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Abstract

In Brazil, visceral leishmaniasis poses a seri-
ous endemic and epidemic problem. In recent
years the disease has spread to several States
that had not previously reported any human
or animal cases. For canine surveys, the Min-
istry of Health currently recommends use of
the indirect immunofluorescence assay (IIF),
with a sensitivity of 90-100% and specificity of
80%. Use of IIF may decrease the effectiveness
of the Kala Azar Control Program by not de-
tecting, and thus failing to sacrifice, false-neg-
ative infected animals. On the other hand, the
program incorrectly identifies and leads to the
unwarranted sacrifice of false-positive unin-
fected animals. Such uncertainties have al-
ready led to disagreement over the Program’s
objectives, such as the recommendation by
some veterinarians that infected animals be
treated. This work analyzes the quality of di-
agnosis of canine epidemic surveys against the
backdrop of a visceral leishmaniasis epidemic
in Belo Horizonte, Minas Gerais State, from
1993 to 1997.
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Introducao

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca gra-
ve, atingindo criancas, adultos jovens ou pes-
soas imunodeprimidas e, quando ndo tratada,
pode apresentar letalidade de 95%. Em caes, seu
principal reservatério doméstico, hd uma pre-
valéncia significativa, sendo que muitos casos
sdo assintomadticos ou oligossintomaticos 1.2.3.

Os diagnésticos humano e canino precoces
se fazem necessdrios por se tratar de uma doen-
ca que pode ser fatal para o ser humano, e por
ser necessdria a ado¢do de medidas de contro-
le especificas sobre o reservatério doméstico
da doenca, incluindo seu sacrificio quando es-
te se encontra infectado.

Leishmaniose visceral: zoonose
de caradter reemergente e emergente

Inicialmente, a LV foi descrita como uma doen-
ca esporddica, do ambiente silvestre ou rural,
atingindo indiferentemente seres humanos ou
cdes que vivessem em contato intimo com a
mata 4; posteriormente foi caracterizada como
de ocorréncia endémica, com surtos epidémi-
cos esporddicos, em zonas de “boqueirdo” de
areas rurais do Nordeste brasileiro 5.

ALV, na atualidade, tem sido apontada co-
mo doenca reemergente, caracterizando nitido
processo de transicdo epidemiolégica, apre-
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sentando incidéncia crescente nos dltimos anos
nas dreas onde ocorria tradicionalmente; ex-
pansao geogréfica para os estados mais ao sul
do pafs e também um franco processo de urba-
nizacdo em cidades localizadas em regides dis-
tintas, como o Nordeste e o Sudeste. Cidades
como: Boa Vista e Santarém (Regido Norte); Te-
rezina, Sdo Luiz, Natal e Aracaju (Regido Nor-
deste); Montes Claros, Belo Horizonte, Araguai,
Sabard, Perddes e Rio de Janeiro (Regido Sudes-
te) e Cuiabd (Regido Centro-Oeste) ja vivencia-
ram ou vivenciam, recentemente, epidemias
de LV humana e canina 6,7,8,9,10,11,

Crescem também, o nimero de casos de in-
feccdo concomitante por HIV (virus da imuno-
deficiéncia humana) e Leishmania, fazendo
com que a co-infeccdo entre HIV-Leishmania
seja considerada como doenca infecciosa emer-
gente. A manifestacao clinica mais freqiiente
na co-infeccdo é a LV, apesar de que vdrias for-
mas cutianeas da doenca também ja foram des-
critas. Este quadro € bastante significativo nos
paises do sul europeu, onde mais de 70% dos
casos de LV em adultos estdo relacionados com
HIV/AIDS e 9% de todos os pacientes com AIDS
sofrem de LV recém-adquirida ou que foi reati-
vada de uma infecgdo antiga 12.

A sobreposicdo das dreas geogréficas de
ocorréncia de leishmanioses e HIV/AIDS tem
sido recentemente acentuada pelo processo de
urbanizacao vivenciado pela primeira e pela ru-
ralizacao da segunda. O significado epidemio-
légico desta expansdo simultanea, demostrado
por vdrios estudos, reside no fato de que os pa-
cientes com HIV/AIDS, que vivem em dreas en-
démicas de leishmanioses, apresentam maior
risco de manifestd-las e que a co-infeccao en-
tre HIV-Leishmania acelera o curso clinico da
infeccdo por HIV 12,13, Dessa forma, as leishma-
nioses tém ganhado importancia como infec-
¢do oportunistica entre pacientes com infeccao
por HIV que vivem ou viveram em dreas consi-
deradas endémicas para essas parasitoses.

O diagnéstico e sua histéria

Até a década de 30, o diagnéstico humano e os
inquéritos caninos eram realizados por meio
dos exames diretos como a puncdo de figado,
de baco e o raspado de pele. Esses exames sdo
seguros quanto a positividade dos casos, mas
ndo eficazes para realizar uma cobertura total
dos animais positivos 14.

O exame sorolégico, realizado pela reacao
de fixagdo do complemento (RFC), foi utilizado
pela primeira vez, para diagnosticar a LV hu-
mana, em 1938. Em 1957, pesquisadores brasi-
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leiros descreveram a RFC para inquéritos cani-
nos, com antigeno extraido do bacilo da tuber-
culose, concluindo que, esta técnica possuia
sensibilidade e especificidade melhores que os
exames diretos. Com a demonstragao da possi-
bilidade de aplicacdo da RFC em eluatos de
sangue colhidos em papel de filtro, essa técni-
ca tornou-se largamente difundida 15, com a
vantagem sobre os demais métodos sorolégi-
cos de ndo apresentar reagdes cruzadas com
outras enfermidades, mesmo quando se utili-
zam antigenos heter6logos 16,17,18,19,20,

Contudo, reac¢des cruzadas em titulos bai-
xos com a doencga de Chagas e a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) podem ocorrer.
Nos casos de LV, comumente sdao observados ti-
tulos elevados de anticorpos no soro, geralmen-
te superiores a 1:80, sendo que titulos inferio-
res a esse necessitam de confirmacao por ou-
tras metodologias 3.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), utilizada a partir da década de 60 3, de-
monstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e
especificidade aproximada de 80% para amos-
tras de soro 21,22, A especificidade desse teste é
prejudicada devido a presenca de reagdes cru-
zadas com doencgas causadas por outros tripa-
nossomatideos, como o da doenca de Chagas e
os da LTA 21,23, A utilizagcdo de formas amasti-
gotas de L. (L.) donovani como antigeno nas
RIFI aumenta significativamente a sensibilida-
de, sem perder a especificidade do teste, resul-
tando numa maior precocidade do diagnéstico
frente a animais assintomdticos ou oligossin-
tomaticos 24.

A necessidade de uma técnica com alta
sensibilidade e especificidade fez surgir, a par-
tir da década de 70, muitos estudos avaliando e
aprimorando o ELISA-padréo, assim como, as
diversas varia¢coes de ELISA: Dot-ELISA, fucose
manose ligant-ELISA ou FML-ELISA, bovine
submaxillary mucin-ELISA ou BSM-ELISA,
Fast-ELISA, micro ELISA, entre outras 17,18,25,26,
27,28,29,30. A utilizacdo de antigenos recombi-
nantes ou purificados como as glicoproteinas
de membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 especi-
ficas do género Leishmania, melhoram a sensi-
bilidade e a especificidade da técnica. Entre-
tanto, reacdes cruzadas com enfermidades cau-
sadas por outros tripanossomatideos podem
ainda ocorrer 21,31,32,33,

O teste de aglutina¢do em gota (DAT), cita-
do como um método alternativo para o diag-
nostico da LV, foi descrito pela primeira vez em
1975 e adaptado para o diagnéstico da infeccao
humana e canina no final da década de 80 34.
Em trabalhos comparativos entre ELISA, RIFI e
DAT, este ultimo demonstrou ser igualmente



sensivel e especifico como o ELISA 22,35, A gran-
de vantagem desse teste estd na sua simplicida-
de e baixo custo, quando comparado aos outros

A performance dos testes diagndsticos uti-
lizados atualmente €, em muito, limitada pelo
antigeno utilizado na técnica. De uma forma
geral, sdo utilizados parasitos totais ou lisados,
o que interfere na expressao da especificidade
do teste, ndo alcancando este o valor de 100%
36. A identificacdo de antigenos dominantes,
que se caracterizam por induzir a formacao de
anticorpos especificos detectdveis nos testes
sorolégicos, tem contribuido para melhorar os
testes diagnésticos. O mais potente e promis-
sor antigeno sorolégico, o rk39 clonado de L.
chagasi, possui epitopos de alta densidade. A
proteina A conjugada com ouro coloidal, como
sistema de detec¢ao deste antigeno, permite
uma ligacdo com o anticorpo especifico em se-
gundos e a totalidade do teste pode ser com-
pletada entre 1-10 minutos. Este método, o
TRALd, vem sendo testado no Brasil 36.

Recentemente, desenvolveu-se a técnica de
PCR (reacdo em cadeia polimerase), que é a
mais especifica e sensivel. Com essa técnica é
possivel identificar e ampliar seletivamente o
DNA do cineplasto do parasita. Infelizmente,
suas limitacdes para uso em inquéritos epide-
miolégicos se baseiam no custo, disponibilida-
de de reagentes, equipamentos e pouca adap-
tabilidade do método ao campo 36.

Apesar da grande variedade de testes ja de-
senvolvidos, seja no passado, seja mais recen-
temente, a RIFI ainda € o teste de elei¢do para
ser utilizado em inquéritos epidemiolégicos
por reunir uma série de vantagens como: ser de
facil execucdo, rdpido, barato, apresenta ade-
quadas sensibilidade e especificidade, quando
comparado com outras técnicas.

Aspectos relacionados ao controle
da leishmaniose visceral

As campanhas de controle para a LV no Brasil
tiveram seu inicio na década dos anos 50, sen-
do os Estados do Ceard e de Minas Gerais os
principais alvos das atividades planejadas e de-
senvolvidas. Entretanto, durante a década de
60, as acdes foram interrompidas e apenas em
1982, o programa foi retomado, quando a ex-
tinta Superintendéncia de Controle de Ende-
mias (SUCAM) detectou um aumento do nu-
mero de casos de LV no Brasil 11,37,
Atualmente, o Ministério da Saude (MS),
por intermédio da FUNASA (Fundacao Nacio-
nal de Satde) e de Secretarias Estaduais e Mu-
nicipais de Satide, realiza o Programa de Con-
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trole da LV centrado nas seguintes medidas:
diminuir a densidade populacional do vetor,
identificagdo e eliminacao dos caes infectados
e identificacdo e tratamento das pessoas doen-
tes 10,38,

O teste diagndéstico recomendado pelo MS
para ser utilizado nos inquéritos caninos € a
RIFI. A despeito das reconhecidas vantagens
apresentadas por esta técnica, como facilidade
na execucio, rapidez na emissao de resultados
e baixo custo, alguns problemas existem com
relacdo a sua precisdo, expressos numa sensi-
bilidade que varia de 90-100% e numa especifi-
cidade de 80% para amostras de soro 21,22,38,

A epidemia de LV humana e canina viven-
ciada em Belo Horizonte, Minas Gerais, repre-
senta uma situacdo interessante a ser exempli-
ficada, por ter suscitado uma série de debates,
por parte dos clinicos veterindrios de peque-
nos animais, com relacao a validade do teste
diagnéstico RIFI, utilizado pela Secretaria Mu-
nicipal de Satide de Belo Horizonte (SMS-BH).

Segundo esses profissionais, o teste estaria
identificando grande nimero de animais falsos
positivos e, sendo assim, nao seria o mais es-
pecifico para o diagnéstico da LV, pois poderia
apresentar reacao cruzada com outras enfer-
midades, como a LTA ou a doenca de Chagas.
Essas incertezas geraram atitudes como a nao
indicacao do sacrificio de animais positivos, a
orientacdo para que os proprietdrios retirassem
os cdes positivos do municipio e inclusive, a re-
comendacdo de tratamento desses animais 39.

Durante o periodo de 1993 a 1997, foram
realizadas pesquisas sorolégicas para deteccao
de animais positivos, como parte das acées do
programa de controle desenvolvido pela pre-
feitura. Nesse periodo, de um total de 415.683
caes examinados, 15.117 foram identificados
como positivos. Considerando a prevaléncia
verificada no periodo acima (3,64%), os valores
preditivos positivo e negativo da RIFI sdo, res-
pectivamente, 14,5% e 99,5%, calculados con-
forme Soares & Siqueira 40. Verificamos que dos
400.566 animais diagnosticados como negati-
vos, 2.003 seriam, na verdade, falsos negativos
e dentre os 15.117 positivos, 12.925 seriam fal-
sos positivos. De fato, corroborando as suspei-
tas levantadas pelos clinicos veterindrios de
pequenos animais.

Os valores preditivos sdo indicadores utili-
zados para a interpretacdo de um resultado de
um teste diagndstico, sendo influenciados pe-
las respectivas sensibilidade e especificidades
do teste, além da prevaléncia da doenca na
drea em questao. Percebe-se que, na situagao
da epidemia de LV canina em Belo Horizonte, o
valor preditivo negativo alcanga um valor ele-
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vado (99,5%), tanto pelo fato da sensibilidade
da RIFI ser alta (90-100%) como pelo fato da
prevaléncia da doenca canina ser baixa (3,64%).
O oposto é verificado para o valor preditivo po-
sitivo, cujo valor de 14,5% pode ser explicado
pela menor especificidade da RIFI (80%) e tam-
bém pelo fato da prevaléncia da LV canina ser
baixa em Belo Horizonte.

Nesse contexto, podemos afirmar que exis-
te uma elevada confian¢a no resultado negati-
vo de um animal, ndo sendo verdade tal asser-
tiva para um cdo que apresente exame com re-
sultado positivo para LV pela RIFI. Como im-
plicacdes prdticas nas atividades de controle
da LV canina na capital mineira, o programa sa-
crificou 12.924 animais falsos positivos e deixou
de sacrificar 2.003 animais falsos negativos.

Os nimeros acima chamam a atencao pela
diferenca, entretanto, ndo podemos deixar de
examind-los a luz do fato de que a LV é uma
zoonose e, associada a epidemia canina, a Ci-
dade de Belo Horizonte também vivenciou uma
epidemia humana, com 169 casos diagnostica-
dos no periodo de 1994 a 1997 e 17 6bitos, sen-
do que ambos os eventos ainda acometem o
municipio 10,3941,

A questdo que se coloca frente a situacao de
sacrificio de animais falsos positivos é a necessi-
dade de aprimoramento das técnicas diagndsti-
cas, principalmente no que concerne a especifi-
cidade do teste utilizado para deteccao do reser-
vatério animal, uma vez que essa propriedade
interfere no valor preditivo positivo do teste. De
fato, a histéria demonstra a preocupacao dos
pesquisadores com essa questdo, como o tra-
balho desenvolvido por Silva 36 com antigenos
mais especificos ou mesmo a aplicacido da téc-
nica do PCR para o diagndstico da LV canina.

Entretanto, mesmo a utilizacdo de técnicas
mais sensiveis e especificas ainda apresentaria
resultados falsos positivos, no contexto da epi-
demia de Belo Horizonte, ou de qualquer outra
drea que conviva com valores baixos de preva-
léncia da doenga.

A identificacdo e sacrificio do cdo sdo ativi-
dades preconizadas pelo MS para o controle da
LV humana. Essa recomendagdo estd respalda-
da, dentre outras, na consideracdo de que o cdo
é um importante reservatério da doenca para o
ser humano e na demonstracdo de que a doen-
ca canina precede a doenca humana, sendo a
primeira um dos responsdveis pelo avanco tan-
to espacial como temporal da segunda. Na epi-
demia de LV em Belo Horizonte, essa associa-
¢do foi muito bem demonstrada no trabalho de
Oliveira et al. 42.

Nesse contexto, para que as agoes de con-
trole da doenc¢a humana sejam efetivas e al-
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cancem resultado adequado, é inevitdvel o sa-
crificio de animais falsos positivos. A critica ou
insatisfacao geradas com o sacrificio de ani-
mais assim caracterizados pode ser minimiza-
da se considerarmos que a menor especificida-
de da RIFI é devida, em parte, a existéncia de
reacdes cruzadas com doencas causadas por
outros tripanossomatideos, como a doenca de
Chagas e a LTA, ou seja, os animais falsos posi-
tivos para LV, podem ser, por seu turno, positi-
vos para essas enfermidades. Da mesma forma
que para a LV canina, o sacrificio do cao positi-
vo para doenca de Chagas e LTA também € re-
comendado por nio existir tratamento eficaz e
o animal também constituir importante reser-
vatério dessas doencas para o ser humano.

Apesar de ser esse o aspecto privilegiado na
contestacdo das acdes de controle da LV huma-
na desenvolvidas pela prefeitura de Belo Hori-
zonte, a existéncia de animais falsos negativos
é um problema que também chama a atencao.
Considerando o valor preditivo negativo da RIFI,
mesmo atingindo valor elevado como 99,5%,
no periodo de 1993 a 1997, foram detectados
2.003 animais falsos negativos e que, assim, nao
foram sacrificados. Nao se pode deixar de con-
siderar que a permanéncia desses animais no
ambiente epidémico pode certamente ter com-
prometido a eficdcia do programa de controle
da LV em Belo Horizonte, contribuindo para a
manutencao de focos da doenca e, conseqiien-
temente, fontes de infeccdo para pessoas e ou-
tros caes.

Comentarios

Os dados relativos a morbidade da LVA no pais
nao sao precisos, o que dificulta as estratégias
de controle a serem adotadas nas regides onde
a doenca ocorre. Inquéritos epidemiolégicos
baseados no diagnéstico laboratorial, em po-
pulacoes humanas e caninas sob risco de trans-
missao, sdo necessdrios para avaliar a extensao
do problema. Os profissionais e pesquisadores
se esbarram na escolha de um método apro-
priado, simples, sensivel e especifico, que possi-
bilite o diagndstico ndo apenas dos casos avan-
cados, mas também dos iniciais, oligossinto-
madtico e assintomadticos.

A partir de trabalhos de pesquisadores bra-
sileiros, como Chagas, Deane & Deane e Alen-
car, demonstrando a importancia dos cdes na
transmissdo da LV, os estudos soroldgicos de
caes infectados vém aumentando. Visando a
obter melhores resultados e métodos diagnés-
ticos que facilitem a realizacdo de inquéritos
epidemiolégicos, assim como, melhor conhe-



cimento da distribuicdo geografica, cientistas
vém desenvolvendo técnicas cada vez mais sen-
siveis, especificas e de facil execucao.

Observa-se, apenas recentemente, o pro-
gresso e aperfeicoamento de técnicas para o
diagnéstico da LV humana e canina como ob-
jeto de interesse de pesquisas nacionais e in-
ternacionais. O que diverge da constatagdo de
que os indicadores de morbi-mortalidade des-
se agravo sao indubitavelmente alarmantes em
nosso meio e em outros paises em desenvolvi-
mento ja hd muitas décadas.

A avaliacao dos valores preditivos é um ra-
ciocinio elaborado pelo clinico, notadamente
quando se considera a recomendacao de trata-
mentos que possam representar altos investi-
mentos ou riscos a satide.

No caso da LV canina, zoonose com reper-
cussdo considerdvel na saiide humana, os va-
lores preditivos dos testes teriam um pequeno
significado, uma vez que ndo hd tratamento
eficaz contra a doenca, sendo considerada in-
curdvel até o momento.

Os indicadores de sensibilidade e especifi-
cidade de um teste devem ser, por sua vez, ana-
lisados atentamente quando da escolha de um
teste diagnéstico para ser utilizado num pro-
grama de controle de qualquer enfermidade.

Para a LV canina, um teste que apresente
elevada sensibilidade deve ser preferido para
os inquéritos epidemiolégicos. Esta medida vi-
sa a obter uma menor taxa de caes falsos nega-
tivos. A alta sensibilidade evitaria que animais
positivos ndo permanecessem como fontes de
infeccdo para o vetor e desse para o ser huma-
no e outros animais.

Resumo

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) apresenta qua-
dros graves de endemias e epidemias havendo, nos l-
timos anos, uma propagagao da doenga por vdrios es-
tados que antes ndo possuiam casos de pessoas e ani-
mais. O Ministério da Satide recomenda,para os in-
quéritos caninos, o uso da reagdo de imunofluorescén-
cia indireta (RIFI), apresentando sensibilidade de 90-
100% e especificidade de 80% para amostras de soro. A
utilizagao da RIFI pode comprometer a efetividade do
Programa de Controle do Calazar por estar deixando
de detectar e sacrificar animais infectados (falsos ne-
gativos). Por outro lado, o programa estaria identifi-
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O indicador especificidade deve também
ser observado e ser, preferencialmente, o mais
elevado possivel. Entretanto, a existéncia de
animais falsos positivos, para a eficiéncia de
um programa de controle, é menos problema-
tica, podendo-se recomendar para os inquéri-
tos caninos testes com especificidade menor,
quando comparada com a sensibilidade.

A RIFI, teste indicado pelo MS para levan-
tamentos epidemiolégicos e diagnésticos da LV
canina, retine essas caracteristicas: valores ele-
vados de sensibilidade (90-100%) e valores me-
nores de especificidade (80%) para amostras de
soro. Adicionalmente é conhecido que a iden-
tificacdo de individuos falsos positivos pela RI-
FI se deve a reacdes cruzadas entre LV e duas
outras importantes zoonoses: LTA e doenca de
Chagas.

Esse fato pode ser inconveniente quando
os objetivos sdo os levantamentos epidemiol -
gicos e o conhecimento da distribuicdo espa-
cial da LV, da LTA ou da doenca de Chagas nos
reservatérios caninos, ja que as dreas de conco-
mitancia dessas doencas sdo comuns em nos-
so pais.

Por outro lado, as falhas de especificidade
das técnicas sdo minimizadas pois as trés zoo-
noses, endémicas no Brasil, apresentam a es-
pécie canina como reservatérios do parasita e
fontes de infec¢ao para o ser humano e outros
animais, ndo havendo tratamento eficiente pa-
ra as enfermidades caninas. Portanto, faz-se
necessdrio a conseqiiente eliminacio (sacrifi-
cio) dos animais infectados para se alcancar re-
sultados efetivos nas acdes de controle relacio-
nadas a esses agravos.

cando e recomendando o sacrificio de animais nao in-
fectados (falsos positivos). Essas incertezas jd geraram
atitudes como a ndo indicagao do sacrificio de ani-
mais positivos e a recomendacgado de tratamento desses
animais por parte de clinicos veterindrios. Este traba-
lho tem como objetivo refletir sobre a qualidade do
diagndstico de inquéritos epidemiologicos caninos,
tendo como pano de fundo a epidemia de LV que ocor-
re no Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais,des-
de 1993.

Leishmaniose Visceral; Diagndstico;Cdes
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