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TESTE DE AGLUTINACAO DIRETA NO SORODIAGNOSTICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DO PARA

Lourdes M. Garcez, Jeffrey J.Shaw e Fernando T. Silveira

Avaliou-se o 1este de aglutinagdo direta (TAD) no sorodiagnéstico da leishmaniose visceral
{LV) humana e de canideos (cdo e raposa Cerdocyon thous), sendo os resultados comparados
com aqueles obtidos em imunofluorescéncia indireta (IF1) e ensaio imunoenzimatico (ELISAJ.
Utilizaram-se soros: humanos (303). individuos com LV confirmada (16), suspeitos de LV (65),
em outras condi¢des (102), controles negativos (15), individuos em drea endémica (105): de
cdes (82): de drea endémica (68), Salvaterra/Marajé/PA. (21 parasitologicamenie positivos),
e controles negativos (14), de Belém; de raposas (9): espécimes capturados na llha do Marajo.
Antigenos para o TAD foram preparados a partir de promastigotas de Leishmania (Leishmania)
donovani e L. (L.} chagasi. Aqueles wiilizados em ELISA e IFl, respectivamente, de
promastigotas (antigeno soliivel) e amastigoias de L. (L.) chagasi. Emhumanos, a especificidade
e sensibilidade do TAD, utilizando-se antigenode L. (L.) donovani, forain altas (98,4% e 100%,
respectivamente) e compardveis asde IFI (97,5% e 100%). ELISA foi menos especifico (84,8%),
embora igualmente sensivel. Em cdes, o TAD foi mmais especifico com antigeno de L. (L.)
donovani do que com aquele preparado a partir de L. (L.) chagasi. Entretanto, ELISA ¢ TAD
Joram menos sensiveis (ambos 71,4%) que IFI (100%). Essa diferenca foi refletida nos
resultados de cdes de drea endémica, 87% dos quais foram positivos para IFl, mas somente
54% para ELISA e 49% para o TAD. Resultados similares foram observados com rapoesas,
quando todos os 9 soros foram positivos para IF1, 7de 9 (78 % ) positivos para ELISA, enquanto
que o TAD ndo revelou nenhum resultado positivo. Concluiu-se que o TAD, usando antigeno
de L. (L.) donovani é wmn teste iitil para LV humana, sua utilizacdo em ampla escala é indicada,
desde que monitorada por um laboratdrio de referéncia que garania qualidade dos antigenos.
Contudo, ndo é a melhor opgdo em inquéritos soroldgicos caninos, jd que foi menos especifico
yue ELISA e, especialmente, IFl, na deteccdo de anticorpos em casos de infec¢do canina.

Palavras-chaves: Teste de aglutinagdo direta. Leishimaniose visceral. Hunanos. Canideos.

A leishmaniose visceral no Estado do Pard, que
no inicio da ultima década era considerada
esporddica, apresenta-se atualmente comoum grave
problema de satide piiblica. Virios focos da doenga
se estabeleceram em diferentes pontos do Estado,
em muitos dos quais caracterizaram-se as atuais
endemias.

As dificuldades encontradas no controle da
leishmaniose visceral no Estado sdo de todas as
ordens mas, especialmente, de particular importancia
no que diz respeito ao diagndstico dos casos da
doenga. As dreas de maior transmissdo estdo a
grandes distancias da capital Belém, onde o Instituto
Evandro Chagas € o vinico laboratério do Estado a
realizar testes sorolégicos de ELISA e IFI para o
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sorodiagnéstico da leishmaniose visceral.

Um método de diagnéstico alternativo que
pudesse ser utilizado nessas areas em laboratorios
de pequeno porte seria de grande utilidade pratica.

Dessa forma, avaliou-se neste estudo a utilizagio
do teste de aglutinagao direta, descrito por Harith e
cols!9, para o sorodiagnéstico da leishmaniose
visceral humana e de canideos (cao e raposa C.
thous), que constituem os mais importantes
hospedeiros de L (L.} chagasi.

O TAD dispensa a utilizagio de equipamentos
sofisticados, € de baixo custo e seus procedimentos
sdo simples de serem executados. Do ponto de vista
técnico, uma das maiores vantagens que apresenta
€ a de ndo se utilizar de um conjugade de
imunoglobulina espécie-especifico, podendo ser
iitil em casos de infecgbes naturais e experimentais
de mamiferos da Amazonia.
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MATERIAIS E METODOS
Amostras de soro

Soros humanos: as amostras de soro foram
obtidas de individuos com leishmaniose visceral
comprovada parasitologicamente (9) ou que,
submetidos ao tratamento especifico, tiveram total
regressao dos sintomas (7); controles negativos
(15) e portadores de outras infecgdes parasitdrias
(102): leishmaniose cutinea (20}, doenga de Chagas
(20), maldria (32) e esquistosomose (30). Além
destas, foram utilizadas 105 amostras de soro de
individuos assintomaticos residentes em drea
endémica (Igarapé Miri/Pard) e outras 65 amostras
de soro de individuos com sintomas de leismaniose
visceral e positivos para IF1, de diferenteslocalidades
do Estado, totalizando 303 amostras.

Soros de cdo: as amostras de soro foram obtidas
de 68 cdes habitantes de drea endémica de
leishmaniose visceral (Salvaterra/Itha do Marajé/
PA), sem sinais aparentes da doenga. Destes, 21
(30,9%) tiveram a confirmagao parasitoldgica da
infecgdo por Leishmania. Para avaliar a
especificidade do TAD foram usadas outras 14
amostras de soro de cl@es ndo infectados,
aparentemente sadios, procedentes da cidade de
Belém, totalizando 82 amostras.

Soros de raposa (Cerdocyon thous): espécimes
capturados em drea de floresta na [lha do Maraj6, as
proximidades do municipio de Salvaterra, (9).

Diagnéstico parasitolégico da infecgio canina

Realizou-se a pesquisa de Leishmania em caes
habitantes do municipio de Salvaterra/Ilha do Marajé
no Estado do Pard. Um total de 68 espécimes sofreu
pungio medular ilfaca e o material foi assepticamente
inoculado em meio Difco B-45 (4gar-sangue). Foram
feitas 4 leituras em intervalos regulares de 7 dias
para pesquisa de promastigotas. Em casos positivos,
realizou-se aidentificagdo das cepasisoladas através
de anticorpos monoclonais. Concomitante a tentativa
de isolamento em cultura foram ainda preparados
esfregagos de medula em lidminas corados pelo
Giemsa para pesquisa de amastigotas.
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Espécies de Leishmania e cultivo

Promastigotas de L. (L.) chagasi, L. (L.)
donovani cepas MHOM/BR/74/PP75, MHOM/
IN/88/DD8, respectivamente, foram cultivadasem
meio RPMI contendo 20mM de HEPES, 10% de
soro bovino fetal e 1% de GPPS (solugdo estoque:
glutamina0,2M, 4cido pinivico 0,125M, penicilina/
estreptomicina e 2-ME 50mM). Cada cepa cresceu
até que predominassem as formas longas do parasita
em cultura, de acordo com curva de crescimento
previamente estabelecida, para posterior preparo
dos antigenos.

Curvas de crescimento

Promastigotas de cada uma das citadas espécies
de Leishmania foram inoculadas em meio RPMI-
SBF 10%, pH 7,2. O inéculo consistiu de 2 x 10°
células concentradas no volume de 1ml, que foi
colocado em cada um dos 5 frascos contendo Sml de
meio, sendo as culturas incubadas a 26°C.
Diariamente, uma aliquota era tomada de cada
frasco e as células contadas em um hemocitémetro.
O nidmero de células foi assim determinado com
base na média de crescimento nos cinco frascos®.

Preparo dos antigenos

Promastigotas de cada uma das cepas utilizadas
neste estudo, cultivadas em RPMI-SBF 10% (pH
7,2), foram reunidas por centrifugagio na fase log
e lavadas em PBS ou solugio de Locke, de acordo
com o antigeno em questio (ELISA ou TAD). Os
procedimentos para produgio de antigenos foram
os seguintes:

TAD. Promastigotas de cultura foram reunidas
por centrifugacio (4.000g) e lavadas 5 vezes por
ressuspensdo e centrifugac¢do (3.200g) em solugdo
de Locke, cuja temperatura era de aproximadamente
4°C. Ap6s lavagem, uma solugio de tripsina 0,4 %
diluida em solugdo de Locke foi preparada, o
sedimento foi pesado e acrescentou-se 19 vezes o
volume de tripsina correspondente ao seu peso
tumido. Os organismos ressuspensos em solugio de
tripsina foram entio submetidos a uma temperatura
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de 37°C durante 45 minutos. Apés incubagdo, os
parasitas foram novamente lavados por 5 vezes,
como descrito anteriormente, e ressuspensos em
solugdo de Locke a 4°C numa concentragio de 2 x
108 parasitas/ml. Um volume igual de formaldeido
2% diluido em solugio de Locke a 4°C foi
adicionado, obtendo-se uma concentragio final de
108 células/ml fixadas em formaldeido a 1%.

Os parasitas foram conservados a 4°C por
aproximadamente 16 horas (durante & noite),
centrifugados (3.200g/10') e lavados por
ressuspensio e centrifugacao (3.200g/10") emsalina
0,9% a 4°C. Em seguida, foram submetidos a
coloragdo pelo corante azul brilhante Coomassie,
diluido a 0,02% em NaCl 0,9% resfriado, com a
ajuda de um agitador magnético, durante noventa
minutos. Apos coloragao, foram lavadosnovamente
com NaCl 0,9% resfriado por duas vézes, como
descrito anteriormente e, finalmente, ressuspensos
em 10% parasitas/ml com formaldeido 1 % emsalina,
0 que consistiu o antigeno pronto para uso!®.

ELISA. Promastigotas foram rompidas a 40
KHz durante 3 pulsos, de 20 segundos cada, em
solugdo de NaOH 0,15M (40ml para 200mg peso
seco). A suspensio foi levada a4°C/6h, sob agitacio,
lenta para extragio das particulas. Em seguida o pH
foi reduzido para 7,2 e a suspensdo antigénica
levadaa 4°C durante todaanoite paranovaextragao,
como descrito anteriormente. O antigeno foi
centrifugado a 30.000g/30" para total remogio de
particulas e a dosagem de proteinas realizada de
acordo como método “Waarburg-Christian”. Azida
sédica foi1 adicionada ao antigeno. numa
concentragao de 0,04%, que foi distribuido em
aliquotas de 0,5ml e conservado a -20°C até o
momento de uso’.

IFI. Amastigotas foramdistribuidas em ldminas
de IF1 pressionando-se fragmento de bidpsia de
bago, rico em amastigotas, obtido de hamster
infectado, sobre os sitios das liminas coma utilizagdo
de uma pinga. Apés secagem em temperatura
ambiente, foram fixadas por 15 minutos em acetona
eestocadas em embalagens pldsticas contendo silica
gel a -20°C até o momento de uso?! 22,

Procedimentos dos testes

TAD. Soros humanos e de canideos foram
previamente tratados com 0,1M e 0,2M de 2-ME,
respectivamente, e incubados a 37°C/1h. Os soros
foram diluidos quantitativamente em série de
diluigGes duplas. Soros humanos foram diluidos de
1:100 a 1:102400 e de cdes e raposas, 1:40 até
1:10240, exceto quando utilizou-se antigeno de L.
chagasi (1:40 a 1:2560) Apds proceder-se as
dilui¢Ges dos soros em salina fisiol6gica com SBF
1%, igual volume do antigeno (50ul) foi acrescentado
a cada cavidade das placas (cavidades de fundo
“V™), que foram mantidas a temperatura ambiente
por 18h. Os testes foram lidos visualmente e o ponto
final estimado pela localizagao de um botao azul,
idéntico aquele observado no controle salina/
antigeno!0 12 13,

ELISA. As concentragdes dos antigenos e
conjugado para soros de humanos ou de caes foram
determinadas pela titulagio em bloco, diluindo-se
otimamente soros padrGes positivos e negativos
frente a crescentes concentragdes de antigeno e
conjugado. O conjugado consistiu de 1gG anti-
humana ou anticio ligada a peroxidase (SIGMA).
Dessa forma, utilizou-se 10 e S5ug/ml de antigeno e
dilui¢des dos conjugados de 1:1000 e 1:1500 para
humanos e canideos, respectivamente. Aliquotasde
100ul da suspensdo antigénica na concentragao
adequada, preparada como descrito acima, foram
depositadas nas cavidades das placas (cavidades de
fundo “U”, da marca Limbro) que foram mantidas
a 4°C durante a noite (entre 15 e 20 horas) para
sensibilizagao.

As placas sensibilizadas foram lavadas com
PBS-tween 0,05% e o antigeno, adsorvido as
cavidades, bloqueado com albumina de soro bovino
(BSA) 2,5% diluida no mesmo tampao (37°C/1h).
Apds lavagem, procedeu-se as diluigdes duplas em
série, de 1:40 a 1:5120, em todos 0s casos e 0s soros
diluidos foram adicionados e incubados a 37°C/1h.
Em seguida, as placas foram novamente lavadase o
substrato de orto-fenileno diamino (OPD) foi
adicionado na concentragdo de 2mg para 10ml de
tampao fosfato-citrato 0,15M, pH 4,5; 10ul de
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dgua oxigenada (H,0,), 30% foram adicionados
para ativagdo do substrato imediatamente antes
do uso. As placas foram incubadas por
aproximadamente 30' a temperatura ambiente sob
protegdo da luz e a reagdo interrompida com 2,5M
de dcido sulftirico. Realizou-se a leitura em
espectrofotémetro sob comprimento de onda igual

a 492nm?3 24,

IFI. As laminas com antigeno (amastigotas),
preparado apartirde L. (V. ) chagasi, foram lavadas
em PBS (20ul em cada sitio contendo antigeno/5”)
para posterior aplicagao dos soros humanos diluidos
(diluigbes duplas: 1/40 a 1/10240). Em seguida,
Incubadas por 30'/37°C, novamente lavadas com
jato de PBS para retirar o excesso sendo,
posteriormente, imersas em PBS/10" e dgua
destilada/5"'. Apds secagem, adicionou-se o
conjugado anti-IgG biotinilado diluido otimamente
em 1:200 (da marca VECTOR), sendo mantido a
temperatura ambiente por 15 a 20'. Excessc de
conjugado foi eliminado com jatos de PBS para
posterior aplicagdo da fluoresceina avidina-D
(diluida a 1:160 em HEPES 10mM), sucedendo
nova incubagido como a descrita para o conjugado.
As laminas foram lavadas com jatos de PBS,; secas,
montadas com glicerina alcalina sob laminulas e
levadas ao microscdpio de fluorescéncia para
leitura?!,

Em soros de cies e raposas utilizou-se o método
convencional de IFI, no qual a anti-imunoglobulina
G estd conjugada & moléculas de fluoresceina (da
marca SIGMA). Os procedimentos foram idénticos
aqueles descritos anteriormente para soros humanos

at¢ a adigdo do conjugado. Neste caso, o conjugado
foi diluido em PBS numa proporgio de 1:80 e
aplicado as amostras de soro durante 30'/ 37°C. As
laminas foram lavadas com jato de PBS e imersas
em mesmo tampao durante 10°'. Apds secagem,
foram montadas com glicerina alcalina sob laminulas
e levadas ao microscépio de fluorescéncia para
leitura.

Anidlises estatisticas

Foram calculados os indices de sensibilidade,
especificidade, valores de predicdo positivos e
negativos e indice de concordincia para todos os
testes na avaliag¢do de soros humanos®. Além disso,
o teste de significincia do Qui-quadrado (X2) foi
aplicado para determinar eventuais diferengas nos
resultados decorrentes da utilizacdo de cada um dos
3 ensaios empregados neste estudo, tanto para soros
humanos como para soros de cies.

RESULTADOS

Padronizacio dos procedimentos para preparo
de antigenos

Crescimento de Leishmania em RPMI-SBF
10%. O crescimento de promastigotas de L. (L.)
donovani e L. (L.) chagasi em meio RPMI-SBF
10% (pH 7,2) é demonstrado na Figura 1. Em todos
0s casos, 0 pico de crescimento se deu em torno do
5° dia, embora observada considerdvel variagdo
entre as médias deste ponto quando comparadas as
duas curvas. A cepa de L. (L.) chagasi utilizada

—4— L. (L.) donovani

28— [ (L) chagasi
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Figura 1 - CrescimentodeL. (L.)donovanie L. (L.)chagasi emmeio RPMI-SBF 10%.
Grdfico baseado na média do nimero de organismos em cinco frascos, cada qual

contendo Sml de meio.
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neste estudo revelou-se de dificil desenvolvimento
em meio RPMI-SBF 10%. Entretanto, a
movimentagao constante da cultura durante o
crescimento.pdde proporcionar quase duas vezes o
ndimero de parasitas esperado em uma cultura estitica
(Tabela 1). Além disso, um inéculo maior de 108
parasitas/ml parece ser mais indicado que aqueles
utilizados nas curvas de crescimento por
proporcionar maior niimero de organismos.

Tabela I - Desenvolvimentode L. (L.) chagasi em meio
RPMI-SBF 10% frente a wtilizagdo de culturas estdticas
e sob constante movimento.

. Volume de Pico de crescimento
[néculo ;
meio/frasco estdtica mével
10%/ml 250ml 6x 10%mi 10,5 x 10%/m]

Padronizagdo de antigenos para o TAD. As
dificuldades enfrentadas para a obtengao de antigenos
foram principalmente de ordem técnica. Os
procedimentos foram executados repetidas vezes e,
a principio, com pouco &xito. Os primetros lotes
produzidos nao foram aprovados, haja vista ndo ser
possivel distinguir resultados positivos e negativos.
Além disso, em muitas situa¢des, observou-se a
presenga do “botdo de negatividade”, contudo, em
um formato bizarro, extremamente irregular, o que
comprometia sobremaneira a leitura do teste. Apos
vdrias tentativas foi possivel identificar e solucionar
os matores problemas relacionados a preparagio do
antigeno para o que diz respeito aos procedimentos
de seu preparo. Neste sentido observou-se que:

a) Os procedimentos adotados sio rigorosos e
precisam ser repetidos fidedignamente ao
preparo de cada lote.

b) Os parasitas a serem utilizados devem ser
cultivados em meio liquido (p.e. RPMI-SBF
10%), sob o constante movimento do frasco
contendo a cultura, favorecendo assim seu
crescimento, visto que grande massa de
promastigotas & necessaria.

¢) Osprocedimentos exigem que sejam realizadas
10 lavagens das promastigotas em solugdo de
Locke. No entanto, esta solugio deve ser mantida
aaproximadamente 4°C durante todo o processo
de lavagem. Se a solugédo de Locke for utilizada
a temperatura ambiente ou superior a 4°C,

embora os parasitas permanegam Vivos, o

antigeno nao funciona. E também aconselhdvel

utilizar salina resfriada quando a mesma for
requerida, mais tarde, 4 lavagem dos parasitas.

d) Por ocasido da tripsinizagdo, os parasitas sdo
incubados a37°C/45'. AlteragGes para mais no
tempo e temperatura de incubagao podem matar
a maioria das células, que devem ser mantidas
vivas até o momento da fixagdo.

e) Umforteindicativo de que o antigeno funcionard
20 final do processc € a cor da suspensao que
deve ter uma tonalidade azul clara.

O primeiro antigeno produzido foi preparado a
partir de promastigotasde L. (L. )donovani (MHOM/
IN/80/DDS8), espécie original utilizada no trabalho
de Harith e cols!®. A escolha da citada espécie no
inicio de nosso estudo deveu-se também ao fato da
mesma apresentar abundante crescimento em meio
decultura (RPMI), se comparado ao crescimento de
L. (L.) chagasi.

A primeira instincia, o lote de antigemo
produzido foi insuficiente para testar
quantitativamente todas as amostras de soro humano
coletadas. Dessa forma, dadas as dificuldades iniciais
encontradas para sua produgio, solicitamos um
volume de antigeno ao Dr. Harith que nos concedeu
gentilmente (L. (L.) donovani, cepa 1-s). Assim,
foi possivel concluir os resultados referentes a soros
humanos, comparando o TAD com IF1 e ELISA e
calculando sua sensibilidade e especificidade nestes
casos, bem como aqueles referentes a soros de cies
€ raposas.

Em seguida, superadas as dificuldades iniciais,
realizou-se a produgdo de antigenos preparados a
partir de L. (L.) chagasi, que foi apenas utilizado a
titulo de comparagdo com antigeno preparado a
partir de L. (L.) donovani em soros de cies e de
raposas.

TAD para leishmaniose visceral humana

O TAD com antigeno de L. (L.) donovani (1-

s) revelou 100% de positividade e altos titulos
quando aplicado a soros de individuos com
leishmaniose visceral americana comprovada
parasitologicamente (9) ou em individuos sob forte
suspeita clinica eepidemiolégica que, apds tratamento
especifico, tiveram total regressio dos sintomas (7).
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Todos os 15 controles negativos utilizados foram
menores ou iguais a 200. Nos soros de doenga de
Chagas e maldria a maioria dos titulos permaneceu
abaixo do “cut-off” (igual a 3200) e apenas uma
amostra de cada grupo reagiu com titulo alto (6400
e 12800, respectivamente). Reagdes positivas niao
foram observada em individuos com leishmaniose
cutinea ou esquistosomose como pode ser observado
na Tabela 2.

Comparacio do TAD com IFI e ELISA no
sorodiagndstico da leishmaniose visceral humana

Individuos com LVA e sob outras condigdes. Os
trés testes foram 100% sensiveis na detecgdo de
anticorpos em casos de leishmaniose visceral,
revelando todos os resultados positivos de 16
amostras de soro testadas, com titulos que variaram
de 51200 a > 102400 no TAD, 2560 a > 10240 em
IFI ¢ 320 a > 5120 em ELISA (Tabela 3). Os
resultados dos testes de IFI e ELISA para soros de

pacientes com leishmaniose visceral e individuos
em outras condigoes sio demonstrados nas Tabelas
4 e 5, respectivamente,

TAD e IFI foram mais especificos que ELISA
(98,3%, 97,5%, 84,78 %, respectivamente) frente
aamostras de soro controle negativas e de individuos
portadores de outras infec¢des parasitdrias (Tabela
6). Entretanto, esta varia¢do em especificidade deu-
se em grande parte pela alta freqiiéncia de
positividade em ELISA para leishmaniose cutinea
(50%) e doenga de Chagas (45%), enquanto que
apenas 6,3% dos soros de individuos portadores
maldria foram positivos como mostra a Figura 2.
Este mimero indesejdvel de resultados positivos em
ELISA, proporcionado pela sua alta sensibilidade,
rendeu um valorde X2 ;= 15,614, mostrando que
diferem significativamente os resultados obtidos
em ELISA daqueles obtidos com TAD e, por
conseguinte, IFI, utilizando-se as mesmas amostras
de soro.

Tabela 2 - Titulos do TAD (antigeno: L. (L.) donovani) para soros de pacientes com leishmaniose
visceral e individuos em outras condig¢des, todos provenientes do Estado do Pard.

N° de amastras e titulos reciprocos

Diag.* Ne <200 400 800 1600 3200 6400 12800 51200 >102400
LV 16 0 0 0 0 0 0 0 2 14
CN 15 15 0 0 0 0 0 0 0 0
LC 20 9 2 4 3 2 0 0 0 0
DC 20 7 3 6 1 1 1 0 0 0
MAL 32 18 3 4 6 0 0 1 0 0
SCH 30 11 7 6 5 1 0 0 0 0
Total 133 60 15 20 15 5 1 1 2 14

* LV: leishmaniose visceral; CN: controle negativo; LC: leishmaniose cutinea; DC: doenga de

Chagas; MAL: maldria; SCH: esquistossomose.

Tabela 3 - ELISA, IFI (antigeno: L. (L.) chagasi) e TAD (antigeno: L.
(L.) donovani) para soros de pacientes com leishmaniose visceral

comprovada.

N° de amostras e titulos reciprocos
Teste Ne <320 640 1280 2560 >5120 >10240
ELISA 1 1 4 3 7 -
IFI (16) 0 0 0 i 0 15
TAD 0 0 0 0 2 14

Para o TAD os titulos da tabela sao 10 vezes maiores. Ex.: 3200, 6400,

12800, etc.
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Tabela 4 - Titulos de IF1 (antigeno: L. (L.) chagasi) parasoros de pacientes com leishmaniose visceral
e individuos em outras condigoes.

N° de amostras e titulos reciprocos

Diag.* Ne <40 80 160 320 640 1280 2560  >5120 >10240

LV 16 0 0 0 0 0 0 1 0 15
CN 15 15 0 0 0 0 0 0 0 0
LC 20 19 0 1 0 0 0 0 0 0
DC 20 18 1 0 1 0 0 0 0 0
MAL 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SCH 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 133 114 1 1 1 0 0 0 0 15

* LV: leishmaniose visceral; CN: controle negativo; LC: leishmaniose cutdnea; DC: doenga de
Chagas; MAL: maldria; SCH: esquistossomose.

Tabela 5 - Titulos de ELISA (antigeno: L. (L.) chagasi) para soros de pacientes com
leishinaniose visceral e individuos em outras condigdes.

N° de amostras e titulos reciprocos

Diag.* N° <40 80 160 320 640 1280 2560 >5120

LV 16 0 0 0 1 1 4 3 7
CN 15 15 0 0 0 0 0 0 0
LC 20 3 4 3 4 2 1 1 2
DC 20 4 2 5 2 5 2 0 0
MAL 32 27 1 0 0 2 0 0 0
SCH 30 32 0 0 0 0 0 0 0
Total 133 31 7 8 7 10 7 4 9

* LV: leishmaniose visceral, CN: controle negativo; LC: leishmaniose cutinea; DC:
doenga de Chagas; MAL: maldria; SCH: esquistossomose.

Tabela 6 - Comparagdo de indices estatisticos calculados na avaliagéo do TAD, IFI e ELISA para o sorodiagndstico
de leishmaniose visceral humana.

Teste Antigeno Sensibilidade %  Especificidade % VPP! % VPN? % IC* %
ELISA L. (L.) chagasi 100 98,30 88,8 100 100
IF1 L. (L.) chagasi 100 197,50 84,2 100 100
TAD L. (L.) donovani 100 84,78 43,0 100 100

VPP!: valor de predi¢do positivo; VPNZ: valor de predigio negativo e IC3: indice de concordincia.

Quanto aos demais indices calculados, €97,8 %, respectivamente). O indice deconcordincia
apresentados na Tabela 6, que atestam a validade em ELISA foi aparentemente alto (86 %), todavia,
dos resultados obtidos, constatou-se que os valores diferiu estatisticamente do mesmo indice calculado

de predigao positivos do TAD e [FI foram muito para o TAD (Xno,os = §8,93).
aproximados (88,8 % e 84,2 %, respectivamente) e,

para ELISA, este valor esteve bem abaixo daquele Individuos sob suspeita clinica de LV. Um
observado com autilizagdo de IFIe TAD (43 %). Os niimero considerdvel de amostras de soro vindas de
valores de predi¢ao negativos foram de 100% para diferentes Estados da regido Norte , bem como
todos os ensaios e os indices de concordincia Estados de outras regides, sio recebidasno programa
tiveram valores compardveis no TAD e IF1 (98,5 % deleishmaniose do Instituto Evandro Chagas. Muitas
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Figura 2 - Freqiiéncia de positividade para leishimaniose visceral humana utilizando-
se ELISA, IFl e TAD. Pacientes com LV (16) e individuos em outras condi¢des (117):
leishmaniose cutdnea (20), doenga de Chagas (20), maldria (32), esquistossomose (30)
e controles negativos (15). Utilizaram-se os seguintes antigenos: L. (L.) chagasi para
ELISA e IFl e L. (L.) donovani para o TAD.

delas sdo tomadas pelo médico com o intuito de
avaliar a resposta aos testes imunolégicos e relacionar
com a methora clinica. Grande mimero dessas
amostras, portanto, nido representa o estado
imunolégico do individuo na fase aguda da doenga.

Em um grupo de 65 individuos, que deram
entrada neste laboratério sob suspeita clinica de
leishmaniose visceral e foram positivos para o teste
de IFI, observou-se:

Os titulos de IFI estiveram entre 2560 e >
10240 em todas as amostras testadas. Observou-se
maior semelhanga entre os resultados IFI e TAD,
uma vez que, para este iltimo, a freqiiéncia de
positivos esteve em torno de 93,85 % (titulosdea >
5120 a 102400), quando apenas 4, de 65 soros,
foram negativos para leishmaniose visceral. ELISA
revelou apenas 83,08 % de positividade com titulos
muito variados (160 a > 5120), quando 11, de 65

100

soros, foram negativos, entretanto, um valor de
X20‘05= 2,712 demonstra que a diferenga entre os
resultados de TAD e ELISA ndo € significativa
(Figura 3).

Individuos assintomdticos de Igarapé Miri/
Pard. Entre os individuos assintomdticos de drea
endémica de leishmaniose visceral, ELISA revelou
titulos mais baixos que variaram de 320 a 640 em
comparagio a IFI, cujos tftulos estiveram em torno
de 160 a 10240. IFI detectou maior mimero de
resultados positivos (9 %), se comparado a ELISA
(4%), como se vé na Figura 4. Contudo, um valor
de X?) s = 1.028 sugere que a diferenga das
freqiiéncias de positividade entre os dois testes &
insignificante. O TAD ndo revelou resultados
positivos nesta populagio e o titulo méximo atingido
for de 800.

©
o

2 HELISA
[}

3 e Qi

< BTAD
% 40

NR* 160 320 640

1280 2560 5120

titulos
Figura 3 - Anticorpos anti-Leishmania em individuos clinicamente suspeitos de LV
{65). Para o TAD os titulos sdo 10 vezes maiores (1600, 3200, 6400, etc.) Os ponlos

“cut-off” foram de 1/160, 1/80 e 1/3200 para ELISA, IFI e TAD, respectivamente. NR*:
ndo reativos.
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Figura 4 - Sorodiagnosticode leishmaniose visceral humana em Igarapé Miri/PA. Individuos assintomdticos

de drea endémica (105).

Avaliacdo do TAD para o sorodiagnéstico de
leishmaniose visceral canina

Detecgao de anticorpos através do TAD:
comparacdo de dois antigenos. Comparou-se a
eficdcia do TAD com a utilizagio de dois diferentes
antigenos preparados, respectivamente, a partir de
L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi. De acordo com
outros autores!3 1%, 0 TAD apresenta especificidade
satisfatéria quando aplicado a amostras de soros
controle negativos (cies de drea ndo endémica). No
entanto, constatou-se neste estudo que o perfil
sorolégico de caes de drea ndo endémica foi diferente
daquele observado até o momento. De 14 animais
da cidade de Belém, apenas 10 (71,43 %)
apresentaram titulos < 320 e 0s 4 restantes (28,6 %)
tiveram titulos iguais a 640 com antigeno de L. (L.)
donovani. Com antigeno de L. (L.} chagasi os
valores foram ainda mais altos, quando 9 cies
(64,29 %) apresentaram titulos < 320 ¢ os demais
(35,71%) > 1280.

Dessa forma, temos que 5 espécimes, entre 0s
controles negativos, apresentaram titulos muito
altos quando a fonte de antigeno parao TAD era L.
(L.) chagasi e nao to altos quando tratava-se de L.
(L.) donovani (Tabela 7). Embora os titulos

observados com este udltimo estejam também
sensivelmente elevados, ainda s3o mais aceitdveis
em casos de animais nao infectados, ficando o “cut-
off” em torno de 640. Um outro aspecto que
favorecea utilizagao do antigeno de L. (L.)donovani
é o fato da mesma espécie apresentar abundante
crescimento em cultura, tornando muito mais facil
e menos dispendiosa a produgdo em massa de seu
antigeno.

Com relagdo aos 68 cdes de drea endémica
(Salvaterra/PA), a Figura 5 demonstra que os
titulos observados com a utilizagdo dos dois
antigenos sio muito préximos e, em geral,
comparéveis, especialmente a medida em que
tornam-se mais altos (a partir de 320), todavia,
optou-se pelaa utilizagdo do antigeno ndo homdlogo,
haja vista menor reatividade em se tratando de cies
ndo infectados por Leishmania provenientes da
cidade de Belém.

Comparagao do TAD com IFI, ELISA no
sorodiagndstico de leishmaniose visceral canina.
Nas amostras de soro de caes jovens da cidade de
Belém, utilizados como controles negativos (14),
os titulos do TAD comantigeno de L. (L.) donovani
foram < 640. Em IF], todas as amostras foram

Tabela 7 - TAD em soros de cdes provenientes de drea ndeo endémica (Belém): comparacdo de dos antigenos

de L. (L.) donovanie L. (L.)chagasi.

N° de amostras ¢ titulos reciprocos

Antigeno N° de soros <40 40 80 160 320 640 1280 >2560

L. (L.} donovani 0 2 3 2 3 4 0 0
(14)

L. (L.) chagasi 2 1 0 2 4 0 2 3
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Figura 5 - Sorodiagndstico de leishmaniose visceral canina: comparagdo de dois
antigenos para o TAD. Um total de 68 amostras de cdes habitantes de drea endémica
(Salvaterra/llha do Marajé/PA) foram testadas frente a antigenos de L. (L.) chagasi e

L. (L.) donovani.

completamente negativasem40. Em ELISA, apenas
duas (14,3%) reagiram em 40, sendo as demais
negativas. Reagdes positivas foram consideradas a
partir de 40 ¢ 80 em IFI e ELISA, respectivamente
(Tabela 8).

Em cées de drea endémica sem sinais de doenga,
o TAD revelou 49 % de positivos com antigeno de
L. (L.) donovani, resultado que se aproximou
aquele observado em ELISA com antigeno de L.
(L.) chagasi (54 %). Utilizando-se IF], comantigeno
homologo, a porcentagem de individuos positivos
para leishmaniose visceral foi mais alta, igual a
87 % (Figura 6).

Em cada um dos 68 espécimes utilizados,
realizou-se pungio medular ilfaca, sendo o material
destinado a preparagdo de lidminas coradas e
inoculagdo em meio de cultura Difco B-45 (dgar-
sangue) para pesquisa de Leishmania. Este
procedimento revelou 21 positivos nesta amostra.

Nestes casos parasitologicamente confirmados
a sensibilidade do TAD, com antigeno de L. (L.)
donovani, esteve em torno de 71,43 %, quando 15
individuos, dentre 21, foram positivos. Resultado
idéntico foi observado em ELISA com antigeno
homoélogo (L. (L. ) chagasi). IFl com antigeno de L.

(L.) chagasi, diferentemente, revelou 100% de
positividade, demonstrando ser o método mais
sensivel.

TAD, IFI e ELISA para leishmaniose visceral
aplicados a um pequeno grupo de raposas C.
thous. Os nove espécimes capturados em drea de
floresta, as proximidades do municipio de Salvaterra,
na Itha do Maraj6/Pard, tiveram resultados
parasitolégicos negativos. A contaminacdo das
culturas foi muito freqiiente e as preparagdes em
lamina a partir de medula éssea ndo revelaram a
presenga de amastigotas. Dessa forma, nio foi
possivel utilizar amostras de individuos cuja infecgdo
fosse confirmada por meios parasitolégicos.

Todas as amostras de soro de raposas foram
positivas para IFI, com titulos que variaram de 80
a1280. ELISA revelouapenas 7 resultados positivos,
comtitulos a partir 80 at¢ 320 e, como TAD (L. (L.)
donovani), os titulos foram < 640, demonstrando,
portanto 100 % de negatividade. Os pontos de “cut-
oft” utilizados para soros de raposas foram os -
mesmos adotados para soros de cdes. Utilizou-se
também o TAD com antigeno de L. chagasi e os
resultados estiveram na faixa de 80 a 1280, no

Tabela 8 - ELISA, IFI (antigeno. L. (L.) chagasi) e TAD (antigeno: L. (L.) donovani) em soros de cdes com

leishmaniose visceral comprovada.

N° de amostras e titulos reciprocos

Teste N¢ de soros <40 40 80 160 320 640 1280 > 2560
ELISA 2 4 3 5 3 0 1 3
IF1 21 0 0 1 1 2 2 15

TAD 2 1 0 2 4 0 2 3
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Figura 6 - Sorodiagndstico de leishimaniose visceral canina em Salvaterra/llha do Marajé/
Pard. Caesde drea endémica sem sinais de doenga (68), entre os quais 30,9% (21) fora positivos

ao exame parasitolégico.

entanto, foram considerados negativos, haja vistaa
observagao de titulos ainda mais altos em soros de
caes de drea ndo endémica.

DISCUSSAO

A padronizagio de antigenos e seu controle de
qualidade parecem ser dois dos aspectos mais
relevantes quanto a utilizagao do TAD, uma vez que
pequenas variacdes na técnica de preparo podem
comprometer sua eficdcia.

Neste estudo, de acordo com os resultados
observados, detalhes aparentemente insignificantes,
que chegaram a ser negligenciados, revelaram-se a
causa do insucesso nos procedimentos na fase
inicial do projeto. A titulo de exemplo, pode ser
citada a importincia de manter-se a solugdo de
Locke, durante todo o processo de lavagem, a
aproximadamente 4°C , o que exige o constante
retorno do frasco, contendo a solugao, a geladeira.
Normalmente, nas primeiras tentativas de se
conseguir o antigeno, este detalhe nao foi
devidamente valorizado. Corrigindo-se tal
procedimento, o sucesso na producio de antigenos
foi em média bem maior.

A técnica para o cultivo de parasitas & também
de grande importincia, pois um niimero elevado de
organismos é requerido ao preparo de antigeno. E
indispensdvel, além do meio de manutencdo (dgar-
sangue), a utilizagdo de um meio de cultura
alternativo para produgio em massa dos parasitas.
S@o necessdrios 10 bilhdes de parasitas para que se
produza 100ml de antigeno para o TAD, cuja

concentracio ideal é equivalente a 108parasitas/ml.
NocasodeL. (L.) chagasi, deacordo comsua curva
de crescimento, um indculo de aproximadamente
80 milhdes de parasitas/ml (8 x 107/ml) seria
requerido em meio RPMI. Quando se utilizaL. (L.)
donovani, obtém-se aproximadamente 0 mesmo
mimero de parasitas a partir de um inéculo bem
menor (5 x 107/ml).

Dessa forma, € importante também que
procedimentos bem definidos sejam realizados para
o cultivo de Leishmania.

Neste estudo, optou-se pela realizago de curvas
de crescimento com base no trabalho de Celeste ¢
col* para definicio do final da fase log e quantificagao
de in6culos. A maioria dos autores utiliza
promastigotas ao final da fase log para preparar seus
antigenos? 10 19; no entanto, Mengistu e cols!” 18
referem bons resultados com a utilizagdo de
promastigotas na fase estaciondria, obtidas entre
sete a dez dias apds inoculagido. Nossos antigenos
foram preparados com promastigotas tomadas ao
final da fase de crescimento, ocasido em que obtém-
se 0 maior mimero de organismos bem definidos
morfologicamente, favorecendo assim a produgao
de um volume maior de antigeno.

Nossos in6culos corresponderam a niimeros
baixos de parasitas (4 x 105/ml ou 5 x 10%/ml) se
comparados aqueles utilizado por Harith e cols!®
que, embora nio quantificados, sugerem tratar-se
de um nimero muito superior de organismos. A
utilizagdo de pequenos indculos demanda mais
gastos na produgio de antigeno uma vez que, desta
forma, um grande volume de meio serd utilizado
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para prover a quantidade desejada.

Acreditamos que os resultados aqui apresentados
com respeito a padroniza¢do de antigenos para o
TAD tenham contribuido para o esclarecimento de
importantes aspectos envolvidos nos rigorosos
procedimentos da técnica.

A alta sensibilidade e especificidade do TAD.

561011 12? foram

jd descritas por outros autores?
confirmadas neste estudo. No tocante a comparagio
com testes consagrados, constatou-se que 0 TAD
para leishmaniose visceral ¢ capaz de diferenciar
soros de individuos com doenga de Chagas tanto
quanto IFI, revelando-se inclusive, um pouco mais
especifico. Andrade e cols!, observaram também
que o TAD ¢ capaz de discriminar soros de doenga
de Chagas utilizando igual antigeno (L. (L.)
donovani, cepa 1-s). Oteste de ELISA, porsua vez,
ndo distinguiu satisfatoriamente soros de
leishmaniose cutinea e doenga de Chagas ¢ um
ndmero menor de rea¢des positivas foi observado
com soros de individuos com maldria, o que limita

0 seu uso nas dreas onde estas doengas coexistam

com leishmaniose visceral.

E importante ressaltar que IFI vem sendo
utilizado para o diagndstico de leishmaniose visceral
no Instituto Evandro Chagas desde a década de
1960 (Shaw & Voller, 1964), sendo considerada a
mais importante ferramenta diagndstica que se
dispde frente as eventuais dificuldades da realizagao
dodiagnéstico direto. O testede ELISA, de primeira
geragio, foi recentemente implantado no Estado
pela necessidade que se fez presente, dada a
realizagdo deste estudo, todavia, ainda ndo vem
sendo utilizado na rotina diagndstica.

Para cada um desses testes, o anti, geno teve uma
apresentacao diferente:

1) Em IFI utilizou-se amastigotas de L. (L.)
chagasi que, segundo Pappas e cols?? e Badar6
e cols?, promovem especiticidade compardvel
aquela observada com o uso de promastigotas
como fonte de antigeno.

2) Uma mistura solivel de antigenos preparada a
partir de promastigotas da mesma espécie para
ELISA.

3) Promastigotasintactas de uma espécie causadora
de leishmaniose visceral Africana (L. (L.)
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donovani) como fonte de antigeno parao TAD.

Lemestre e cols'® demonstraram que antigenos
de superficie de L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi
sao muito semelthantes. Além disso, Andrade e
cols! reportam o reconhecimento destes antigenos
de superficie, em niveis similares, por anticorpos
aglutinantes humanos.

E importante referir que, no nosso caso,
avaliamos a eficacia do TAD comparando com
testes consagrados que tém demonstrado um bom
desempenho diagndstico para leishmaniose visceral
americana, sendo que este estudo ndo se deteve a
particularidades referentes a diferengas a nivel
molecular entre determinantes antigénicos atuantes
em uma ou outra forma evolutiva do parasita
utilizado como fonte de antigeno. A questio é mais
voltada para a comparagdo do TAD com IFI e
ELISA para leishmaniose visceral. O resultado
desta comparagdo revelou que um antigeno
heterdlogo, de L. (L.) donovani, pode atunar com
desempenho muito satisfatério no TAD ¢
proporcionar bons niveis de especificidade. Dessa
forma, L. (L.) donovani é indicada como uma boa
opgao de antigeno no sorodiagnéstico da
leishmaniose visceral americana, principalmente
pelas facilidades que apresenta sobre o cultivo em
relagdo a L. (L. ) chagasi. De acordo com Andrade
e cols?, antigenos preparados a partir dessas duas
espécies de Leishmania desenvolvem de forma
semelhante na detecgio de anticorpos em casos de
leishmaniose visceral americana, sendo que ©
homélogo € responsdvel por titulos um pouco mais
altos.

Embora os resultados de IFI e TAD sejam mais
relacionados entre si do que com teste de ELISA, se
considerarmos uma amostra da populagdo de
individuos suspeitos, estes ensaios podem ser
igualmente titeis para o diagndstico, jd que grandes
diferengas ndo foram constatadas comparando-se 0s
resultados dos trés testes em uma amostra de 65
individuos sob forte suspeita clinica de leishmaniose
visceral. E bem provével que a freqiiéncia menor de
positividade observada em ELISA, nessa amostra,
seja decorrente da presenga de soros de individuos
suspeitos que nao se encontram na fase aguda da
doenga. Hailu (1990)? em estudo realizado na



Garcez LM, Shaw JJ, Silveira FT. Teste de aglutinagdo direta no sorodiagndstico da leishinaniose visceral no
Estado do Pard. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 29:165-180, 1996.

Etidpia, refere que anticorpos detectdveisem ELISA
nac se mantém por muito tempo, o tratamento
especifico promove seu declinio progressivo. Refere
ainda que o TAD, ao contrdrio, é capaz de revelar
resultados positivos mesmo em pacientes
considerados clinicamente curados. Jahn e col!4,
em estudo realizado no Quénia, ndo observaram
variagOes significativas nos titulos de soros de
pacientes durante o tratamento, que teve um més de
duragdo. No entanto, apds tratamento, os titulos
declinaram a niveis observdveis em individuos
assintomdticos de drea end&émica e assim
permaneceram de 3 a 12 meses.

Neste estudo, observou-se que o TAD parece
serum teste de grande valor no diagndstico sorolégico
da leishmaniose visceral humana, contudo,
aparentemente, nao € sensivel o bastante para detectar
com freqiiéncia infec¢des subclinicas ou passadas,
jaque 100% dos soros testados de uma amostra de
individuos assintomaticos de Igarapé Miri/PA (n =
105) reagiram muito abaixo do “cut-off”. Zijlstra
e cols?®, que relatam alta sensibilidade e valor de
predigdo negativo para o TAD (94% e 92%,
respectivamente), referem uma freqiiéncia de 5%
de positividade (30 individuos) em uma amostra de
600 assintomdticos de drea endémica.

Ha4 que se considerar, no entanto, que se tratam
de populagdes e tamanhos amostrais diferentes,
bem como deve ser lembrado um aspecto peculiar a
cada populagdo, que é a prevaléncia da doenca.
Todavia, vale ressaltar que uma freqiiéncia de
positividade em individuos de drea endémica foi
encontrada quando utilizou-se ELISA e IFI neste
estudo, sugerindo que uma parcela dos individuos
}4 esteve ou encontra-se infectado por Leishmania
na populagdo estudada, o que nos leva a crer que o
TAD, de fato, ndo revela niveis significativos de
anticorpos em casos de infec¢Ges humanas passadas
ou pré-patentes.

Ao contrario do que observou-se com a
utilizagdo de soros humanos, o TAD apresentou
resultados compardveisaqueles de ELISA, enquanto
IF1 (com antigeno de amastigotas), teve um
desempenho muito melhor que os demais ensaios
em soros de cdes parasitologicamente positivos e
controles de drea ndo endémica, revelando-se mais

sensivel e especifico. Estas observagbes contrariam
aquelas feitas por Korte e cols'> em estudo realizado
na Franga, com antigenos de L. (L.) infantum ¢ L.
(L.) donovani, quando demonstrou que os trés
testes eram comparaveis. No entanto, os autores
utilizaram promastigotas como fonte de antigeno,
inclusive para IFI. As altas sensibilidade e
especificidade do TAD descritas por Harith e cols!3
e Neogy e cols!® ndo foram observadas na amostra
estudada. Em geral a diluigdo limite (“cut-off” )
utilizada nestes trabalhos tem sido 1/320. No nosso
caso, utilizando-se antigeno de L. (L.) donovani, o
“cut-off” de 1/640 foi adotado, face as reagoes
observadas em soros de individuos nao infectados
da cidade de Belém.

O desempenho dos trés ensaios na amostra de
cdes de drea endémica, com a infec¢dio comprovada
parasitologicamente, sugere novamente que o TAD
ndo ¢ de muita utilidade na detecgio de anticorpos
em casos de infecgdes pré-patentes, além do que,
quando o antigeno é preparado a partir de L. (L.)
chagasi (homélogo, portanto), pode nio ser capaz
dediferenciar soros positivos e negativos por revelar,
nestes dltimos, titulos tdo altos quanto aqueles
detectdveis em casos positivos comprovados.

ELISA, embora tenha apresentado boa
especificidade em caes, revelou-se pouco sensivel
na detec¢do de anticorpos em individuos
parasitologicamente confirmados. A sensibilidade
em ELISA foi idéntica aquela observada com o uso
do TAD. Os resultados obtidos com IFI revelam
uma alta preval@ncia de anticorpos anti-Leishmania
na amostra estudada (71,43 %). Embora tenha-se
detectado uma freqiliéncia bem menor de cies
positivos como uso de ELISA e TAD, os resultados
sugerem que esta populagdo canina representa um
alto potencial como fonte de infec¢io humana.
Ainda sfo necessdrias novas investigagdes no sentido
de avaliar o desempenho do TAD frente a soros de
c@es que apresentem sinais indicativos de doenga.
Neogy e cols!® relatam que, de 21 cies com
leishmaniose visceral confirmada, apenas 1
apresentou resultado negativo tanto no TAD como
em “imunoblot”. A falta de reatividade sorolégica
deste cdo infectado, com sinais tipicos da doenga
nao foi compreendida.
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Esta primeira avaliagio do TAD para
leishmaniose visceral canina, no Estado do Par4,
sugere apenas que o ensaio ndo detecta
satisfatoriamente anticorpos em individuos
comprovadamente infectados, limitando-se, dessa
forma, o seu uso em soroepidemiologia, haja vista
que dispomos de um teste mais sensivel e especifico,
que € IFI. No entanto, acreditamos que o TAD
poderia ser muito 1itil para esclarecer o diagnéstico
em cdes que apresentassem sinais da doenga.

Conclusées

O teste de aglutinagio direta demonstrou um
bom desempenho no sorodiagnéstico da
leishmaniose visceral humana, compardvel aquele
observado em IF1. A sua utilizagdo em ampla escala
para o diagndstico da doenga é indicada, desde que
monitorada por um laboratério de referéncia que
possa garantir a qualidade dos antigenos utilizados.
Asobservages realizadas neste estudo contribuiram
para o entendimento dos procedimentos da técnica
e elucidaram aspectos, niao descritos por outros
autores, relacionados as dificuldades inerentes a
produgdo de antigenos. Um dos pontos mais
importantes abordados neste estudo refere-se a
utilizagao do TAD em casos de leishmaniose visceral
canina, de grande interesse na epidemiologia da
leishmaniose visceral, haja vista o papel deste
animal como principal fonte de infec¢do a0 homem.
Neste sentido, concluiu-se que 0 TAD nao constitui
amelhor alternativa em estudos soroepidemiolégicos
pois, muito embora apresente as vantagens de ser
pritico e de baixo custo, ndo revelou sensibilidade
satisfatéria, como aquela observada em IFI. No
tocante as fontes de antigeno utilizadas, L. donovani
pareceu ser a espécie mais apropriada para o TAD,
por revelar especificidade mais alta que L. chagasi
frente a soros de individuos nao infectados.
Entretanto novas investigagOes devem ser feitas no
sentido deavaliar este antigeno homélogo utilizando-
se maior niimero cées.

Quanto ao TAD em soros de raposas C. thous,
o mimero reduzido de espécimes utilizados e a falta
de um diagndstico parasitoldgico, que confirmasse
a infecgdo por Leishmania, nao permitiu uma
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avaliagdo detalhada do desempenho do teste na
detecgao de infecgdo ocultanesse animal. No entanto,
os resultados de IFI e ELISA indicam a presenga de
anticorpos em, pelo menos, 7 dos nove espécimes
utilizados. O fato das mesmas amostras revelarem-
se negativas para o TAD, adicionado i baixa
sensibilidade do teste frente a soros de infecgdo
canina confirmada, sugere que o TAD ndo seja
sensivel o bastante para revelar anticorpos em casos
de infecgdo oculta deste canideo silvestre.

SUMMARY

The direct agglutination test (DAT) was evaluated
Jor serodiagnosis of visceral leishmaniasis (VL) in human
and canids (dogs and foxes Cerdocyon thous). The
results were compared withthose ofthe immunofluorescent
antibody assay (IFAT) and enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The sera used were from.: humans (303):
confirmed VL (16), suspected VL (65), other conditions
(102), negative controls (15) and individuals from an
endemic area (105); dogs (82): from an endemic area
(68), Salvaterra/Marajé/Para (21 of which were
parasitologically positive), and negative controls (14),
Jrom Belém, foxes (9): caught on Marajé Island. Antigens
Jor DAT were prepared from promastigots of L. (L.)
donovani, L. (L.) chagasi. Antigens used in ELISA and
IFAT were prepared frompromastigotes (soluble antigen)
and amastigotes respectively of L. (L.) chagasi. In
humans, the specificity and sensitivity of DAT using L.
(L.) donovani were high (98.4% and 100% respectively)
and comparable to that of IFAT (97.5% and 100%).
ELISA was less specific (84.8%) although similarly
sensitive (100%). In dogs, DAT was more specific using
L. (L.) donovani as antigen than using L. (L.) chagasi.
However, both DAT and ELISA were less sensitive (both
71.4%) than IFAT (100 %). This difference was reflected
in the results from endemic dogs, 87% of which were
positive by IFAT but only 54% by ELISA and 49% by
DAT. Similarly, all 9 fox sera were positive by IFAT, 7
of 9 (78%) by ELISA but none by DAT. In conclusion,
DAT using L. (L.) donovani antigen can provide a useful
test for human VL, utilization on a large scale would be
possible with a suitable reference laboratory to monitor
antigen quality. However, DAT appears less useful for
canine studies, as it was less sensitive than ELISA and
especially IFAT in detecting canine infection.

key-words: Direct agglutination test. Visceral
leishmaniasis. Humans. Canids.
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