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Alves, A.S. Avaliacdo da sororretividade cruzada entre a infeccdo por
Trypanosoma caninum e a leishmaniose visceral canina. Rio de Janeiro,
2012, 42f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas
Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Os testes sorologicos constituem um importante instrumento para o diagnostico
da leishmaniose visceral (LV), sendo os inquéritos sorolégicos caninos uma
das medidas recomendadas pelo Ministério da Saude brasileiro, para o controle
da doenca humana. Trypanosoma caninum €é um parasita recentemente
descrito em cdes domeésticos em diferentes areas de LV. Considerando a
importancia do cdo no ciclo de transmisséo de L. chagasi e a possibilidade
desse novo parasita confundir o diagndstico para leishmaniose, este estudo
objetivou investigar o status sorolégico de animais infectados por T. caninum e
avaliar a reatividade cruzada com os testes sorolégicos empregados na rotina
de controle da LV no Brasil. Foram analisadas 117 amostras de soro de caes
classificadas em 3 grupos: grupo Tc (animais infectados por T. caninum), grupo
Lc (infectados por L. chagasi) e grupo Co (controles saudaveis) - com os kits
disponibilizados para a rede publica - imunofluorescéncia indireta (IFI-LVC),
ELISA (EIE-LVC) e teste imunocromatografico (DPP) - e com testes in house
empregando antigenos de T. caninum (IFI-Tc e ELISA-Tc) e de L. chagasi (IFI-
Lc e ELISA-Lc). Os caes infectados por T. caninum reagiram ao IFI-Tc e
ELISA-Tc com sensibilidade de 64.1% e 94.9% e especificidade de 23.1% e
35.9%, respectivamente. Para os testes comerciais IFI-LVC, EIE-LVC e DPP, a
sensibilidade foi de 100% e especificidade de 70.5%, 68% e 97.5%
respectivamente. A especificidade destes testes tornou-se mais elevada
quando o grupo Tc foi excluido das andlises, com diferenca significativa para
IFI-LVC (x°=4.36, p=0.036) e nao significativa para os demais testes (EIE-LVC -
x?=2,87, p=0,089; DPP - x°=0,05, p=0,818). Concluimos que ferramentas
soroldgicas possam ter um valor limitado para o diagnéstico da infec¢éo por T.
caninum e que a presenca de animais infectados por esse parasito em areas
endémicas de LV possa ser um fator de confusdo para o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina.

Palavras-Chave: 1. Leishmaniose visceral canina 2. Trypanosoma caninum
3. Reacgdao cruzada 4. Sorologia



Alves, A.S. Evaluation of serological cross-reactivity between natural
infection by Trypanosoma caninum and canine visceral leishmaniasis. Rio
de Janeiro, 2012, 42f. Master [Master Degree in Clinical Reseach in Infection
Disease] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Serologic tests constitute an important tool for the diagnosis of visceral
leishmaniasis (VL), being canine serologic inquiries one of the measures
recommended by the Brazilian Health Ministry, to control the human disease.
Trypanosoma caninum is a parasite recently described in domestic dogs in
different endemic areas of LV. Considering the importance of the dog to the
cycle of transmission of L. chagasi and the possibility of this new parasite to
confuse the diagnosis for leishmaniasis, this study aimed to investigate the
serological status of animals infected by T. caninum and to evaluate the cross-
reactivity in serologic tests employed to the routine control of the LV in Brazil. A
set of 117 serum samples of dogs divided into 3 groups had been analyzed - Tc
group (animals infected by T. caninum), Lc group (animals infected by L.
chagasi) and Co group (healthy controls) - with kits available for the health
public services - indirect imunofluorescence test (IFI-LVC), ELISA (EIE-LVC)
and immunocromatographic test (DPP) - and with in house tests using T.
caninum (lIF-Tc and ELISA-Tc) and L. chagasi (IIF-Lc and ELISA-Lc) antigens.
Dogs infected by T. caninum had reacted to IIF-Tc and ELISA-Tc with sensitivity
of 64.1% and 94.9%, and specificity of 23.1% and 35.9%, respectively. For
commercial tests IFI-LVC, EIE-LVC and DPP, sensitivity were of 100% and
specificity of 70.5%, 68% and 97,5% respectively. The specificity of these tests
had become higher when the Tc group was excluded from the analysis, with
significant difference for IFI-LVC (x?=4.36, p=0.036) and not significant for the
others tests (EIE-LVC - x°=2,87, p=0,089; DPP - x°=0,05, p=0,818). We
conclude that serologic tools can have a limited value for the diagnosis of the
infection for T. caninum and that the presence of animals infected by this
parasite in endemic areas of LV visceral canine can be a factor of confusion for
the diagnosis of leishmaniasis.

Keywords: 1. Visceral canine leismaniasis 2. Trypanosoma caninum 3.Cross
reaction 4. Serology
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INTRODUCAO

O envolvimento do cdo doméstico com diferentes membros da familia
Trypanosomatidae tem sido objeto de estudo, devido principalmente, ao fato desse
animal participar do ciclo de certas zoonoses. Nas leishmanioses, o céo tem sido
encontrado naturalmente infectado em focos registrados em todo o mundo, embora
sua importancia encontra-se no ciclo de transmissdo de espécies causadoras da
leishmaniose visceral (LV). Das espécies causadoras da doenca tegumentar no
Brasil, o cdo tem sido incriminado apenas como um eventual hospedeiro no ciclo
epidemiolégico de L. braziliensis, uma vez que seu papel como reservatorio
doméstico ndo foi ainda comprovado (REITHINGER; DAVIES, 1999; DANTAS-
TORRES et al., 2010), entretanto, o leque de espécies de leishmanias
dermotrdpicas passiveis de infectar esse animal pode ser maior, ja que a etiologia
nem sempre é confirmada. No estado de S&o Paulo, a infec¢do canina por L.
amazonensis foi registrada (TOLEZANO et al., 2007).

Diferente do que ocorre no ciclo de transmissao da leishmaniose tegumentar,
onde se desconhece o potencial do cdo doméstico como reservatério, na LV, tal
papel ja estda bem definido, sendo esse animal considerado um importante
reservatorio. S8o importantes para a manutencdo do ciclo de transmissao e, por
essa razao, constituem um dos principais alvos nos programas de controle da
doenga, através da identificacdo e eutanasia de cdes soropositivos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006), embora tal estratégia seja ainda questionada por alguns autores

(COURTENAY et al., 2002; COSTA, 2011).



O diagndstico e a prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) séo
obtidos normalmente por meio de testes sorolégicos, entre eles, os testes de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), ambos,
empregados nos programas nacionais e estaduais de vigilancia e controle da LV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Apesar de constituirem importante ferramenta
diagnéstica, as técnicas soroldgicas possuem como desvantagem a possibilidade da
ocorréncia de reatividade cruzada e a auséncia do poder de discriminacao entre as
leishmanioses cutanea e visceral (VALE et al., 2009).

Em éareas de sobreposicdo de endemias, além de o diagndéstico ser
dificultado, quando realizado pela sorologia, esta sobreposicdo favorece o
aparecimento de infec¢cdes mistas e, no Brasil, a coinfeccdo natural de céaes
domeésticos, com diferentes espécies de tripanossomatidios tem sido registrada.
Savani et al (2005) relataram a coinfeccdo de Leishmania chagasi e Trypanosoma
evansi em um cdo no estado de Mato Grosso do Sul. No municipio do Rio de
Janeiro, Madeira et al (2006a) descreveram um caso de coinfeccdo por L.
braziliensis e L. chagasi. Tais relatos demonstram que cédes domésticos sao
suscetiveis a diferentes membros da familia Trypanosomatidae, inclusive em
coinfeccdes, e ressaltam a importancia da adocédo de ferramentas diagndsticas que
possam discriminar com seguranca 0S agentes etiolégicos envolvidos,
principalmente, em areas endémicas de sobreposicao.

Os indices de soroprevaléncia canina sdo uma preocupacdo por parte dos
orgaos de controle, ja que a elevacdo desses indices pode estar relacionada ao
aparecimento dos casos humanos de LV e instalacdo de focos em areas urbanas.
Nesse contexto, um fato que tem causado preocupacdo € 0 encontro de

Trypanosoma caninum em regides endémicas de LV. Esse parasito foi descrito



primeiramente no municipio do Rio de Janeiro e identificado como uma nova espécie
(MADEIRA et al., 2009). Posteriormente, foi detectado em diferentes regides do
Brasil (ALMEIDA et al., 2011).

Apesar do pouco conhecimento sobre esse parasito, a sua circulagdo em
areas de LV pode constituir um fato preocupante, principalmente relacionado ao
contexto diagnodstico desses animais, uma vez que se utilizam ferramentas
sorologicas, as quais nao possuem poder discriminatorio entre os diferentes
membros da familia Trypanosomatidae. Aspectos sobre o ciclo natural, indices de
prevaléncia, métodos diagndsticos e ao impacto que esse parasito podera causar
em areas onde as leishmanioses caninas ocorrem, ainda devem ser estabelecidos.
Adicionalmente, pode-se citar também, que todo conhecimento adquirido acerca dos
diferentes agentes etiologicos, envolvidos em uma dada situacdo, € essencial no
ambito da vigilancia epidemiolégica, principalmente para o desencadeamento de
acOes de controle especificas. Desse modo, este estudo visou avaliar ferramentas
soroldgicas, através dos testes de IFI e ELISA, para o diagnostico da infeccéo por T.
caninum e investigar a possivel reatividade cruzada que ocorre entre 0s soros de
animais infectados com este parasito e 0s antigenos dos testes soroldgicos

utilizados na rotina do diagnéstico da LVC.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Trypanosoma caninum: UMA NOVA ESPECIE DESCRITA EM
CAES DOMESTICOS

O género Trypanosoma reune inUmeras espécies de parasitos, alguns
causadores de importantes doencas para 0 homem e para 0S animais.
Recentemente uma nova espécie, denominada Trypanosoma caninum, foi descrita
pela primeira vez no municipio do Rio de Janeiro (MADEIRA et al., 2009).
Inicialmente, acreditou-se que esse achado pudesse ter sido ocasional, sem
importancia epidemiologica, no entanto, esse parasito foi encontrado em outros caes
nesse mesmo municipio (PINTO et al., 2010, SILVA et al.,, 2011) e em cées de
diferentes regibes do Brasil (ALMEIDA et al.,, 2011). Tais achados sugerem a
existéncia de um ciclo natural desse protozoario entre cdes domeésticos e alertam
para um possivel impacto que esse fendbmeno possa causar em areas onde as
leishmanioses caninas ocorrem.

Indmeros aspectos bioldgicos ainda precisam ser conhecidos sobre essa
nova espécie, entretanto, algumas informacdes ja foram consolidadas: a) T. caninum
é facilmente isolado em meio de cultura axénica apresentando todas as formas
evolutivas caracteristicas do género Trypanosoma (HOARE, 1972). No cultivo em
meio de cultura bifasico (NNN + meio Schneider) formas epimastigotas séo
predominantes, mas formas tripomastigotas, esferomastigotas e formas em fases de

transicdo sdo também observadas. A manutencdo desse parasito em meio de



cultura foi um passo inicial e constitui condi¢do crucial para o seu estudo; b) T.
caninum ndo é capaz de infectar experimentalmente triatomineos dos géneros
Rhodnius e Triatoma. Esse dado sugere que talvez outros artropodes possam estar
atuando como vetores, como € observado no ciclo de outras espécies de
tripanossomas. Em areas endémicas de LV, ja houve a suspeita da participacédo de
carrapatos no ciclo de transmissédo de Leishmania chagasi entre cdes domeésticos
(COUTINHO et al.,, 2005) e c) outro aspecto importante esta relacionado a
morfologia desse parasito. T. caninum pode ser facilmente distinguido de outros
tripanosomas que ocorrem em mamiferos, pelo tamanho do comprimento total do
corpo e do cinetoplasto de formas tripomastigotas, embora a heterogeneidade
morfologica descrita para os representantes do género Trypanosoma restrinja este
parametro para classificacao ou identificacdo (MADEIRA et al., 2009).

T. caninum parece nado ser patogénico para o cao, tendo sido isolado, na
maioria das vezes, de caes saudaveis (MADEIRA et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2011). Apesar dessa caracteristica, esse parasito pode estimular o sistema imune
humoral do céo, induzindo a producdo de anticorpos que podem reagir
especificamente e de forma cruzada com outros tripanossomatideos nos testes
sorologicos, principalmente nas leishmanioses, onde cées domésticos sé&o
rotineiramente monitorados. Essa informacdo tem ganhado for¢a, a partir dos relatos
de Pinto et al (2010) e Silva et al (2011) que isolaram T. caninum de céaes
sororreatores eutanasiados pelos programas de controle no municipio do Rio de
Janeiro, por suspeita de LVC, sem que leishmania tenha sido isolada desses
animais.

Um aspecto interessante desse parasito € o sitio anatdmico de onde tem sido

isolado, apresentando uma caracteristica incomum e inédita para os representantes



do género Trypanosoma. Todos os isolados de T. caninum obtidos até o momento,
foram isolados a partir do cultivo da pele integra de cées aparentemente saudaveis,
sendo frustrantes as tentativas de isolamento por hemoculturas. Esse fato sugere
que talvez esse protozoario possa habitar tecidos e vasos de circulacéo periférica
(MADEIRA et al., 2009). O fato de T. caninum ter sido isolado de caes sem qualquer
sinal clinico de infeccdo sugere uma possivel adaptacdo desse parasito aos cées ao
longo tempo, embora, isto para ser confirmado, tenha que ser estudado em
detalhes. Uma hipétese para o fato de T. caninum nao ter sido encontrado
anteriormente, talvez esteja relacionado ao sitio anatbmico de onde tem sido
isolado, uma vez que a pele ndo constitui um alvo para pesquisa de parasitos do
género Trypanosoma.

Atualmente, cerca de 53 isolados ja foram descritos (dados em fase de
publicacdo) demonstrando que T. caninum possa estar circulando em maiores
proporcdes daquela estimada inicialmente, sendo todos obtidos de regibes
endémicas para LVC canina e isso podera representar um problema para o controle
dessa zoonose. N&o se conhece 0s possiveis vetores, nem tampouco informacdes
epidemioldgicas desse parasito e, considerando a importancia deste conhecimento,
estudos devem ser incentivados, visando principalmente esclarecer aspectos
relacionados ao diagnodstico e a prevaléncia desse parasito. Embora T. caninum
pareca nao causar qualquer alteracéo clinica ou dermatoldgica nos caes infectados,
a compreensdo de como este parasito esta sendo mantido e transmitido sob
condicOes naturais € de fundamental importancia, destacando-se o conhecimento do
real impacto que T. caninum possa estar causando em areas onde as leishmanioses

caninas ocorrem, uma vez que compartilham o mesmo hospedeiro.



2.2. DIAGNOSTICO E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA

Classicamente, a LVC pode apresentar um espectro de manifestacoes
clinicas bem variadas, condicionadas a imunocompeténcia individual do animal e
também a viruléncia do parasito (COLMENARES et al., 2002). Dessa forma, o
diagnéstico clinico pode ser de dificil conclusdo (FERREIRA et al., 2007), podendo
haver confusdo com outras doencas que afetam os cédes (RIBEIRO et al., 2011).
Entre as manifestacdes mais usuais da LVC podemos citar as lesbes cutaneas,
descamac0bes, eczema, em particular no espelho nasal e orelha, e pequenas ulceras
rasas, localizadas mais frequentemente ao nivel das orelhas, focinho, cauda e
articulacbes. Nas fases mais adiantadas da doenca, observa-se, com grande
frequéncia, onicogrifose, esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites,
Ulceras de pele, ceratoconjuntivite, coriza, anemia, apatia, diarréia, hemorragia
intestinal, edema de patas e vomito, além da hiperqueratose. Na fase final da
infeccdo ocorre, em geral, a paresia dos membros posteriores, caquexia, inani¢cao e
morte. Em alguns casos, a doenca pode permanecer latente, levando até a cura
espontanea (MARZOCHI et al., 1985; TAFURI et al.,, 2001; COLMENARES et al.,
2002). A forma assintomatica é predominante e tem sido relatada em propor¢cées
que podem representar cerca de 40 a 60% da populagdo canina soropositiva
(DANTAS-TORRES, 2009; QUEIROZ et al., 2009).

O diagndstico definitivo da LV ou a comprovacao da circulacdo do agente em
areas indenes consiste na demonstracdo e no isolamento do parasito. Nos caes,

essa confirmacéo pode ser feita através de métodos parasitologicos classicos que



inclui a identificacdo do parasito em laminas coradas pelos métodos de Romanovsky
ou Giemsa ou pelo isolamento do parasito em meio de cultura a partir de aspirados
(n6dulos linfaticos e medula 6ssea) e fragmentos de tecido (baco, figado, lesdes e
pele) (MARZOCHI et al., 1985; GENARO et al.,, 1988; MADEIRA et al., 2006b).
Outras metodologias, como a imuno-histoquimica (IHQ), também tém sido utilizadas,
demonstrando boa sensibilidade, constituindo uma opcdo para o diagnostico
(MOREIRA et al., 2007).

Apesar de possuirem elevada especificidade, estes métodos séo invasivos,
de sensibilidade variavel, de acordo com o tecido utilizado, e de dificil aplicacdo em
inquéritos epidemiolégicos em larga escala (KAR, 1995; MANCIANTI et al., 1995;
SUNDAR; RAI, 2002).

Os meétodos moleculares, embora de grande aplicabilidade, ainda séao
ferramentas que possuem limitacbes em determinados contextos. S&o técnicas que
apresentam alto custo, necessitando de equipamentos e infraestrutura adequada,
restringindo o seu emprego na rotina laboratorial para o diagnostico. Atualmente
existem inumeras variacoes da PCR tradicional, utilizadas de acordo com o
propésito da investigacdo. Podemos citar a utilizacdo de indmeros alvos com
oligonucleotideos especificos e ensaios como a PCR em tempo real, que avalia a
carga parasitaria no espécime clinico analisado. A PCR e suas variacdes contribuem
de forma significativa em diversos aspectos, no entanto, destacamos a vantagem de
permitir a identificacdo das espécies de Leishmania, diretamente no material clinico
coletado, ndo havendo a necessidade de isolamento etiolégico (GOMES et al.,
2008).

De acordo com o manual brasileiro para o controle da LV (MINISTERIO DA

SAUDE, 2006), devem ser realizados inquéritos soroldgicos (amostrais ou



censitarios) na populacdo canina para deteccdo dos casos e avaliacdo da
soroprevaléncia, empregando ferramentas sorolégicas de triagem como o ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a imunofluorescéncia indireta (IFI) como
teste confirmatorio. Esses métodos consistem na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania sp. presentes no soro, através da reacdo antigeno-anticorpo. De um
modo geral, as técnicas soroldgicas constituem um importante instrumento para o
diagnéstico humano e canino, uma vez que o0 agente causal estimula a resposta
imune humoral, com producdo de elevados titulos de IgG anti-Leishmania,
(MARZOCHI et al., 1985). Embora esses anticorpos nao representem uma resposta
protetora, permitem o diagnostico através de técnicas sorolégicas por se
constituirem em marcadores da infeccao.

Tanto para o diagnostico humano quanto o canino, o Ministério da Saude
disponibiliza kits que séo utilizados na rede publica de atencédo a saude. Para o céo,
foram desenvolvidos os kits de imunofluorescéncia indireta IFI-LVC (IFI-
Leishmaniose visceral canina, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) e o
de ensaio imunoenzimatico EIE-LVC (EIE-Leishmaniose visceral canina, Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

A IFI, utilizada no diagnéstico da doenca humana na década de 80 (Marzochi
et al., 1985), € uma técnica de elevada especificidade, no entanto, apresenta baixa
sensibilidade em caes assintomaticos para LVC (LIRA et al., 2006). Para elevar a
sensibilidade da técnica, o soro sanguineo tem substituido o eluato (sangue
dessecado em papel de filtro) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Para o critério de
indicacdo de eutanasia, sao considerados os titulos de anticorpos acima da diluicdo

de 1:40. A técnica ainda possui como desvantagens, o fato de ndo ser um teste
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automatizado, apresentando capacidade limitada no processamento de amostras e
leituras subjetivas.

O ELISA foi introduzido para o diagnostico das leishmanioses por Hommel et
al (1978), e desde entdo vem sendo utilizado em inquéritos caninos, demonstrando
elevada sensibilidade e especificidade (ASHFORD et al., 1993; MANCIANTI et al.,
1996). Por ser uma técnica passivel de automacédo, proporciona objetividade nas
leituras, sendo possivel a realizacdo de um elevado nimero de amostras em um
mesmo ensaio, importantes nos estudos de larga escala (DESQUESNES et al.,
2001). Apesar dessas vantagens, a técnica apresenta sensibilidade reduzida no
periodo latente da doenca (MANCIANTI et al., 1995; COURTENAY et al., 2002), e 0
seu desempenho pode variar de acordo com o antigeno empregado.

O Immunoblotting é uma ferramenta muito empregada para a identificacdo de
antigenos que sdo reconhecidos por anticorpos especificos. Apresenta elevada
sensibilidade e especificidade e, segundo Berrahal et al (1996) e Isaza (1997), é
uma alternativa para o diagnostico da LVC, principalmente, nos casos
assintomaticos ou com baixos titulos nas técnicas de IFl e ELISA (AISA et al., 1998).
A técnica pode ser realizada tanto com extratos solGveis de antigenos, quanto com
proteinas purificadas (GONCALVES et al., 2002), fornecendo um leque de
abordagens.

Os testes sorologicos estao sujeitos a ocorréncia de reatividade cruzada. Em
areas de sobreposicdo de tripanossomatidios, a especificidade destes testes pode
ser prejudicada, uma vez que estes parasitos compartiiham determinantes
antigénicos.

As técnicas sorologicas de IFI e ELISA ja sado consolidadas para o diagnostico

da LVC, no entanto, o conhecimento de antigenos especificos imunodominantes tem
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permitido o desenvolvimento de uma segunda geracdo de testes para diversos
agravos. Nas leishmanioses, diferentes antigenos recombinantes de L. chagasi (rK9,
rk26 e rk39) ja foram testados e avaliados quanto ao desempenho para o
diagnéstico sorologico da leishmaniose visceral humana (ZIJLSTRA et al., 1998) e
canina (ROSATI et al., 2003). O emprego dessas moléculas em ensaios sorologicos
classicos tem influenciado a sua utilizacdo em testes considerados de ultima
geracdo e aumentado consideravelmente a sensibilidade e a especificidade
(BOARINO et al.,, 2005), em comparacdo aos testes que empregam antigenos
derivados de formas promastigotas, parasitos integros ou extratos solaveis
(GONTIJO; MELO, 2004). Estudos demonstraram que o ELISA empregando
antigeno rK39 pode ser utilizado para o diagnoéstico da LVC (OZENSOY et al., 1998;
SCALONE et al., 2002). A tecnologia permite aplicar diferentes moléculas num unico
ensaio, aumentando a sensibilidade do diagnéstico.

Atualmente tem-se investido no desenvolvimento de testes rapidos para o
diagnéstico de inumeros agravos, empregando antigenos recombinantes. As
vantagens, em relacdo aos demais testes, sao sensibilidade e especificidade
comparaveis as do ELISA utilizando antigeno rK39, o uso de pequena quantidade de
amostra biologica, o fornecimento de resultados em poucos minutos, além da
praticidade e da possibilidade de armazenamento em temperatura ambiente,
favorecendo sua utilizacdo adequada para uso em campo (METTLER et al., 2005;
CHAPPUIS et al, 2006).

Baseado nesse conceito, o Instituto de Biotecnolégicos da Fiocruz
(Biomanguinhos) tem investido nesse campo, desenvolvendo testes
imunocromatograficos voltados para o diagnostico da LVC. Inicialmente foi

desenvolvido o teste denominado lateral flow (LF) cuja tecnologia esta sendo
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substituida pelo teste DPP (Dual-Path Platform). Trata-se de um teste rapido
qualitativo que emprega os antigenos rk26 e rK39 de L. chagasi e que atualmente

encontra-se em processo de validacdo (GRIMALDI Jr et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o status sorologico de animais infectados por Trypanosoma
caninum e avaliar a reatividade cruzada com os testes sorologicos

empregados na rotina para o diagnéstico da LVC.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar e avaliar as técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o
ensaio imunoenzimaticos (ELISA), empregando antigenos homadlogos, para o

diagnostico da infec¢do por T. caninum;

Investigar a reatividade soroldgica cruzada entre anticorpos produzidos na
infeccdo por T. caninum a antigenos de L. chagasi e a reatividade de
anticorpos produzidos na LVC a antigenos de T. caninum, empregando as

técnicas de IFl e ELISA em ensaios in house;

Investigar a reatividade sorolégica cruzada entre soros de animais com a
infecg@o por T. caninum e os kits comerciais empregados para o diagndstico
da leishmaniose visceral canina IFI (IFI-LVC), ELISA (EIE-LVC) e o teste

imunocromatografico DPP.
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4. MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

A secdo de material e métodos empregados neste estudo, os resultados

obtidos e a discusséo serdo apresentados no formato de artigo cientifico.
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ABSTRACT

In order to evaluate if the presence of Trypanosoma caninum can lead to a confuse
diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL), we investigated the serological status
of dogs infected by T. caninum and assessed the serological cross-reactivity with CVL.
A set of 117 serum samples from dogs infected by T. caninum, L. chagasi and not
infected dogs (n=39 in each group) was tested using commercial kits - indirect
immunofluorescence (IFI- LVC), ELISA (EIE-LVC) and immunochromatographic test
(DPP) - and in house tests with T. caninum (IIF-Tc and ELISA-Tc) and L. chagasi
antigens (lIIF-Lc and ELISA-Lc). IIF-Tc and ELISA-Tc presented sensitivity of 64.1%
and 94.9% and specificity of 23.1% and 35.9%, respectively. The sensitivity of the IFI-
LVC, EIE-LVC and DPP tests was 100% and the specificity was 70.5%, 68% and
97.5% respectively. The specificities of IFI-LVC, EIE-LVVC and DPP were higher when
the group Tc was excluded, with significant values for IFI-LVC (x*=4.36, P-
value=0.036), thus suggesting that the infection by T. caninum can confuse the

diagnosis of CVL.
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1. Introduction

Leishmaniasis is a globally neglected disease affecting mostly poor or vulnerable
populations (WHO, 2010). In Brazil, visceral leishmaniasis (VL) is endemic with
autochthonous transmission in all federal states. In the urban environment, the domestic
dog acts as a reservoir of Leishmania chagasi (syn. L. infantum) the etiological agent of
VL in the Americas (Ministério da Saude, 2006). One of the control measures includes
canine monitoring by serological surveys through immunoenzymatic assay (ELISA) and
indirect immunofluorescence (IIF) for Leishmania sp. The seroreactive dogs are
collected and euthanized (Ministério da Saude, 2006). A disadvantage of the serological
tests is the possibility of cross-reactions with other agents, thus in areas where other
dermotropic Leishmania species or other trypanosomatids are also present, the serologic
diagnosis must be carefully used since these agents can share antigenic determinants
and lead to confusing results (Vexenat et al., 1996; Madeira et al., 2006; Silva et al.,
2011).

DPP (Dual-Path Platform) is an immunochromatographic rapid test that provides an
alternative for CVL diagnosis. It is being produced by Fiocruz (BioManguinhos - Rio
de Janeiro, Brazil) and uses rK26 and rk39 recombinant agents specific for L. chagasi
(Grimaldi et al., 2012) which is being validated to be used in the Brazilian VL control
program.

In this context, the occurrence of Trypanosoma caninum, a parasite detected for the
first time in dogs from Rio de Janeiro municipality (Madeira et al., 2009a; Pinto et al.,
2010) and, later in different Brazilian regions is a matter of concern (Almeida et al.,
2011). So far, 53 cases of natural infection by T. caninum have been registered in
different municipalities of five states in the Southeastern and Midwestern regions,

suggesting overlapping of a natural cycle of this parasite in areas of visceral



67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

leishmaniasis. Although apparently T. caninum is not pathogenic for the dog, aspects
related to its natural infection are still unknown.

Based on the hypothesis that dogs infected by T. caninum could present serological
cross-reactivity in the tests used for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis, this
study aims at investigating the serological status of animals infected by T. caninum and

assess the cross-reactivity with serological tests routinely used for VL control in Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Design of the study

The present study aims at evaluating the use of serological tests as a tool for the
diagnosis of infection by Trypanosoma caninum and the cross reactivity with the

commercial tests commonly used for canine visceral leishmaniasis diagnosis.

2.2. Sample selection

We studied a set of 117 serum samples from dogs. All samples were obtained
during serological surveys conducted for VL control between 2008 and 2011, in
different Brazilian regions and stored at -20°C at the Laboratory for Leishmaniasis
Surveillance (VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ). The clinical specimens (serum and tissue
fragments) were obtained according a protocol approved by the Ethics Committee on
the Use of Animals (CEUA/FIOCRUZ), under licenses P-0276/05, L-017/06 and L-
038/08.

The samples were classified in three different groups composed by 39 samples
each:
Tc Group: naturally infected dogs by T. caninum, from the states of Rio de Janeiro,

Minas Gerais, Sdo Paulo, Goids and Mato Grosso. The diagnosis of this group was
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confirmed by culture isolation of T. caninum, identified by the analysis of nucleotide
sequences obtained through nested-PCR reactions that targeted a partial sequence of the

18S rDNA gene (Almeida et al., 2011).

Lc Group: naturally infected dogs by L. chagasi, from Rio de Janeiro municipality and
Minas Gerais. The diagnosis of this group was confirmed by culture isolation of
Leishmania sp. and etiologic identification through isoenzyme technique (Madeira et

al., 2000b).

Co Group: healthy dogs in good physical conditions used as control group. The animals
in this group were from Rio de Janeiro municipality and, at that time, presented two
serological tests - IIF and ELISA negative for anti-Leishmania sp antibodies; besides
culture and molecular tests (nested-PCR, gene 18S rRNA) negative for Leishmania sp.

and Trypanosoma sp. in intact skin fragments.

2.3. Serological tests and antigens

Anti-Leishmania and anti-T. caninum specific antibodies were assessed by IIF and
ELISA using antigens produced in house and commercial kits manufactured by Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil and distributed to the public service: IFI-
Leishmaniose visceral canina (IFI-LVC), EIE- Leishmaniose visceral canina (EIE-
LVC) and Dual-Path Platform (DPP). Antigens of T. caninum (MCAN/BR/2003/R847)
and L. chagasi (MCAN/BR/2007/R1112) the strains of which were properly
characterized (Madeira et al., 2009a,b) were used in the in house tests. Both parasite

samples were cultured in Schneider’s medium supplemented by the addition of 10%
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fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (penicillin-200 Ul/mL and streptomycin-200
ug/mL) and processed during the stationary phase of growth.

The parasites for IIF were washed twice in physiological buffered solution (PBS,
pH 7.2) through centrifugation and the resultant sediment was resuspended in 2mL of
2% buffered formalin and stored at 4°C until the time of usage.

For ELISA, around 2mL of lysis buffer containing protease inhibitors (ImM
iodoacetamide, 1mM phenylmethylsulfonylfluoride, 1mM phenanthroline) were added
to the sediment of parasites after washing. The suspension was subjected to 40 cycles of
freezing (dry ice + ethanol) and thawing (water bath at 60°C) and then sonicated
(Transsonic 310-Elma®) during two hours until complete destruction of the parasites.
After centrifugation (10.000 rpm/ 5 minutes/ 4°C), the sediment was discarded and the
protein content of the supernatant was determined by the Folin-Lowry method (Lowry

etal., 1951), separated in aliquots ant stored at -20°C until the time of usage.

2.4. Indirect immunofluorescence test

Three IIF test were used: a) IFI- LVC commercial kit; b) IIF test with T. caninum
antigen (I1F-Tc) and c) IIF test with L. chagasi antigen (lIF-Lc), the reactions of which
were previously standardized. The procedure with the kit followed the manufacturer’s
instructions and the in house tests were performed as briefly described as follows: about
10 microlitres of antigen suspension were placed in slides and after drying were added
of 10 microlitres of serum diluted 1:2 from 1:40 until 1:640 dilution. After incubation
(37°C/30 minutes), the slides were washed in PBS (pH 7.2) and after drying, the
conjugate anti-canine 1gG conjugated to fluorescein isothiocyanate previously titrated,

was added. A new incubation and washing were conducted as described above. Then,
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the slides were mounted with buffered glycerol and examined using an epifluorescent

microscope (BX40 - Olympus ®). Titers equal or above 1:40 were considered positive.

2.5. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

As for IIF, we used three protocols of immunoenzymatic assay: a) kit EIE-LVC; b)
ELISA with T. caninum antigen (ELISA-Tc) and c¢) ELISA with L. chagasi antigen
(ELISA-Lc). The procedure with the kit followed the manufacturer’s instructions and
the in house tests were conducted as follows: 100 microlitres of 10ug/mL antigenic
solution, diluted in 0.06M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6), were adsorbed to the
wells of polystyrene plates (Imuno Maxisorp - NUNC®) and incubated overnight at
4°C. Then, they were washed four times (PBS + 0.05% Tween 20), and the serum
samples diluted 1:40 in 1% skim milk solution (PBS 0.01M, containing 0.05% Tween
20) were placed and the plates were incubated (37°C/45 minutes). After two washings
the anti-canine IgG conjugated to peroxidase previously titrated was added. The
reaction was revealed using 3,3’,5,5’-tetramethyilbenzidine (TMB) and the optical
density (OD) was measured in absorbance (405nm) using a microplate ELISA
spectrophotometer (Genious -Tecan®). The cut-off of the EIE-LVC test was defined
following the manufacturer’s instructions considering the mean of the OD of the
negative controls multiplied by 2. The cut-off of the in house tests was established
based on the ODs and defined by the Receiver Operating Characteristic Curve (ROC
Curve). The performance of these reactions was compared through the area under the
curve (AUC) with its respective confidence interval of 95% using the MedCalc

11.6.0.0 software. Samples with ODs above the cut-off were considered positive.
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2.6. Dual-Path Platform Immunochromatographic test

Following the manufacturer’s recommendations, SuL of serum sample were placed
in well #1 of the kit device and 2 drops of buffer (also supplied in the kit) were added.
After 5 minutes, 4 drops of the same buffer were placed in well #2, and after twenty
minutes, the reading was performed as recommended by the manufacturer. The results
were considered positive when two lines, one in the control area and the other in the
area with the sample under test were visualized. The visualization of just one line

indicates a negative result.

2.7. Data analysis

The description of the IIF and DDP results was performed by the absolute and
relative frequency of positives.

The validation parameters (sensitivity and specificity) of all the tests conducted in
this study were supplied by the MedCalc 11.6.0.0 software. The parameters of the
commercial kits (IFI-LVC, EIE-LVC and DPP) were compared considering the total
number of samples and excluding the group of samples from dogs infected by T.
caninum.

Chi-squared (x?) was used to compare specificity value of commercial tests (IFI-
LVC, EIE-LVC and DPP) excluding the group of dogs infected with Trypanosoma

caninum. The differences were considered statistically significant when P-values <0.05.

3. Results
In the test with the IFI-LVC kit we found 48.7% (n=19), 100% and 10.3% (n=4) of

positive samples for the groups Tc, Lc and Co respectively, with titers of 1:40-1:320
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for the Tc group and of 1:40-1:640 for the Lc group. Two samples of the Co group were
reactive at dilution 1:40 and two at 1:80.

In the in house tests, initially using T. caninum antigens (I1IF-Tc) we found 64.1%
(n=25), 100% and 53.8% (n=21) of positive samples for the groups Tc, Lc and Co
respectively, with titers of 1:40-1:320 for the Tc group and of 1:40-1:640 for the Lc
group. The Co group presented titers of 1:40-1:320. With L. chagasi antigen (I1F-Lc),
the Tc group presented 77% (n=30) of positive samples with titers of 1:40-1:640 and the
Lc group presented 100% positivity with titers of 1:640 in about 90% of the samples. In
this test, 100% of the samples of the Co group were negative.

The distribution of the serological titers found in each group is shown in Figure 1.

In the ELISA assay with the EIE-LVC Kkit, a cut-off value of 0.130 was obtained,
and 48.7% (n=19), 100% and 15.4% (n=6) of positive samples were found for groups
Tc, Lc and Co respectively. To in house test, using T. caninum antigen (ELISA-Tc), the
cut-off obtained by the ROC curve was 0.212, with an area under the curve of 0.590 (ClI
95% = 0.496-0.680). With this cut-off, 94.9% (n=37), 100% and 28.2% (n=11) positive
samples were found for groups Tc, Lc and Co, respectively. The cut-off established in
the tests employing L. chagasi antigen (ELISA-Lc) was 0.282 and the area under the
curve was 0.990 (0.950-0.999), which is equivalent to 12.8% (n=5) and 100% of
positive samples respectively for groups Tc and Lc, and 100 % negative results for
group Co. The distribution of the ODs and the cut-offs established for the different
ELISA tests are shown in Figure 2.

When the rapid DPP test was employed, 5.1% (n=2) and 100% of positive samples
were found for groups Tc and Lc, respectively, and the Co group presented 100% of

negative results.
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The validation parameters of the tests conducted in the present study are shown
in Table 1.

No difference was found in the specificity EIE-LVC (x* = 2.87, P-value = 0.089)
and DPP (x* = 0.05, P-value = 0.818) when Tc group was excludind, however with IFI-

LV/C this value was significant (x* = 4.36, P-value = 0.036).

4. Discussion

In Brazil, the diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) used in control
programs is based on serological tests (Ministério da Salude, 2006). The overlapping of
areas where closely related etiological groups are present is a limiting aspect of the
interpretation of the serological data due to possible serologic cross-reactions (Caballero
et al., 2007). Descriptions of the presence of Trypanosoma caninum in areas endemic
for CVL led us to evaluate the possibility of serological cross reactivity between those
infections. Accuracy indices of the diagnostic tests may vary as a function of the group
studied and the criteria adopted to establish positive and negative gold-standards (Lucey
and Weina, 2008). The infection by L. chagasi or T. caninum was proved through
determination of the etiological agent in all the dogs of the Lc and Tc groups,
respectively, thus supporting the results.

When we observe the group of animals infected by T. caninum, we verify that at
least nine animals were negative to IIF and three to ELISA, regardless of the test. This
result suggest that T. caninum may be little immunogenic for dogs, at least in the
induction of humoral immune response. In the same way, the general condition of the
animal is not affected during infection by L. braziliensis (Dantas-Torres, 2007). T.

caninum has been most frequently isolated from healthy dogs (Silva et al., 2011;

10
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Almeida et al., 2011). If this hypothesis is true, the serological test would have little
applicability for the diagnosis and tracking of this parasite.

On the other hand, the results obtained with the Co group, where 53.8% and 28.2%
of the samples presented reactivity to IIF-Tc and ELISA-Tc tests respectively called our
attention. This result may be related to the poor knowledge on the natural canine
infection by T. caninum and the sensitivity and specificity of the methods used to define
the Co group. This group was formed with dogs from Rio de Janeiro municipality,
where the presence of T. caninum has been reported in different occasions (Madeira et
al., 2009a, Pinto et al., 2010, Silva et al., 2011), and thus, the possibility of infection by
T. caninum cannot be disregarded. This hypothesis is supported by the results of other
tests of the Co group, mainly when L. chagasi antigen was employed.

The use of homologous antigens is considered a positive factor in the performance
of diagnostic tests (Baleeiro et al., 2006). In the present study, the IIF-Tc and ELISA-Tc
presented low specificity values, which reflects a poor performance of the serological
methods for T. caninum diagnosis. A curious fact, with possible implications for CVL
control actions, is that this group presented a higher frequency of reactors in IIF-Lc than
in lIF-Tc.

The animals infected by L. chagasi were 100% reactive in the tests that employed
homologous antigens (L. chagasi) or heterologous (T. caninum), demonstrating the
serological cross-reactivity between both agents. In this group, the ELISA-Lc presented
higher specificity than EIE-LVC, although the same result was not obtained for IIF-Lc.
This can be explained by the nature of the assays (ELISA and IIF), which react with
different antigens. The IFI-LVC and EIE-LVC tests, both routinely used for VL
surveillance in Brazil presented sensitivity of 100% and specificity around 70%

(Ministério da Saude, 2006). The specificity of these tests was higher when the group of
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animals infected by T. caninum was excluded from the analysis. The sensitivity and
specificity indices of DPP remained high, regardless the inclusion or exclusion of the
animals infected by T. caninum. These results support the choice of this rapid test as an
alternative for CVL diagnosis (Grimaldi et al., 2012). Only two animals infected by T.
caninum were seroreactive to DPP. Both dogs were from areas with VL, although the
laboratory examinations did not identify mixed infection.

A hundred percent of the dogs infected by L. chagasi would be properly diagnosed
by the tests currently employed by the Brazilian Health Ministry and designated for
euthanasia. False negative results could represent a problem in leishmaniasis control,
but they were not detected in the present study. However, considering EIE-LVC as a
screening test and IFI-LVC as a confirmatory test, 23% (n=9) of the animals infected by
T. caninum, would be erroneously diagnosed as CVL.

Further studies are needed for better understanding the natural infection by T.
caninum in domestic dogs and determining the more adequate tools for the diagnosis

and tracking of this parasite.
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Table 1

Table 1

Sensitivity and specificity of indirect immunofluorescence tests (IFI-LVC, IIF-Lc and I1F-
Tc), immunoenzimatic assays (EIE-LVC, ELISA-Lc and ELISA-Tc) and
immunochromatographic test (DPP) with sera from dogs with Trypanosoma caninum,

Leishmania chagasi infection and healthy controls.

Tests Sensitivity Specificity Sensitivity* Specificity* p-value
IFI-LVC 100 (91-100) 70.5(59.1-80.3) 100 (91-100) 89.7 (75.8-97.1) 0.036
lF-Lc 100 (91-100) 61.5(49,8-72.3) NE NE NE
IF-Tc 64.1 (47.2-79) 23.1 (14.3-34) NE NE NE
EIE-LVC 100 (91-100) 68 (56.4-78,1) 100 (91-100) 84.6 (69.5-94.1) 0.089
ELISA-Lc 100 (91-100) 93.6 (87.7-98) NE NE NE
ELISA-Tc 94.9(82,7-99.4) 35.9(25.3-47.6) NE NE NE
DPP 100 (91-100) 97.5 (91-99.7) 100 (91-100) 100 (91-100) 0.818

IFI-LVC-IFI-Leishmaniose visceral canina kit, Biomanguinhos/FIOCRUZ; IIF-Tc-T.
caninum antigen in house test; IlIF-Lc-L. chagasi antigen in house test; EIE-LVC-
Leishmaniose visceral canina Kkit, Biomanguinhos/FIOCRUZ; ELISA-Tc-T. caninum
antigen in house test; ELISA-Lc-L. chagasi antigen in house test; DPP-
Immunocromatographic test; NE-not evaluated.

*Parameters evaluated excluding the samples of the infected dogs by T. caninum. 1C=95%.



Figure 1

o Tc I T

>

- Lc

i

= Co T O Neg
Tc | I T =——== 0 1:40

(&)

& 0 1:80

L. Le O T T T I

= m1:160
o I I = 8 1:320

, Tc | [ s | W 1:640

-

.|

L

T Co |

10 15 20 25 30 35 40

o
[¢]

Number of samples

Fig. 1. Distribution of the serological titers of the 117 serum samples of dogs infected by
Trypanosoma caninum (Tc group), Leishmania chagasi (Lc group) and not infected control
animals (Co group), obtained in Indirect Immunofluorescence tests with IFI-LVC (IFI-
Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) commercial kit and with [1F-
Tc (T. caninum antigen) and IIF-Lc (L. chagasi antigen) in house tests.(Neg — Negative

result).
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Fig.2. Distribution of optical densities (OD) of 117 serum samples obtained from dogs
infected by Trypanosoma caninum (Tc group), Leishmania chagasi (Lc group) and not
infected control animals (Co group) in immunoenzymatic assays: EIE-LVC (EIE-
leishmaniose visceral canina kit, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ); ELISA-Tc (T. caninum
antigen); ELISA-Lc (L. chagasi antigen). A cut-off value (dotted line) was established as

described in Material and methods.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho teve por objetivo prestar uma contribuicdo ao conhecimento
acerca do Trypanosoma caninum e ao controle das leishmanioses no Brasil.

T. caninum, espécie recém descrita no Brasil, isolada a partir de fragmentos
pele de cdes por ocasido de estudos de leishmaniose em 2003 no Rio de Janeiro, foi
posteriormente isolado de cdes de outras regides brasileiras, sem que alguma
patologia estivesse associada a sua presenca. A ocorréncia desta nova espécie em
areas endémicas de LV poderia ter implicacdes para o controle desta doenca, na
medida em que as acdes de controle incluem a eliminagédo de cées soropositivos.
Assim realizamos este estudo, procurando avaliar a resposta imune humoral
especifica em cées naturalmente infectados por T. caninum, empregando ensaios de
IFI e ELISA. Buscamos identificar também reacdes cruzadas a antigenos de
Leishmania chagasi produzidos e empregados em testes in house e a antigenos dos
kits comerciais empregados no diagnéstico de LVC no Brasil. Os resultados
demonstraram a existéncia de resposta humoral especifica, porém com reatividade
cruzada a antigenos de L. chagasi e a kits de diagndstico da LVC, o que ja era
esperado pelo fato destes parasitos pertencerem a mesma familia.

Considerando que as leishmanioses estdo em expansado em diversas regioes
brasileiras, que s&o consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
doencas reemergentes e negligenciadas devido ao ressurgimento, com clinica
especifica em pacientes com HIV e ao aparecimento em novas areas nos VAarios
continentes, devido a fatores socio-econémicos, esfor¢cos devem ser empregados

para conter a sua propagacao. O diagnéstico, preciso e rapido, € também uma
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guestdo a ser solucionada, contribuindo assim para a identificacdo inequivoca dos
casos em tempo habil. Neste sentido, a contribuicdo deste trabalho se faz, pela
identificacdo de mais um agente perturbador no ja delicado e confuso conhecimento
do diagndstico sorologico da LV e suas reacgdes cruzadas. O diagnostico de cdes em
areas endémicas € um fator determinante para a eutanasia, nos programas de
controle. A existéncia de resultados falsos positivos e a eficacia desta metodologia
de controle tém sido questionadas por parte de profissionais da area de saude.
Portanto, torna-se necessario redobrar esforcos com objetivo de tornar o mais
preciso possivel o resultado dos testes soroldgicos ou identificar alternativas mais
eficazes.

Um desdobramento que consideramos importante é a avaliacdo da
reatividade sorologica cruzada por Immunoblotting. Essa técnica possui elevada
sensibilidade e especificidade, podendo ser de grande utilidade para caracterizacéo
de antigenos que possam ser reconhecidos por soros de animais infectados. Essa
abordagem fez parte do nosso estudo, mas nao foi concluida por dificuldades nas
etapas de padronizacéo.

Este foi o primeiro estudo envolvendo a avaliacdo de resposta imune humoral
na infeccdo natural por T. caninum. Outros devem ser incentivados para produzir
conhecimentos relativos a biologia, a possiveis formas de transmissdo, a
infectividade, a patogenicidade e principalmente aos aspectos relacionados as
ferramentas para o diagnodstico dessa infeccdo. Entretanto, o desafio maior, é
conhecer o impacto que esse parasito pode estar causando em areas onde as
leishmanioses caninas ocorrem, uma vez que compartilham o mesmo hospedeiro.
Os nossos resultados demonstraram que a sorologia talvez ndo seja 0 método mais

apropriado para o diagnostico e consequentemente para o rastreamento de T.
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caninum. Apesar de conhecermos a limitacdo da cultura parasitolégica, todos os
casos descritos até entdo, foram encontrados através desse método durante o
desenvolvimento de projetos de pesquisas para a detec¢do de caes com LV.

A prevaléncia de T. caninum é ainda desconhecida e este estudo contribuiu
com informacfes que podem ser importantes nesse novo cenario epidemiologico
que esta sendo observado em diferentes areas do Brasil, onde T. caninum e L.

chagasi estao circulando com sobreposicédo de endemicidade, nos caes domésticos.
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6. CONCLUSOES

1. Os testes de IFI e ELISA ndo constituem ferramentas adequadas para o

diagnéstico e discriminagéo da infeccao por Trypanosoma caninum.

2. Nos ensaios in house verificamos que soros de animais infectados por T.
caninum e L. chagasi reagiram a ambos os antigenos confirmando a reatividade

soroldgica cruzada entre estes agentes.

3. Os indices de especificidade dos testes comerciais encontrados para o
diagnéstico da LVC (IFI-LVC, EIE-LVC e DPP) tornaram-se mais elevados quando o
grupo de animais infectados por T. caninum foi excluido das andlises, demonstrando
que a presenca desses animais nas areas endémicas de LV pode interferir nos

parametros de validade desses testes.
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