Reacao em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Das 150 sorologias
pareadas para Leishmania spp. e T.cruzi, 94
soros (62,7%) demonstraram titulo para
Leishmania spp. maior que para T, cruzz; 16
soros (10,7%) revelaram titulos para
Leishmania spp. idénticos aqueles contra 1.
cruzi; cinco soros (3,3%) demonstraram
titulos para Leishmania spp. menores do
que para T.cruzgi; e 35 soros (23,3%)
apresentaram titulos para T. crugi negativos.
Pode-se verificar também que, em quatro
soros (2,7%), houve uma grande diferenca
na titulacdo para Leishmania spp. e para
T.cruzi, sugerindo intensa reacao cruzada
(titulo 5120 e 80, respectivamente, em um
soro e titulo 2560 e 20, respectivamente, em
trés soros. Em 16 soros (10,7%) houve
resultados de titulacio sugestivos de reagdo
cruzada de Leishmania spp. com T. cruzi, ja
que os titulos para Leishmania spp. eram
maiores que os titulos para I. eruzgi e, em 42
soros (28%) os titulos para Leishmania spp.
eram muito proximos aos titulos de 1. crugs,
e, portanto, outros métodos diagnosticos
deveriam ser utilizados para se chegar ao
diagnostico definitivo. Em 53 soros (35,3%),
os titulos para Leishmania spp. e T. cruzi
apresentaram uma diluicdo de diferenca
apenas, ou iguais, necessitando a
comprovac¢iao do diagnéstico também por
outras técnicas, como a PCR (Tabela 1).
Nos casos de LV, comumente sio
detectados titulos elevados de anticorpos no
soro pela RIFL, geralmente superiores a 80,
sendo que titulos inferiores necessitam de
confirmacio por outras metodologias."* A
média dos titulos sorolégicos para
leishmaniose dos animais provenientes de
Bauru foi de 777,86 (com intervalo de
confianc¢a a 90% de £130,606), sendo a moda
o titulo de 640, restando poucas duvidas em
relacio a real positividade destes caes para a
enfermidade. Em contrapartida, a média
dos titulos sorologicos para doenca de
Chagas, nestes mesmos animais, foi de
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Tabela 1 -Numero de amostras com resposta sorolédgica para Leishmania spp. e T. cruzi e respectivos titulos
obtidos na prova de Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em soros de caes provenientes de

Bauru (SP) — Botucatu — 2006

Numero de amostras com resposta sorolégica para Leishmania spp.

& NR 40 80 160 320 640 1280 2560 5120  Totais
g NR| - 4 3 8 9 9 2 - - 35
;% 20| - 5 1 1 1 2 13
g 40| - 3 2 4 5 3 17
&

z 80| - 2 3 3 5 4 3 2 23
% T 10| - - 1 4 8 6 6 4 30
; ° 320 - - - - 3 13 3 4 - 23
S 640| - - - - 2 2 - 3 - 7
% 1280 - - - - - - - - 1 1
£ 2560 - - - - - - - 1 - 1
f 5120 - - - - - - - - - 0
“ | Totais| o 14 10 20 33 39 14 17 3

_ Titulagdo altamente sugestiva de reacdo cruzada de Leishmania spp. com T. cruzi
Titulagdo sugestiva de reacio cruzada de Leishmania spp. com 7. cruzi
Titulagdo pouco sugestiva de reagdo cruzada de Leishmania spp. com T. cruzi

NR  Nio reagente

155,06 (com intervalo de confianca a 90%
de £35,96), sendo a Moda as sorologias
com titulos inferiores a 20, indicando
negatividade para T. ¢ruzi. Zanette
verificou a ocorréncia de possiveis reacoes
cruzadas entre antigenos de I eruzz, Ebrlichia
canis, Babesia canss, 1 axcoplasma gondii e Neospora caninum
com [ sishimania chagasi, por meio dos métodos
de ELISA, RIFI e imunocromatografia. Das 14
amostras de soro positivas para doenca de
Chagas, nove (64,3%) foram consideradas
positivas pela técnica de ELISA e seis (42,9%0)
pela RIFI, ndao se observando resultados
positivos por imunocromatografia. Das 13
amostras de soro de animais portadores de
erliquiose, uma (7,7%) apresentou resultado
positivo por meio dos métodos de ELISA
e de imunocromatografia. Das seis amostras
de soro de caes apresentando co-infec¢iao por
etliquiose e babesiose, cinco (83,3%) foram
classificadas como positivas pela técnica de ELISA
e tres (50,0%) por imunocromatografia, ndo se
observando resultados positivos pela RIFIL.
Das 10 amostras de soro de cides com
toxoplasmose, cinco (50%) foram positivas pela
RIFI e uma (10%) por imunocromatografia, nao
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ocorrendo reagio cruzada pela técnica de ELISA.
Somente uma (12,5%0) das oito amostras de soro
de cies com neosporose obteve resultado
positivo pela técnica de imunocromatografia,
e das 13 amostras de soro de cies com co-
infeccdo pela toxoplasmose e neosporose,
trés (23%) foram positivas por meio da
técnica de imunocromatografia. Das 12
amostras de soro de caes com babesiose,
nenhuma apresentou reagdao positiva pelos
trés testes empregados.

A causa das criticas ou insatisfacoes
geradas com o sacrificio de animais,
caracterizados como positivos para
leishmaniose, pode ser minimizada se for
considerado que a menor especificidade da
RIFI é devida, em parte, a existéncia de
reacOes cruzadas com doengas causadas por
outros tripanossomatideos, como a doenga
de Chagas aqui analisada e a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), ou seja, 0s
animais falsos positivos para LV, podem ser,
por seu turno, positivos para essas
enfermidades. Entretanto, da mesma forma
que para a LV canina, o sactrificio do cio
positivo para doenc¢a de Chagas ¢ LTA



também ¢ recomendado por nio existir
tratamento eficaz ¢ o animal também
constituir um importante reservatério dessas
doengas para o ser humano. A questio que
se coloca frente a situacdo de sacrificio de
animais falsos positivos é a necessidade de
aprimoramento das técnicas diagndsticas,
principalmente no que concerne a
especificidade do teste utilizado para
detecciao do reservatério animal, uma vez
que essa propriedade interfere no valor
preditivo positivo do teste.'®

Em soros de caes procedentes de
Botucatu (SP), a pesquisa mostrou baixa
prevaléncia de positividade para Leishmania
spp. e T. cruzi. Das 150 sorologias realizadas,
136 amostras (90,6%) foram ndo reagentes
para ambos parasitos; trés caes (2%)
apresentaram titulos para Leishmania spp.
maiores que para 1. ¢ruzgi, com trés dilui¢oes
a mais; um cido (0,7%) foi reagente para
Leishmania spp. e I. cruzi, com titulos 320 e
160, respectivamente, demonstrando uma
possivel infeccao mista, ja que ambos titulos
estdo muito proximos. Este fato leva a um
estado de alerta para a vigilancia
epidemioldgica para ambas enfermidades
em Botucatu. Além disso, cinco cies (3,3%)
apresentaram titulo para T. ¢ruzgi, e nao
foram reagentes para Leishmania spp. Apesar
do reduzido nimero de reagentes para T.

185

cruzgi, a importancia da investigacdo
sorologica para este agente em Botucatu
deve ser mantida, como demonstrado no
trabalho de Lucheis et al."”. Dois caes (1,4%)
apresentaram titulos iguais para ambos
parasitos; trés caes (2%) apresentaram titulos
para T. crugi negativos, e positivos para
Leishmania spp., demonstrando ser
provavelmente um titulo de infec¢do para
leishmaniose sem a ocorréncia da reatividade
cruzada (Tabela 2). Até o presente momento
nio foram encontrados estudos que
evidenciem a presenca de fleb6tomos do
género Lutzomyia na cidade de Botucatu
indicando, no caso dos animais com titulos
positivos para Leishmania spp., que estes
provavelmente eram procedentes de regides
endémicas.

Portanto, a identificacdo de individuos
falsos positivos pela RIFI se deve as reagdes
cruzadas entre a LVC e duas outras
importantes zoonoses: LTA e doenga de
Chagas. Este fato pode ser inconveniente
quando os objetivos sdo os levantamentos
epidemiolégicos e o conhecimento da
distribui¢ao espacial da LVC, da LTA ou da
doenca de Chagas nos reservatorios caninos,
ja que as areas de concomitancia dessas
doengas sdo comuns em nosso pafs. Por
outro lado, as falhas de especificidade das
técnicas sdo minimizadas, pois, as trés

Tabela 2 - Ndmero de amostras com resposta sorologica para Leishmania spp. e T .cruzi e respectivos titulos
obtidos na prova de Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em soros de cdes provenientes de

Botucatu (SP) — Botucatu — 2006

Numero de amostras com resposta sorolégica para Leishmania spp.

- NR 40 80 160 320 640 1280 2560 5120 Totais
2. NR| 136 1 1 1 139
=
gy 20| 4 1 5
=3 40 1 2
£ 80| 1 1 2
% 5 160 2
o
Zz| 32 0
B 640 0
o
SE| 1280 0
T 2| 2560 0
i 5120 0
Totais | 141 2 1 1 3 1 1 0 0

- Titulacdo altamente sugestiva de reacdo cruzada de Leishmania spp. com T.cruzi
Titulagcdo sugestiva de reacgdo cruzada de Leishmania spp. com T. cruzi
Titulagdo pouco sugestiva de reagdo cruzada de Leishmania spp. com T. cruzi

NR Nio reagente
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zoonoses, endémicas no Brasil, apresentam
a espécie canina como reservatéria do
parasito e fontes de infecgdo para o ser
humano e outros animais, nio havendo
tratamento eficiente para tais doengas.
Portanto, permanece necessaria a medida
adotada de eutanasia dos cdes para o
controle destas enfermidades.'

Nas situacdes onde os soros
apresentaram titulos positivos para T. crugi,
superando os titulos para Leishmania spp.;
soros com titulos muito altos para T. crugi e
Leishmania spp., ou nos casos onde ocorreu
apenas positividade para T. cruzz, deve-se
considerar a possibilidade de uma real
infeccio por T. crugi. Segundo Lucheis et
al.'’, a freqiéncia de infec¢des por
tripanosomatideos, comprovada por exames
de PCR parta T. cruzi e/ou T. rangeli, podetia
ser devido a transmissiao ativa destes
parasitos nos caes pela presenca do vetor e,
em casos de auséncia de triatomineos,
poderia ser considerada a possibilidade de
que a infec¢do parasitiria acontecesse por
roedores ou outros animais silvestres,
frequentemente presentes no peridomicilio
e/ou domicilio, devido ao desequilibtio
ecoldgico.

Conclusoes
Os soros de cies procedentes de

Bauru apresentaram positividade sorolégica,
tanto para Leishmania spp. quanto para

T.cruzi, demonstrando uma elevada
incidéncia de reagdes cruzadas pela RIFI,
necessitando, portanto, da confirmac¢io
diagnéstica por outras técnicas, como a
PCR; em soros de cdes procedentes de
Botucatu (SP), pela técnica de RIFI, a
ocorréncia de anticorpos anti-Leshmania spp.
e anti- Teruzi foi baixa. Entretanto, apesar do
reduzido numero de resultados positivos a
sorologia para ambos parasitos, a
investigagdo sorologica e epidemiolégica
para LV e doenca de Chagas em cies de
Botucatu deve ser mantida, considerando a
importincia do cdo como reservatério
doméstico no contexto destas zoonoses.
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Cross reaction evaluation of Leishmania spp and Trypanosoma cruzi antigens
in dogs’ serologic response by indirect immunofluorescence test (lIF)

Abstract

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by Leishmania spp.
protozoa. Dog is the main parasite’s reservoir, especially in urban

Key words:

Canine visceral leishmaniasis.
Chagas’ disease.

Cross reaction.

Serology.

areas. Indirect Immunofluorescent Antibody Test (IFAT) is Epidemiological inquiry.
commonly used for canine visceral leishmaniasis (CVL) diagnosis, by
detection of antibodies against the parasite. However, Trypanosoma
eruzi (T.eruzd) cross reactions can occur in serological diagnosis. In
order to evaluate the occurrence of cross reactions between antigens
of Leishmania spp. and T.crugi, 150 blood samples of CVL
epidemiological inquiry positive dogs were collected and sera were
tested by IFAT. Dogs were culled at Zoonosis Control Center of
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Bauru (SP), an endemic area for VL. Another 150 dogs’ blood samples
were collected in Botucatu (SP), a non endemic area for LV, and sera
were also tested by IFAT. Serum samples of dogs from Bauru were
positive, both for Leishmania spp. and for T. cruzi, showing high
cross-reactions incidence, reinforcing the need of diagnosis
confirmation by other tests. Serum samples of dogs from Botucatu
demonstrated low prevalence of positive results by IFAT, both for
Leishmania spp. and T.cruzi. However, despite the low number of
positive serological results for these parasites, the epidemiological
and serological investigation for LV and Chagas disease in dogs from
Botucatu must be kept, considering the importance of dog as

domestic reservoir for both parasites.
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