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AVALIACAO DO TESTE DE AGLUTINACAO DIRETA NA
DETECCAO DA INFECCAO POR LEISHMANIA (VIANNIA)
BRAZILIENSIS EM POSSIVEIS RESERVATORIOS DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO ESTADO
DO CEARA

Haroldo Sérgio da S. Bezerra, Joseval da Rocha Viana, Maria Jania Texeira,
Cristina Sousa Chaves, Daniela Bastos de Araiijo e
José Herménio C. Lima Filho

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do Teste de Aglutinagdo Direta (TAD)
como método de detec¢do da infecgdo natural canina por Leishmania (Viannia) braziliensis,
Joi realizado um estudo envolvendo soros de cdes residentes em uma drea endémica de
leishmaniose tegumentar, Serra de Baturité, CE e soros de cdes provenientes da cidade de
Curitiba, PR, drea ndo endémica de leishmaniose. Os resultados obtidos com o TAD neste
trabalho indicam a possibilidade do uso deste teste sorolégico paralevantamentos epidemidlogicos
da infecgdo em reservaidrios; neste estudo, o cdo doméstico.
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Leishmaniose tegumentar. Céo.

Leishmaniose tegumentar € uma doenga causada
por vdrias espécies de protozodrios pertencentes ao
género Leishmania. Estes parasitas podem ocorrer
sob duas formas evolutivas: as formas flageladas
denominadas de promastigotas, encontradas no trato
digestivo dos flebotomineos vetores, e as formas
amastigotas encontradas parasitando macréfagos
dos hospedeiros mamiferos!.

No Estado do Ceara, aleishmaniose tegumentar
representa umimportante problema de savide piiblica.
De acordo com as estatisticas do Ministério da
Satide, o Ceard ¢ o estado da regido Nordeste onde
mais ocorrem casos de leishmaniose tegumentar
(44,6 %) e leishmaniose visceral (68 %). A principal
zona endémica de leishmaniose tegumentar do Ceard
estd localizada na Serra de Baturité? 3, uma drea nio
endémica para leishmaniose visceral e doenga de
Chagas, que dista aproximadamente 100km da
capital, Fortaleza. Vdrios estudos sobre a
epidemiologia desta doenga na drea de Baturité vém
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sendo realizados pelo Niicleo de Medicina Tropical/
DPML/UFC. Taisestudos tém auxiliado a desvendar
importantes pontos sobre o ciclo de transmissio da
leishmaniose tegumentar em Baturité? 34, O agente
etiolégico nesta drea foi caracterizado como
Leishmania (V.) braziliensis®’. Quanto aos
reservatérios silvestres, pouco se sabe sobre eles,
porém estudos de Oliveira Lima (dados nado
publicados) t&m apontado um papel importante do
caono ciclo de transmissdo doméstica desta endemia
na drea de Baturité. Em outras regides endémicas de
leishmaniose tegumentar, diversos estudos tém
também apontado o cdo como importante
reservatério doméstico desta doenga® 6.

Neste trabalho, apresentamos uma avaliagao da
aplicabilidade do Teste de Aglutinagdo Direta(TAD)
como método de detecgdo da infec¢do natural canina
por Leishmania (V.)} braziliensis, utilizando soros
de caes residentes na Serra de Baturité, importante
zona endémica desta doenga no Ceara.

MATERIAL E METODOS
Soros
Os soros utilizados fazem parte do banco de

soros do Niicleo de Medicina Tropical/UFC, sendo
estes divididos em 2 grupos. O primeiro grupo,
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consistiu de 40 amostras de soros de caes (de
diferentes sexos, idades e ragas) residentes na Serra
de Baturité, 20 destes infectados por Leishmania
(V.) braziliensis, com confirmagao parasitoldgica
através de biépsias e culturas em meto NNN. de
material de pele, figado ou bago. Todas as cepas
foram caracterizadas através da Técnica de
Eletroforese de Isoenzimas’; os outros 20 tinham
positivo para a
imunofluorescéncia indireta utilizando antigeno de

resultado técnica de
Leishmania (V.) braziliensis®. O segundo grupo,
constou de 18 amostras de soros decies (de diferentes
sexos, idades e ragas) provenientes da cidade de
Curitiba (PR), drea ndo endémica de leishmaniose,
gentilmente cedidos ao Nitcleo de Medicina Tropical
pelo Dr. Natal Jatair Camargo. Esses animais ndo
apresentaram qualquer sinal clinico de leishmaniose,
bem como soro ndo reagente frente a antigenos de
L. chagasi através da Técnica de ELISA® e
Imunofluorescéncia indireta para Leishmania
braziliensis.

Preparaciio de antigeno

Promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis (MCAN/BR/92/19914) foram
cultivadas a 26°C em meio Shneider (Sigma)
contendo 20 % de soro bovino fetal inativado (SBF),
2% de urina humana e antibiticos (penicilina,
200U/ml; streptomicina, 200pg/ml e gentamicina,
lpg/ml), e utilizadas na produgdo de antigenos
segundo o método de Harith e cols!®; os parasitas
foram lavados em solugdo de Locke (pH 7,7)a4°C,
tratados com tripsina (1:250, Gibco, Detroit, USA)
a 0,4% em solugdo de Locke por 45min a 37°C e
fixados por 20h a 4°C com formalina a 1% em
solucdo de Locke. Apds lavagem em salina-citratoe
(0,15M cloreto de s6dio + 0,056M citrato de
s6dio, pH 7,4), os parasitas foram corados comazu!
brilhante de Coomassie a 0,1% em salina por
90min, sob agitagio. Parasitas corados foramlavados
em salina-citrato (0, 15M cloreto de sédio + 0,056M
citrato de sédio, pH 7,4) e ressuspendidos com
formalina a 1 % em salina-citrato (0, 15M cloreto de
sédio + 0,056M citrato de sodio, pH 7,4). A
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suspensio foi filtrada em filtro de poros de 30um e
a concentragdo de parasitas foi ajustada para
2x107ml. A preparagdo foi mantida no escuro a 4°C
até sua utilizagao.

Teste de Aglutinacio Direta

Para a realizago do teste, diluigdes seriadas de
1:10 até 1:20, 480 dos soros foram feitas com NaCl
a 0,9% suplementado com 0,2% de gelatina e 2-
mercaptoetanol 0,IM (Merck), perfazendo um
volume final de 50ul/pogo, comegando da segunda
coluna em uma microplaca com pogos de fundo em
“V”. Aprimeiracoluna, contendo somente diluente,
foi usada como controle. Apds a incubagio da placa
durante 1h a 37°C, foi adicionado igual volume de
antigeno (50ul) em cada pogo. As placas foram
entio incubadas durante 18h a 26°C e lidas em
seguida. O titulo de aglutinagio foi determinado
como sendo o do pogo anterior aquele onde se
observava um “botdo” idéntico ao observado no
pogo controle.

RESULTADOS

Um total de 58 soros de caes de diferentes ragas,
idades e sexos for utilizado nos testes. Dos 40 soros
positivos para outras técnicas, 34 (85%)
demonstraramtitulos > 1: 160 chegandoatéa 1:2560,
e somente 2 (5 %) apresentaram titulos < 1:20. Dos
soros restantes, negativos, apenas 2 (11,1%)
apresentaram titulos iguais a 1:160, sendo esta
também sua maior titulagdo, ¢ todos os outros
(88,9%) tiveram titulos menores que 1:160 (Tabela
1). A distribuigdo dos soros em relagdo aos seus
titulos e percentuais estio demonstrados na Figura 1.

Tabela 1 - Titulos do teste de aglutinagao direta de uma
amostrade 58 soros de cdes usando antigeno de Leismania
(V.) brasiliensis.

Titulos

Diagnéstico

<1:20 1:46 1:80 21:60
Positivos 2 i 3 34
Negativos 8 5 3 2
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Figura 1 - Distribui¢ao dos percentuais e tiulos do teste de aglutinag¢ao direta de wma amostra de 58 caes com
diagnostico posiltivos e negativos para Leismania (V.) braziliensis.

DISCUSSAO

O diagndstico de infecgdo por Leishmania em
cdes, nas zonas endémicas, tem sido feito por
demonstragio do parasito e/ou técnicas soroldgicas.
Os resultados obtidos com o TAD neste estudo
indicama possibilidade do uso deste teste soroldgico
para o levantamento epidemioldgico da infecgdo em
reservatorios (no caso o ¢ao). Um cut-gff de 1:160
foi capaz de discriminar 85% dos caes infectados;
neste nivel ainda, somente 11% de falso-positivos
foram detectados.

Como demonstrado neste estudo, o TAD por
sua facilidade de realizagio, bem como baixo custo,
poderd ser usado na investigagdo da infec¢do por
Leishmania para determinagio de reservatorios da
leishmaniose tegumentar, principalmente nas regides
onde se possa excluir leishmaniose visceral edoenga
de Chagas. Estudos preliminares estio sendo

realizados neste laboratério para evolugdo desta
pesquisa, visando estudar, inclusive, animais
silvestres.

SUMMARY

In order to evaluate the aplicability of the Direct
Agglutination Test (DAT) as a method of detection of the
natural canine infection for Leishmania (Viannia)
braziliensis, it was realized a study involving the serum
of naive dogs from Serra de Baturite, Ceara State, an
endemic area of cutaneous leishmaniasis, and others
from Curitiba, Parana State, a non endemic area. The
results indicate the possibility of using this sorologic test
1o the epidemiologic research of the infection in the
reservoir host, in this case, the dog.

Key-words: Direct Agglutination Test. Leishmania
(V.) braziliensis. Cutaneous leishmaniasis. Dog.
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