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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca de carater zoondtico que reflete em graves
problemas a satde publica. Os cdes sdo 0s principais reservatorios domésticos do protozoario. No
Brasil, uma das formas de controle é a eutanasia dos cées portadores da infeccao e nesse contexto, o
diagndstico preciso da LVC é muito importante. Porém, ainda ndo ha um teste altamente sensivel e
especifico, de facil execucdo, simples, menos invasivo e de rapido resultado. As avaliacdes das
novas metodologias empregadas para diagndstico sdo necessarias ao aprimoramento do programa
de controle. Esse estudo teve como objetivo avaliar e comparar dois testes soroldgicos que utilizam
proteinas recombinantes, sendo um teste imunocromatografico (TR DPP®) com antigeno
rk26/rk39/rk9 e um Ensaio Imunoenzimético (ELISA/S7®) com HSP70 e um teste molecular, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real para diagnostico da LVC no Semiéarido
Paraibano. Foram utilizadas 258 amostras de soro e sangue total divididas em dois grupos: 212 de
animais assintomaticos e 46 de animais sintomaticos obtidos durante um levantamento
epidemioldgico no Semiarido Paraibano. Os resultados mostraram que do total das amostras, 32,9%
(85/258) foram positivas em pelo menos um teste, sendo 29,2 % (62/212) dos animais
assintomaticos e 50,0% (23/46) dos animais sintomaticos. Os melhores resultados de concordancia
entre os testes foram obtidos quando realizada a comparacdo entre a qPCR e o ELISA/S7®
mostrando que para animais assintomaticos a sensibilidade e especificidade foi de 74% e 93%,
respectivamente e coeficiente Kappa de 0,58, os animais sintomaticos apresentaram sensibilidade
de 80% e 81% de especificidade com coeficiente Kappa de 0,51 revelando moderada concordancia
em ambos 0s grupos. Com base nos resultados, o ELISA/S7® apresentou um melhor desempenho

entre os testes, embora o TR DPP® seja um teste de facil execucdo e rapido diagndstico.

Palavras-chave: leishmaniose visceral canina, diagnostico, teste imunocromatografico, ensaio

imunoenzimatico e gPCR.



ABSTRACT

The Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a zoonotic disease that reflects serious problems in
public health. Dogs are the main domestic reservoirs of the parasite. In Brazil, one of the ways is to
control euthanasia of dogs carrying the infection and in this context, the accurate diagnosis of LVC
is very important. However, there is still a highly sensitive and specific simpler, less invasive and
rapid result test, easy to perform. New methodologies employed for diagnostic evaluations are
necessary to improve the control program. This study aimed to evaluate and compare two
serological tests using recombinant proteins, an immunochromatography test (TR DPP®) with
antigen rk26/rk39/rk9 and an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA / S7®) with HSP70
and a molecular test, Polymerase Chain reaction in Real Time to diagnosis of CVL in semi-arid
region of Paraiba. 258 samples of serum and whole blood divided into two groups were used: 212
asymptomatic and 46 symptomatic animals. The results showed that the total samples, 32.9%
(85/258) were positive in at least one test, 29.2% (62/212) of asymptomatic animals and 50.0%
(23/46) of symptomatic animals. The best results of correlation between the tests performed were
obtained when comparing the gPCR and ELISA/S7® showing that asymptomatic animals for
sensitivity and specificity was 74% and 93%, respectively and Kappa coefficient of 0.58, the
symptomatic animals showed 80% sensitivity and 81% specificity with a Kappa coefficient of 0.51
revealing moderate agreement in both groups. Based on the results, the ELISA/S7® outperformed

between tests, although the TR DPP® is a test easy to perform and rapid diagnosis.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, diagnosis, immunochromatography test, enzyme
immunoassay and qPCR.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) faz parte do grupo de enfermidades parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. E uma doenca de carater endémico e que sua expansio
geografica esta relacionada a urbanizacao desordenada, migracdo humana constante, desmatamento
acentuado, adaptacdo do vetor (Lutzomyia longipalpis) a novos ecétopos e a presenca do cao (Canis
familiaris) no ambiente doméstico (ALVES e BEVILACQUA, 2004; LAINSON e RANGEL,
2005; ALVAR etal., 2012; FARIA e ANDRADE, 2012).

Os cdes sdo considerados 0s principais reservatorios do protozoario, tanto em areas urbanas
quanto rurais, incriminados como fonte de transmissdo da doenca ao homem e a outros animais,
através da picada do L. longipalpis (GONTIJO e MELO, 2004; WERNECK, 2010). Os animais
infectados podem apresentar os sinais clinicos da doenca ou permanecerem assintomaticos e em
ambos o0s casos pode haver a presenca de parasitas na pele, o que alerta para a importancia desses
animais como potenciais reservatorios a manutencao da infeccdo (MOSHFE et al., 2009).

As medidas de controle adotadas pelos 6rgaos de salde séo: diagnostico e tratamento dos
casos humanos, borrifacdo com inseticida contra o vetor e diagnostico e eliminacdo dos cées
positivos. Para que as medidas de controle possam ser implantadas é necessario o conhecimento
prévio da distribuicdo e da frequéncia da infeccdo nos cées, através das avaliacdes soroldgicas em
massa. No Brasil, essas triagens ndo tém mostrado eficicia no controle da doenca em razdo dos
atrasos entre a entrega dos resultados soroldgicos e a eliminacdo dos animais sororreagentes, da
baixa sensibilidade dos testes sorologicos e falta de realizacdo do levantamento total dos animais
infectados. Contudo, tem havido grandes avancos cientificos quanto ao tratamento, prevencdo e
diagnostico dessa doenga (WHO, 2010).

O processo de eliminacdo de reservatéorios infectados requer métodos de diagndstico
confidveis com objetivo de evitar a eutanasia desnecessaria de cdes ou a permanéncia de animais
infectados favorecendo a transmisséo da doenca (FERREIRA et al., 2008). O diagnoéstico preciso da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é necessario para vigilancia e controle da Leishmaniose
Visceral Humana (LVH). O diagnéstico clinico deve ser associado ao diagndstico laboratorial pelo
fato das manifestacBes clinicas da doenca se apresentarem de forma semelhante a outras
enfermidades (GRADONI, 2002).

Diversas técnicas podem ser empregadas para diagnosticar a LVC, como 0s testes
parasitologicos, soroldgicos e moleculares. Os métodos sorologicos sdo 0s mais comumente
utilizados tanto para avaliagcbes epidemioldgicas como para diagnostico clinico. Durante muitos
anos 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi usado como teste de triagem e o teste de

imunofluorescéncia (RIFI) como confirmatorio (titulagdo 1:40), no entanto para a realizagdo destes
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testes sdo necessarios equipamentos laboratoriais, fazendo com que se torne uma metodologia
impraticavel em nivel de campo. Visando preencher esta lacuna, em 2011, o Ministério da Saude
adotou o teste imunocromatografico TR DPP® para triagem nos levantamentos epidemiolégicos
caninos e o teste ELISA passou a ser confirmatério. O TR DPP® é um teste répido qualitativo para
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania que utiliza uma proteina recombinante K28 (fusdo das
proteinas rk26, rk39 e rk9) como antigeno (QUEIROZ et al., 2010; CASTRO-JR et al., 2014).

Considerando que uma das medidas de controle seja a eliminagéo dos cées baseando-se no
levantamento epidemioldgico da populacdo canina atraves dos testes soroldgicos e que o teste de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), anteriormente recomendada pelo Ministério da Salde e
empregados para diagnostico de LVC, é um teste inviavel quando utilizado em nivel de campo,
observa-se a necessidade do desenvolvimento e avaliacdo de novos testes que sejam utilizados para
diagndstico e distribuidos nos laboratérios publicos. A busca por novas estratégias diagnosticas se
torna importante pela necessidade em se obter um diagnostico altamente sensivel e especifico, de
facil execucdo e que possa detectar os animais verdadeiramente infectados com o propoésito de
otimizar os programas de controle e com isso evitar que animais sadios sejam erroneamente
eliminados ou que a doencga se mantenha em continua transmissdo. Nesse sentido, faz-se necessario
avaliar o teste imunocromatografico TR DPP®, recentemente adotado pelo Ministério da Satde
como teste de triagem no diagnoéstico da LVC em relacdo a outras metodologias com o objetivo de
determinar a sensibilidade e especificidade deste teste e 0s aspectos relevantes desta nova
metodologia no controle da doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar 0 desempenho do teste imunocromatografico (TR DPP®), do ensaio
imunoenzimatico (ELISA/ST®) e da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) para

diagnostico da leishmaniose visceral canina no Semiarido Paraibano.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar os resultados positivos entre os métodos TR DPP®, ELISA/S7® e qPCR;

e Auvaliar a concordancia dos métodos TR DPP® e do ELISA/S7® com a qPCR e do TR DPP®
com o ELISA/S7°.

e Determinar a sensibilidade e especificidade do TR DPP®, do ELISA/S7® e a gPCR no
diagnostico da LVC,;
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3. CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Epidemiologia

A LV ¢é uma doenca endémica em quatro continentes, sendo que 90% dos casos ocorrem em
seis paises: India, Bangladesh, Sudo, Suddo do Sul, Etiépia e Brasil. O Brasil contribui com
grande parte dos casos da doenga na América Latina, embora muitos deles ndo sejam notificados.
No pais, a distribuicdo da LV inclui diversos estados como: Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal,
Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Roraima, Sergipe, Sdo Paulo, Tocantins,
Rio Grande do Sul (LAINSON e RANGEL, 2005; WERNECK, 2010; ALVAR et al., 2012).

Em alguns estados, como Pernambuco, a doenga vem se expandindo devido as desordens
ambientais, condi¢cdes de vida desfavoraveis da populacdo e aumento do fluxo migratério com
ocupacBes desordenadas nas cidades (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006;
WERNECK, 2010).

No ano de 2012, 3.038 casos da doenca em humanos foram notificados, apresentando uma
incidéncia de 1,57 casos/100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de 7,1%. H& alguns anos,
apenas 10% dos casos ocorria em outras regides além do Nordeste, mas em 2007, esse numero
atingiu cerca de 50% dos casos (WERNECK, 2010).

A importancia do cdo na epidemiologia da doenca esta relacioanada a prevaléncia da LV, ja
que a doenca canina é mais prevalente e de distribuicdo mais ampla do que a doenca humana. Como
forma de controle da LV, os animais infectados devem ser sacrificados, porém, ainda ndo ha
consenso entre alguns autores em relacéo ao sacrificio dos cées e a reducdo da incidéncia da doenca
em humanos (MELO, 2004).

3.2 Etiologia da LV e morfologia da Leishmania

Os critérios intrinsecos tais como dados imunoldgicos, bioquimicos e genéticos tém sido
utilizados para definir as espécies de Leishmania. Novos métodos de detecgdo, isolamento e
identificacdo genética resultaram em um grande aumento no nimero de espécies (BANULS et al.,
2007). O agente etioldgico da LV é um protozoario do género Leishmania, pertencente ao complexo
Leishmania donovani: Leishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi. A L.
donovani é responsavel pela infecgdo em humanos, enquanto que a L. infantum e L. chagasi causam
LV tanto em humanos quanto em cdes (REY, 2008). Alguns pesquisadores consideram a L.
infantum e L. chagasi como sendo a mesma espécie (MARCONDES e ROSSI, 2013). A L.
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infantum e a L. donovani sdo os agentes causadores da doenca nas areas do mar Mediterraneo e do
Oriente Médio (FRASER, 2008) e a L. infantum é responsavel pela forma clinica da leishmaniose
visceral nas Américas Central e do Sul, incluindo o Brasil (FERREIRA et al., 2003; ALMEIDA et
al., 2005).

O ciclo de vida da Leishmania é complexo por serem expostos a diferentes tipos de
ambientes extracelulares e intracelulares. Séo parasitas digenéticos com duas fases no ciclo
biolégico: uma extracelular que ocorre dentro de um hospedeiro invertebrado (fleb6tomo) e uma
fase intracelular dentro de um hospedeiro vertebrado, com duas principais formas morfologicas,
amastigotas e promastigotas, que sdo encontradas em hospedeiros vertebrados e invertebrados,
respectivamente (BANULS et al., 2007).

As formas amastigotas (Figura 1) sdo encontradas no interior de células do sistema
fagocitario mononuclear (macréfagos e mondécitos) dos hospedeiros vertebrados, principalmente em
6rgdos como baco, figado, ganglios linfaticos e medula dssea. Apresenta o citossomo levemente
achatado e de contorno ovdide, por vezes elipitico ou fusiforme, com nucleo grande, arredondado e
excéntrico, sem flagelos e junto ao nucleo encontra-se uma estrutura denominada cinetoplasto
(extensdo da mitocondria), rica em DNA mitocondrial, 0 KDNA. A forma flagelada ou promastigota
(Figura 2), observada em cultura de células e no hospedeiro invertebrado, é alongada, com
cinetoplasto localizado dentro do flagelo. O nucleo é central, formado de feixes paralelos de
microtdbulos, envoltos em uma bainha citoplasmatica. Essas formas infectantes podem ser
cultivadas em meios de cultura de forma artificial nos laboratérios (FERREIRA et al., 2003;
BASANO e CAMARGO, 2004; REY, 2008).
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Figura 1. Forma amastigota Figura 2. Forma promastigota

Fonte: http://www.icb.usp.br/~livropar/img/capitulo5/8.jpg Fonte: Gupta e Nishi, 2011
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3.3 Vetor e transmissao

O Lutzomyia longipalpis (Figura 3), presente nos paises da América Latina, é considerado
principal vetor da L. infantum (LAINSON e RANGEL, 2005). Estes mosquitos sdo dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos
(GONTIJO e MELO, 2004).

Inicialmente acreditava-se que a LV no Brasil envolvia somente o cdo e o L. longipalpis em
um ambiente domeéstico. Porém observa-se que o L. longipalpis é uma espécie silvestre e que ainda
podem ser capturados em areas de florestas, mesmo distante das habitacbes humanas (LAINSON e
RANGEL, 2005).

Figura 3 - O vetor Lutzomyia longipalpis.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg

E amplamente distribuido e frequentemente encontrado em &reas peridomiciliares,
intradomiciliares e em outros ecotopos. No Brasil, a distribui¢do do inseto L. longipalpis vem se
expandindo resultando na adaptacdo do inseto tanto em ambientes rurais quanto em areas urbanas
(ANDRADE-FILHO et al., 2001). Essas mudangas ambientais tém provocado um aumento da
incidéncia da LV em diversas areas da regido Nordeste. A espécie mais comumente encontrada
nessa regido é o L. longipalpis, embora outras espécies (Lutzomyia evandroi, Lutzomyia lenti,
Lutzomyia sallesi) também tenham sido observadas (XIMENES et al., 2007; COSTA et al., 2013).

Estudos sobre L. longipalpis demonstraram que 0 macho produz um feroménio que atraem
as fémeas de longas distancias. Estes insetos permanecem mais em locais ao ar livre, poucos sao
encontrados dentro das casas e, como a maioria dos cdes dorme ao ar livre, este provavelmente é
um dos fatores responsaveis pelos elevados indices de LV nos cédes quando comparado ao homem
(MORTON e WARD, 1989; QUINNELL e DYE, 1994a,b).


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg
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Os flebotomos sdo pequenos (geralmente 2 a 6 mm de comprimento por 1,5 a 3 mm de
largura) com pernas longas e delgadas e o corpo densamente piloso de coloracdo castanho-claro
(“mosquito palha”). Tém como caracteristica o habito de voar saltitando e pousam com as asas
ligeiramente entreabertas mesmo em repouso, ao contrério dos outros dipteros. Tanto 0 macho
quanto a fémea necessita de carboidratos como fonte energética, porém, somente a fémea tem
habito hematofago obrigatorio devido a necessidade de sangue para o desenvolvimento dos ovos.
Os machos se alimentam dos sucos de flores e plantas. O horério de maior atividade se da ao
creplsculo vespertino, estendendo-se durante a noite. O repasto sanguineo é realizado em varias
espécies de animais vertebrados, inclusive em humanos (ANDRADE-FILHO et al., 2001;
CAMARGO e BARCINSKI, 2003; BRASIL, 2006; CARDOSO, 2012).

Apesar da transmissdo por flebotomineos ser a mais importante na epidemiologia da
leishmaniose, outras formas tém sido avaliadas. Alguns estudos sugerem que a doenca pode ser
transmitida através dos carrapatos Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES et al., 2010),
transfusdo sanguinea (FREITAS et al., 2006) e transmissdo congenital em cdes (ROSYPAL et al.,
2005).

3.4 Ciclo biologico

As fémeas da espécie L. longipalpis sdo responsaveis pela transmissdo da L. infantum.
Durante o repasto sanguineo no hospedeiro elas ingerem macréfagos infectados com as formas
amastigotas do protozoario e estas se direcionam para o interior do trato digestivo. Dentro do trato
digestivo anterior dos flebotomineos ocorre o rompimento dos macrofagos liberando as
amastigotas. Em seguida ocorre a multiplicacdo e por divisdo binaria se diferenciam em
promastigotas e entdo em paramastigotas. Estas por sua vez colonizam o esbfago e a faringe do
vetor e se aderem ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas infectantes -
promastigotas metaciclicas. As formas infectantes sdo regurgitadas durante um novo repasto
sanguineo em um novo hospedeiro. No hospedeiro, as formas infectantes sdo liberadas na derme e
sdo direcionadas para os 6rgdos linféides secundarios, ocorrendo entdo o processo de visceracdo
principalmente no figado, baco, medula 6ssea e linfonodos, infectando células do sistema fagocitico
mononuclear como mondcitos, histidcitos e macréfagos onde se transformam em amastigotas e sao
liberadas dos macrdfagos e se dispersam pelas vias hematogénica e linfatica, iniciando uma reacao
inflamatdria e proporcionando a atracdo de outros macrofagos (BRASIL, 2006; REY, 2008) (Figura
4).
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ESTAGIOS NO INSETO VETOR

!l e 3
ESTAGIOS NOS HOSPEDEIROS VERTEBRADOS

Figura 4. Ciclo biologico da leishmaniose visceral. (1) Os insetos picam o mamifero durante o repasto sanguineo e
ingerem (2) os macréfagos infectados com (3) formas amastigotas. (4) As amastigotas se transformam em
promastigotas pro-ciclicas. (5) As promastigotas pro-ciclicas se multiplicam dentro do intestino médio. (6) As
promastigotas migram para a valvula estomodeal do intestino médio anterior e ocorre divisdo celular. (7) As
promastigotas se transformam em promastigotas metaciclicas infectantes. (8) A fémea do mosquito libera as formas
promastigotas metaciclicas em um novo mamifero hospedeiro durante o repasto sanguineo. (9) As promastigotas
metaciclicas (10) infectam os macrofagos. (11) Essas formas infectantes se transformam em amastigotas. (12) As
amastigotas se anexam a membrana do vacuolo parasitoéforo. (13) As amastigotas se multiplicam no vactolo. (14)
Dentro do vacuolo ocorre intensa multiplicacdo das formas amastigotas. (15) As formas amastigotas sdo liberadas do

macrdfago (16). (17) As amastigotas liberadas infectam outros macréfagos (Adaptado de Teixeira et al., 2013).

3.5 Reservatorios

Os hospedeiros sdo considerados reservatorios quando participam da manutencdo e
disseminacdo do parasita na natureza e quando os parasitas sdo dependentes dos vetores
hemato6fagos para sua transmissdo (LAINSON e RANGEL, 2005).

A Leishmania infantum tem a capacidade de infectar e produzir doenga em canideos sejam
eles domésticos ou silvestres, principalmente cdes e raposas, considerados 0s principais
reservatorios da doenca. Os reservatdrios primarios para a Leishmania sdo os mamiferos silvestres
(MELO, 2004; DANTAS-TORRES, 2007).
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Diversos estudos avaliando reservatérios silvestres para Leishmania spp demonstram a
presenca da infeccdo natural no ciclo selvagem e diferentes espécies de animais j& foram
incriminadas como possiveis reservatorios, independente dos reservatorios domésticos, sugerindo
assim a importancia destes mamiferos na transmissdo da doencga. A dificuldade de capturar um
numero elevado de animais selvagens e os problemas no isolamento e identificacdo dos parasitas é
que limita uma melhor compreensao a respeito da epidemiologia da leishmaniose e a identificacao
de um hospedeiro vertebrado, como reservatorio natural (OLIVEIRA et al., 2005; LUPPI et al.,
2008; VOLTARELLI et al., 2009).

No ambiente domeéstico, os cdes sdo considerados 0s principais reservatérios da doenca e
sua ocorréncia precede os casos humanos, além disso, a prevaléncia da doenga nos animais é mais
elevada (BRASIL, 2006). A grande importancia do cdo como reservatério da L. infantum esta
relacionada ao fato desses animais apresentarem intenso parasitismo cutaneo e, portanto, favorecem
a transmissdo e disseminacdo da doenca pelo vetor, mesmo estando aparentemente saudaveis
(QUEIROZ et al., 2010).

Outras espécies domésticas ja foram diagnosticadas como possiveis reservatorios, como 0s
gatos domésticos, onde a doenca ja foi relatada em vérias partes do mundo, inclusive no Brasil
(SAVANI et al., 2004; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007), cavalos (SOARES et al., 2013),
além de bovinos que também ja foram detectados com uma carga parasitaria de Leishmania spp em
sangue periférico (JULIAO, 2011).

3.6 Resposta imunoldgica e Sinais Clinicos

Os mamiferos domésticos e os silvestres quando infectados com Leishmania sp pode ou ndo
apresentar sinais evidentes de doenca (WHO, 2010). Apos a infeccao da pele, os parasitas podem se
disseminar para outros 6rgéos e posteriormente produzir os sinais da doenca, podendo desenvolver
um quadro agudo ou cronico da doenca (BRASIL, 2006).

As manifestacBes clinicas se desenvolvem de acordo com as diferentes respostas
imunoldgicas do animal a infeccdo. Estudos com camundongos sugerem que as respostas
imunoldgicas estdo relacionadas as células Thl e Th2, demonstrando que a resposta mediada por
celulas Thl s&o responsaveis pela resolucdo da infecgéo, através da producdo de INF-y e destruicédo
das células infectadas com os parasitas, enquanto que a proliferacdo de células Th2 exacerba a
infeccdo por induzir a inibicdo do IFN-y e elevar a producdo de anticorpos. A producdo de
anticorpos leva a formacdo de imunocomplexos que se depositam em diversos tecidos produzindo
as lesbes inflamatdrias, por isso que animais sintomaticos apresentam niveis mais elevados de IgG
do que os assintomaticos (SOLANO et al., 2001; ROGERS et al., 2002; SILVA, 2007).
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Os caes com altos indices parasitarios demonstram os sinais clinicos de forma mais evidente
e severa. Os sinais clinicos que podem ser associados a LVC sdo: linfadenomegalia, alteracfes
cutaneas, hipertermia, perda de peso, anorexia, onicogrifose, reducdo da imunidade, epistaxe,
esplenomegalia, insuficiéncia renal, diarréia hemorragica, hemataria, proteindria, lesGes Osseas,
miosite, conjutivite, lesdes corneais, atrofia muscular, estomatite ulcerativa, blefarite e
hiperqueratose nasodigital (KOUTINAS et al., 2001; BARBIERI, 2006; BRASIL, 2006; MANNA
et al., 2009).

3.7 Diagnostico

O diagnostico clinico da LVC ndo é confiavel, pois muitos animais que estdo infectados séo
aparentemente saudaveis (assintomaticos) ou quando presentes, 0s sinais clinicos se assemelham
aos de outras enfermidades, tornando necessaria a inclusdo do diagndstico laboratorial. Atualmente
h&d uma ampla variedade de testes diagndsticos para LVC utilizando os mais diferentes tipos de
antigenos, embora nenhum apresente 100% de especificidade e sensibilidade em um mesmo teste.
As técnicas diagndsticas comumente empregadas incluem microscopia e cultura das formas
amastigotas, exames sorologicos e moleculares (FERRER, 1999; GRADONI, 2002; FERREIRA et
al., 2008; QUEIROZ et al., 2010; FARIA e ANDRADE, 2012).

SILVA et al (2014) fazendo uma avaliagdo comparativa entre os varios métodos de
diagnostico para LVC, observaram que um teste apenas ndo é capaz de identificar de maneira

adequada os cdes com LVC, sendo necessario a combinacao de diferentes métodos.

3.7.1 Diagndstico parasitolégico

Os testes parasitologicos baseiam-se na identificacdo do parasita na sua forma amastigota
que pode ser realizada por esfregaco em lamina de material biol6gico de baco, figado, linfonodos e
medula 6ssea corados pelas técnicas de Giemsa, Wright ou Leishman. Entretanto, apesar de
fornecerem a certeza da infeccdo, pela visualizacdo do parasito, em animais assintomaticos devido
ao baixo numero de amastigotas presentes nos tecidos, pode levar a resultados falso-negativos, o
que torna um diagndstico dificil e duvidoso, além de ser uma técnica muito invasiva, por ser
necessaria a puncgéo de orgdos. A aspiracdo esplénica pode ser complicada devido ao risco de causar
hemorragia. Além disso, a precisdo do exame microscépico é influenciada pela experiéncia do
técnico de laboratorio e a qualidade dos reagentes. A cultura de sangue ou aspirados de Orgaos
aumenta a sensibilidade do diagndstico (REY, 2008; WHO, 2010).
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Estes métodos podem apresentar elevada especificidade podendo chegar a 100%, porém, a
sensibilidade é bastante variavel, pelo fato da distribuicdo do parasita nos tecidos ocorrer de forma
heterogénea em torno de 50% a 83% em amostras de medula 6ssea e 30% a 85% em amostras de
linfonodo (FERRER, 1999; GONTIJO e MELO, 2004; LAURENTI, 2009; FARIA e ANDRADE,
2012). A sensibilidade do teste parasitologico é maior em animais sintomaticos, porém néo atinge
50% em casos de animais assintomaticos (MAGALHAES et al., 2012). Os métodos parasitol6gicos
ndo sdo adequados para estudos epidemioldgicos em larga escala e até mesmo para uso em
diagndsticos individuais (MELO, 2004).

3.7.2 Diagnostico molecular

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) se apresenta como um teste de deteccao rapida,
sensivel e especifica na constatacdo do parasito da Leishmania e tem sido utilizado com finalidade
diagnostica, monitoramento do tratamento da doenca e estudos epidemioldgicos. A técnica baseia-
se na amplificacdo de uma sequéncia de DNA do parasita através de pequenos oligonucleotideos
que se ligam especificamente a regido do DNA de interesse ampliando-a em inlmeras copias
(GOMES et al., 2008; HERMONT, 2008).

Uma das grandes vantagens de realizar o diagnéstico laboratorial da LV empregando
métodos baseados na PCR ¢é o fato de ndo ser necessario utilizar métodos invasivos, como a bidpsia
de medula 6ssea, puncdo de baco, aspirado de linfonodo, bidpsia de figado ou mesmo grande
volume de sangue para obtencdo de material e analise (DA SILVA et al., 2004). Em relacdo ao
exame microscépico, a deteccdo do DNA do parasita por PCR em sangue ou medula éssea se
apresenta bem mais sensivel (WHO, 2010).

A PCR em tempo real quantitativo (qgPCR) permite o monitoramento continuo da
amplificacdo do DNA especifico. A partir da quantificagdo do DNA molde pode se obter uma
estimativa da carga relativa de parasitas em diferentes amostras. O monitoramento dos produtos de
amplificacdo baseia-se no uso de sondas fluorescentes (MAIA e CAMPINO, 2008). A técnica de
gPCR pode ser uma ferramenta Gtil para avaliar o papel de potenciais reservatérios domésticos e
silvestres para LV. Amostras de sangue periférico podem ser utilizadas para triagem dos animais,
em vez de bidpsia de 6rgdos e tecidos que sdo metodologias muito invasivas. A execugdo da gPCR
é menos trabalhosa e mais pratica, além disso, pode ser automatizada permitindo a analise de
grande nimero de amostras em estudos epidemioldgicos (JULIAO, 2011).

A sensibilidade e especificidade do teste podem variar de acordo com 0 metodo de extragédo
de DNA utilizado, pela escolha dos oligonucleotideos iniciadores, das amostras clinicas utilizadas,
bem como do tempo da infeccdo (LACHAUD et al., 2002; IKONOMOPOULOQOS et al., 2003;
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MANNA et al., 2009). CAVALCANTI et al (2009) avaliando amostras de sangue obtiveram
resultados de sensibilidade e especificadade em 100% e 83,3%, respectivamente.

A vantagem em utilizar amostras de sangue periférico para PCR é que a obtencdo desse tipo
de material € menos invasiva em relacdo a outras amostras, porém, a carga parasitaria no sangue
normalmente é inferior ao material de medula 6ssea, bago ou aspirados de linfonodos, ainda mais
que no sangue pode conter um numero de inibidores de PCR que podem afetar a sensibilidade do
teste (RETHINGHER et al., 2002).

3.7.3 Diagnostico soroldgico

Uma das caracteristicas dessa doenca € a grande estimulacéo policlonal de linfdcitos B que
resulta em elevada producdo de anticorpos. Os testes soroldgicos sdo os mais utilizados no
diagnostico da LVC detectando anticorpos circulantes no soro dos cées infectados. Diversos testes
sorologicos podem ser utilizados: fixacdo de complemento, teste de aglutinacdo direta (DAT),
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) com diferentes modificacdes
e western blot (FERRER, 1999). No Brasil a RIFI e 0 ELISA séo os testes mais utilizados no
diagnostico da LV humana e canina, sendo que o ELISA tem sido o teste de escolha para inquéritos
populacionais (MELO, 2004).

A RIFI € um método que utiliza como antigeno o parasita na sua forma integra. Entretanto,
sua aplicacdo necessita de alto nivel de habilidade, experiéncia e também equipamento
especializado e de alto custo, além de ser muito laborioso o que dificulta a sua utilizacdo na triagem
de um grande niumero de amostras (FARIA e ANDRADE, 2012).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) baseia-se na reacdo de anticorpos presentes no soro
com o antigeno de Leishmania adsorvido em microplacas, cuja reacdo final é medida por
espectrofotometria. A sensibilidade e a especificidade do ELISA podem variar dependendo do tipo
de antigeno empregado. Os testes que utilizam o antigeno bruto sejam com promastigotas,
amastigotas ou mesmo com extrato sollUveis de ambas ou alteragdes nos protocolos padrbes
experimentais (por exemplo, o tempo de incubacgéo ou do tipo de microtitulacdo das placas usadas),
limitam a especificidade do teste (REITHINGER et al., 2002; MAIA e CAMPINO, 2008).

O uso da tecnologia do DNA recombinante tem permitido a clonagem molecular de diversos
genes que codificam proteinas antigénicas de Leishmania que podem ser usadas no
desenvolvimento de métodos especificos para o sorodiagnéstico (MAIA e CAMPINO, 2008).
ROSARIO et al (2005) analisando diferentes tipos de antigenos no teste ELISA obtiveram um

resultado que variou entre 97-100% para sensibilidade e 88-100% de especificidade.
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Existe no mercado um teste soroldgico para diagndéstico da LVC que emprega uma proteina
recombinante derivada da HSP70, o ELISA/S7®, porém o resultado fornecido por esse teste ainda
ndo é reconhecido pelo Ministério da Salude, apesar de ser reconhecido e aprovado pela FUNED e o
kit ser registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que é o 6rgdo que
regulamenta todos os produtos de uso veterinario. Esse kit tem como base um peptideo
recombinante, produzido por engenharia genética, que permite a deteccdo de anticorpos na fase
mais precoce da infecgéo.

No Brasil, atualmente os testes preconizados pelo Ministério da Salde para levantamentos
epidemioldgicos e controle da LVC, sdo o teste imunocromatogréfico - TR DPP® como teste de
triagem e ELISA como teste confirmatorio (BRASIL, 2011).

Os testes imunocromatograficos sdo importantes ferramentas para o diagndéstico soroldgico
da LVC devido a rapidez e praticidade do teste, tanto para uso nas condi¢des de campo quanto para
pesquisas. Estes testes permitem o processamento de um grande numero de amostras de forma
rapida quando comparado a microscopia, ELISA ou PCR e ndo exige qualificacdo técnica para
realizacdo do procedimento ou equipamentos laboriosos (OTRANTO et al., 2005).

O teste rapido imunocromatogréfico foi desenvolvido pela Chembio Diagnostic Systems,
Inc. (Medford, Nova lorque, EUA) que agora é fabricado como Dual-Path Plataform (TR DPP®)
Teste Rapido para Leishmaniose Visceral (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil)
(GRIMALDI-JR et al., 2012). Esta tecnologia utiliza uma proteina recombinante produzida a partir
de um gene clonado de Leishmania infantum e que contém uma repeticdo de 39 aminoacidos
conservados entre as espécies viscerotropicas de leishmania (Leishmania donovani, L. infantum e L.
chagasi). Uma metodologia inovadora que emprega uma combina¢do de proteina A conjugada a
particulas de ouro coloidal imunocromatografico capaz de detectar anticorpos contra a proteina K28
(FUNED, 2013; CASTRO-JR et al., 2014). O teste TR DPP® aderido a antigenos recombinantes
mostra-se um bom indicador da LVC, além de ser um procedimento simples, de facil execucéo,
rapido e adaptado para uso tanto no laboratério quanto em campo (SANTIS et al., 2013).

No entanto, os resultados de sensibilidade e especificidade apresentam valores entre 47-62%
e 87-96%, respectivamente. A sensibilidade de um teste de diagnéstico é provavel mudar durante o
curso clinico de infeccdo, dependendo do hospedeiro e variabilidade genética de respostas
imunitarias especificas (GRIMALDI JR et al., 2012., SANTIS et al., 2013). Este teste € um método
razodvel para confirmacdo de infeccdo em casos clinicos suspeitos e baixa sensibilidade para
detectar cées infectados assintomaticos, porém como teste de triagem permite uma remogdo mais
rapida dos reservatorios sintomaticos infectados impedindo a transmissdo do parasita (SILVA et al.,
2014). Além disso, apresenta-se como um teste de baixo custo simples e rapido em rela¢éo a outros

métodos de diagnostico, cujos resultados sdo demorados e as metodologias sdo de elevado custo
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quando realizada em larga escala. Em areas endémicas se faz necessaria a disponibilidade de um
método diagndstico rapido e de facil manuseio, como o teste imunocromatografico, para realizagdo

dos programas de controle da leishmaniose (LIMA et al., 2010).

3.8 Medidas de Controle

O programa de controle para LV no Brasil incluem a eutanésia de cées infectados, entretanto
0 que se observa é que essa estratégia ndo conseguiu impedir 0 aumento de casos caninos e
humanos. Uma ferramenta de diagndstico rapido, sensivel e especifico se torna necessaria para
auxiliar e agilizar as intervencdes de controle (REITHINGER et al., 2002). Outras medidas também
fazem parte do programa como tratamento dos casos humanos, controle de vetores flebotomineos,
ou eliminacdo de outros animais que também possam ser considerados como reservatorios
(ASHFORD et al, 1998).

As linhas investigativas na busca por novos métodos e novas tecnologias que promovam a
eficiéncia das medidas de vigilancia e de controle se direcionam para 0s programas de
implementacdo de laboratérios de diagnostico humano e canino, tratamento de pacientes com
leishmaniose visceral, avaliacdo dos vetores e estratégias para controle do reservatorio (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

Em &reas endémicas da LV no Brasil, para que as medidas de controle possam ser iniciadas,
a avaliacdo da distribuicdo e frequéncia da infeccdo em cées deve ser determinada. A triagem em
massa de cdes domésticos geralmente é feita através de exames soroldgicos (ASHFORD et al.,
1998; WHO, 2010).

Os programas de controle devem ser voltados tanto para os animais assintomaticos quanto
sintomaticos, de maneira continua e em longo prazo, ja que muitas vezes o sacrificio indiscriminado
de cdes assintomaticos com diagndéstico positivo podem ndo ter eficiéncia esperada se forem
utilizados testes com baixa especificidade. Pela inexisténcia ou falta de implementacdo de outras
medidas que impecam a transmissdo da doenca, € que se tornam necessarias a realizacdo de
inquéritos epidemioldgicos caninos e eutanasia dos cdes soropositivos. Porém, a eutanasia dos
animais deve ser realizada de maneira planejada, precisa e de forma responsavel, ndo como uma
medida mecanica em grande escala (BISUGO et al., 2007; COSTA et al., 2013).

O controle do reservatério da LVC é algo complexo, pois o sacrificio dos caes envolve nédo
somente questdes de salde, meio ambiente, conservacgao, mas principalmente a questdo afetiva, ja
que muitos proprietarios escondem seus animais durante as medidas de controle por ndo aceitarem

gue seus animais aparentemente saudaveis (porém sorologicamente positivos) sejam condenados a
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morte. Outro problema observado é o grande nimero de animais abandonados (LAINSON e
RANGEL, 2005).

A remogdo de animais infectados pode afetar a transmissdo da doenca, onde a eutanésia de
cées soropositivos pode resultar em uma possivel reducdo na incidéncia tanto da LVC quanto da
LVH. Porém o que se observa é que mesmo realizando o sacrificio dos cdes, a doenca continua
sendo transmitida, sugerindo a possibilidade de outros reservatorios silvestres ou até mesmo outros
mamiferos domeésticos estarem envolvidos na transmissao ou que os métodos soroldgicos ndo sejam
capazes de detectar todos os animais infectados (ASHFORD et al., 1998).

Os medicamentos humanos ndo devem ser utilizados para o tratamento da LVC por causa de
sua baixa eficcia parasiticida neste hospedeiro e que poderia ocasionar uma resisténcia potencial
do parasita (WHO, 2010).

No Brasil, algumas vacinas licenciadas pelo Ministério da Agricultura sdo comercializadas
para imunizacdo de cdes para prevencdo da LVC, no entanto, essas vacinas ainda estdo sendo
avaliadas (FERNANDES et al., 2014).

A populacdo deve ser orientada sobre a posse responsavel de caes, cujo objetivo é promover
acOes de conscientizacdo para adogdo de medidas que resultem no bem-estar animal a fim de evitar
0 abandono e maus tratos, fatores estes que contribuem com a expansdo das zoonoses, como a
leishmaniose visceral (SANTOS et al., 2014).
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca grave que resulta em problemas a saude
publica, por ser se tratar de uma zoonose. Os cdes sdo 0s principais reservatorios
domeésticos do protozoéario e funcionam como indicadores da ocorréncia dessa doenca
em humanos. Uma das recomendaces feitas pelo Ministério da Satde para controle da
doenga em humanos é triagem e sacrificio dos animais sorologicamente positivos para
leishmaniose visceral canina (LVC). Porém, o diagndstico ainda é um problema no
Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar dois testes sorologicos que
utilizam como antigeno proteinas recombinantes, sendo um teste rapido (TR DPP®)
com a proteina rk26/rk39/rk9 e um ensaio imunoenzimatico (ELISA/S7®) com HSP70 e
um teste molecular, a Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para
diagndstico da LVC. Foram utilizadas 258 amostras de soro e sangue total divididas em
dois grupos, sendo 212 animais assintomaticos e 46 animais sintomaticos, baseando-se
nos sinais clinicos, obtidos durante um levantamento epidemiol6gico no Semiarido
Paraibano. Os resultados mostraram que do total das amostras 32,9% (85/258) foram
positivas em pelo menos um teste, sendo 29,2% (62/212) dos animais assintomaticos e
50,0% (23/46) dos animais sintomaticos. Os melhores resultados de concordancia entre

os testes foram obtidos quando realizada a comparagédo entre a gJ°PCR e 0 ELISA/S7®
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mostrando que para animais assintomaticos a sensibilidade e especificidade foi de 74%
e 93% respectivamente e coeficiente Kappa de 0,58. Para os animais sintométicos, a
sensibilidade foi de 80% e 81% de especificidade com coeficiente Kappa de 0,51,
revelando moderada concordancia em ambos 0s grupos. Com base nos resultados, o
ELISA/S7® apresentou o melhor desempenho entre os testes, embora 0 TR DPP® seja
um teste de facil execucao e rapido diagndstico.

Palavras-chave: leishmaniose visceral canina, diagnostico, teste imunocromatogréfico,

ensaio imunoenzimatico e qPCR.
ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease that results in public health problems,
being it is a zoonosis. Dogs are the main domestic reservoirs of the parasite and act as
indicators of the occurrence of this disease in humans. One of the recommendations
made by the Ministry of Health to control the disease in humans is screening and
sacrifice of serologically positive animals for canine visceral leishmaniasis (CVL).
However, the diagnosis is still a problem in Brazil. The aim of this study was to
evaluate and compare two serological tests using recombinant proteins as antigens, and
a quick test (TR DPP®) with protein rk26/rk39/rk9 and an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA/S7®) with HSP70 and a test molecular, the Polymerase
Chain Reaction in Real Time (gPCR) for the diagnosis of CVL. 258 samples of serum
and whole blood were used divided into two groups, with 212 asymptomatic animals
and 46 symptomatic animals, based on clinical signs, obtained during an
epidemiological survey in semi-arid region of Paraiba. The results showed that the total
of the samples 32.9% (85/258) were positive in at least one test, 29.2% (62/212) of
asymptomatic animals and 50.0% (23/46) of symptomatic animals. The best results of
correlation between the tests performed were obtained when comparing the gPCR and
ELISA/S7® showing that asymptomatic animals for sensitivity and specificity was 74%
and 93% respectively and Kappa coefficient of 0.58. In symptomatic animals, the
sensitivity was 80% and specificity of 81% with a Kappa coefficient of 0.51, showing
moderate agreement in both groups. Based on the results, the ELISA/S7® showed the
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best performance among the tests, although the TR DPP® a test is easy to perform and
rapid diagnosis.
Keywords: canine visceral leishmaniasis, diagnosis, immunochromatographic test,

immunoenzymatic assay and gPCR.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) atinge cerca de 65 paises, com incidéncia estimada
em 500 mil novos casos humanos e 59 mil dbitos anuais, onde mais de 90% dos casos
ocorrem em Bangladesh, india, Sud3o, Suddo do Sul, Etiépia e Brasil (Alvar et al.,
2012; Who, 2010). No Brasil, a doenca é considerada endémica na regido Nordeste
(Almeida et al., 2005). Inicialmente era considerada como uma doenga rural, porém o
que se observa € uma expansdo da LV para os ambientes urbanos, chegando a atingir os
grandes centros (Missawa et al., 2011). O agente etioldgico responsavel pela doenca é o
protozoario Leishmania infantum chagasi (Werneck, 2010) transmitido principalmente
pelos flebotomineos, Lutzomyia longipalpis, durante o repasto sanguineo nos
hospedeiros (Missawa et al., 2011). O cdo é o principal reservatorio doméstico e a
existéncia da leishmaniose canina € determinada por um nUmero de fatores
epidemioldgicos que facilitam o acesso entre os vetores e o hospedeiro vertebrado
(Gontijo e Melo, 2004).

Como forma de controlar a LV, o Ministério da Salude preconiza que as medidas
devem priorizar o diagnoéstico e tratamento dos casos humanos, controle dos insetos que
transmitem a doenca, informacdes sobre a salde educacional e deteccdo e eutanasia dos
caes infectados (Who, 2010). Para que tais medidas sejam aplicadas, sdo necessarias
avaliacdes soroldgicas para determinacdo dos cdes infectados com a LVC, que antes
eram realizadas através do teste padrdo RIFI (titulacdo > 1:40 - considerados
infectados). Por conta dos problemas gerados por resultados falso-negativos e falso-
positivos neste teste, a partir de 2011 uma nova metodologia diagnoéstica foi
estabelecida para ser implantada nos servigos de salde para diagnostico da LVC,
utilizando um teste imunocromatografico como teste de triagem e ELISA como teste
confirmatério (Brasil, 2011). O teste imunocromatrografico (TR DPP®, Bio-

Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) desenvolvido pela Chembio Diagnostic
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Systems, Inc. (Medford, Nova lorque, EUA) vem sendo utilizado como teste de triagem
no diagndstico da LVC nos servicos de satide. E uma nova metodologia que utiliza uma
proteina recombinante capaz de detectar anticorpos contra a fusdo das proteinas
k26/k39/k9. No entanto, os resultados de sensibilidade e especificidade apresentam
valores entre 47-62% e 87-96%, respectivamente (Grimaldi-Jr et al., 2012; Santis et al.,
2013; Castro-Junior et al., 2014).

O ELISA (Enzyme Linked Immunossorbent Assay) detecta anticorpos anti-
Leishmania, sendo muito atil principalmente na realizacdo de levantamentos
soroepidemioldgicos devido suas qualidades de praticidade, ser menos oneroso e
resultado rapido. Valores de sensibilidade e especificidade se apresentam de forma
bastante variada, conforme o tipo de antigeno utilizado sejam eles antigenos totais ou
recombinantes com valores entre 97-100% para sensibilidade e 88-100% de
especificidade (Rosario et al., 2005). O teste ELISA/S7® é um método diagndstico
desenvolvido pela Biogene (Recife, PE) que também utiliza como antigeno uma
proteina recombinante derivada da HSP70, porém o resultado fornecido por esse teste
ainda nao € reconhecido pelo Ministério da Saude, embora seja registrado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Faria e Andrade, 2012).

A PCR quantitativa em tempo real permite a amplificacdo monitorada de uma
sequéncia de DNA especifica do parasita, baseada no uso de sondas florescentes, que
pode ser obtida de diferentes amostras. Os beneficios desta metodologia incluem a
reducdo dos riscos de contaminacéo e consequentemente reducdo de falso-positivos. A
sensibilidade da PCR pode apresentar diferentes resultados, dependendo da amostra
avaliada, isso porque a distribuicdo dos parasitas nos diversos tecidos se apresenta de
forma heterogénea resultante do tropismo da cepa ao tecido e dependendo da resposta
imune local (Maia e Campino, 2008; Cavalcanti et al., 2009; Faria e Andrade, 2012).

O sucesso dos programas de controle da LV depende da detec¢do e eutanasia dos
caes verdadeiramente positivos através de métodos diagnosticos confidveis, porém as
diferentes metodologias apresentadas mostram grandes variagfes quanto aos resultados.
Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar o desempenho de dois métodos com
diferentes tipos de proteinas recombinantes, o teste imunocromatogréfico (TR DPP® -
Bio - Manguinhos) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA/S7® - Biogene) com a reacdo
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em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para diagnostico da LVC no Semiarido

Paraibano.
MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 258 amostras de soro e sangue total de animais acima de seis
meses, selecionadas de um levantamento epidemioldgico feito durante o més de maio de
2014 no Semiarido Paraibano. As amostras foram divididas em dois grupos: 212
amostras de animais assintomaticos e 46 de animais sintomaticos. Os principais sinais
utilizados para classificacdo dos grupos foram: onicogrifose, perda de peso, lesbes de
pele, alopecia, apatia e lesdes oculares (Manna et al., 2009). Os exames sorol6gicos
realizados foram o teste rapido (TR DPP® - Leishmaniose Visceral Canina -
Biomanguinhos, Rio de Janeiro) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA/S7® - Biogene,
Recife) com a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

O teste imunocromatografico - TR DPP® foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante, sendo adicionados 5 pL de plasma ao 1° poco (AMOSTRA +
TAMPAO) e duas gotas do tampdo. Ap6s 5 minutos quatro gotas do tampéo foram
adicionadas ao 2° poco (TAMPAO) e esperou-se 10 minutos a Temperatura Ambiente.
Os resultados do testes foram feitos pela leitura visual. As amostras foram consideradas
reagentes quando duas linhas testes (Controle - C e outra na area Teste - T) foram
detectadas e ndo reagentes quando apenas a linha Controle - C foi detectada.

Para 0 ELISA/S7® os soros utilizados como controle negativo e positivo foram
fornecidos no Kit e os soros em teste foram previamente diluidos (1:100) em solucéo de
diluicdo por 12 horas a 4°C. Em seguida os soros diluidos previamente foram
distribuidos na placa de 96 pocos sensibilizada com o antigeno. Aguardava-se 30
minutos e lavava-se a placa trés vezes com Tampdo Fosfato de Sédio com 0,05 % de
tween 20 (PBST), em seguida distribuia o conjugado na placa e esperava-se 30 minutos
a temperatura ambiente. A placa foi lavada por mais trés vezes com Tampdo Fosfato de
Sddio (PBS). A solucdo de revelacdo era adicionada aos pocos e a placa era incubada
por 20 minutos em local escuro. Por fim, eram despejadas duas gotas por poco de
solucéo de parada e os resultados obtidos em valores avaliados por densidades dpticas
(D.O.) feitas no leitor de ELISA a A =450 nm. O ponto de corte foi calculado entre as
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médias aritméticas das D.O. dos soros controles ndo reagentes e somadas ao fator
R=0,142. Para determinacdo da amplitude da zona cinza (faixa de indeterminados)
subtraia-se 0,03 do ponto de corte. Todas as etapas foram realizadas conforme descrito
pelo fabricante.

As amostras de sangue tiveram seu DNA extraido adicionando-se 1mL de
Brazol para cada 300 uL de sangue total. Em seguida os tubos foram agitados por 2
minutos em vortex ¢ 250 puL de cloroformio gelado foram adicionados aos tubos e
novamente foram agitados. Apés agitacdo as amostras foram centrifugadas a 12.000 x ¢
a 4°C, por 20 minutos e o sobrenadante foi entdo transferido para novos tubos contendo
500 mL de etanol absoluto gelado. Os tubos foram agitados por inversdo durante 2
minutos e novamente centrifugados a 12.000 x g a 4°C, durante 15 minutos. O
sobrenadante foi desprezado por aspiracdo com cautela para ndo eliminar o pellet. O
pellet formado foi lavado com 500 mL de etanol 70%, homogeneizado por inversdo e
centrifugado a 12.000 x g a 4°C, durante 10 minutos (2x). O sobrenadante foi
desprezado e o pellet foi dissolvido em tampdo TRIS-EDTA 1X estéril. Logo apos a
extragdo, a concentracdo de DNA (pg/mL) das amostras e o grau de pureza (coeficiente
Ao nm /A280 nm) foram verificados em fotdmetro (BioPhotometer plus Eppendorf) e o
DNA foi armazenado a -20° C até a realizacdo da gPCR.

A PCR em tempo real foi feita usando o termociclador da Bioer Technology.
Primers especificos foram sintetizados de acordo com Cavalcanti et al. (2009) (Linf.1-
23F: 5’-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3") e (Linf.1-154R: 5’-
TTACACCAACCCCCAGTTTC-3") para amplificar um fragmento de 132 pb
(Temperatura de melting a 81°C). Reagdes de 13 pl incluindo 2 pl de DNA das
amostras, 1 mM de cada primer e 6 pl de SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). A reacdo foi
realizada usando uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de
40 ciclos de amplificacdo (95°C/15 s, 60°C/1 min). Controles positivos e negativos
contendo ou ndo o DNA de isolados de cultura de Leishmania spp. foram incluidos. O
software usado para a analise dos resultados foi o LineGeneK (versao 4.2.00).

Os resultados de positividade dos dois testes soroldgicos (ELISA/S7® e TR
DPP®) e do teste molecular gPCR foram expressos em porcentagem. As analises
comparativas dos exames diagnosticos foram realizadas pelo Indice Kappa de

concordancia, para o intervalo de confianga de 95%, através do programa Dag Stat em
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planilha do programa Microsoft Excel (Mackinnon, 2000). A concordancia nos
diagnésticos soroldgicos foi calculada conforme classificacdo de Thursfield (2007) de
acordo com os valores do indice Kappa (k) considerando os niveis de comparacdo: 0,81
a 0,99: concordancia quase perfeita; 0,61 a 0,8: concordancia substancial; 0,41 a 0,6:
concordancia moderada; 0,21 a 0,4: concordéancia razoavel; 0,1 a 0,2: concordancia

fraca; <0: concordancia pobre.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O TR DPP® com o antigeno k26/rk39/k9 e ELISA/S7® com HSP70 e um método
molecular (QPCR) foram avaliados e os resultados mostraram valores positivos nos
animais assintomaticos de 29,2% (62/212) e sintomaticos de 50,0% (23/46). A relagéo
comparativa nos dois grupos quanto a positividade das amostras em pelo menos um dos

testes encontra-se na Fig. 1.

Animais assintomaticos positivos Animais sintomaticos positivos
TR DPP® TR DPP®
25 6
2 2 3 1
12 7
ELISA/ST® gPCR ELISA/ST® gPCR
5 1
1
12 4 4
N=212 N=46

Figura 1. Dados comparativos da relagdo dos resultados positivos entre o teste
imunocromatografico (TR DPP®), o sorolégico (ELISA/S7®) e molecular (QPCR) nos grupos
de animais assintomaéticos e sintomaticos.

*N= Total de amostras

A relacdo entre os métodos de diagndsticos e o niUmero de amostras positivas
neste estudo demonstrou que o teste rapido TR DPP® apresentou maior nimero de
animais positivos, tanto no grupo dos assintomaticos quanto nos sintomaticos. Nos
animais assintomaticos, 2 amostras foram reagentes somente entre TR DPP® e
ELISA/S7®, 2 amostras somente entre o0 TR DPP® e gPCR, 5 amostras foram reagentes

somente entre 0 ELISA/S7® e gPCR, no entanto 12 amostras foram reagentes nos trés
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testes. Na gPCR, 4 amostras tiveram resultado positivo exclusivo neste teste, sugerindo
que estes animais provavelmente estariam no inicio da infeccdo, devido a auséncia dos
sinais clinicos e auséncia de anticorpos. Outro ponto a ser avaliado é que 12 amostras
foram reagentes nos trés testes mostrando resisténcia desses animais a infeccdo e
producdo de diferentes tipos de anticorpos. O elevado numero de amostras positivas no
teste imunocromatografico e no teste soroldgico demonstram uma possivel falha da
técnica em detectar o DNA do antigeno em amostras de sangue, ja que Maia e Campino
(2008) sugerem que a distribuicdo dos parasitas se apresenta de forma heterogénea em
cada tecido, devido ao tropismo da cepa por determinados tecidos. Os resultados
mostraram que 25 amostras reagiram exclusivamente no TR DPP® e 12 amostras
exclusivamente no ELISA/S7®. Os cées assintomaticos apresentam variagdo quanto as
respostas ao parasita, normalmente a expressdo dos niveis de anticorpos sdo inferiores
qguando comparados aos animais sintomaticos (Sollano-Gallego et al., 2001).

Entre os animais sintomaéticos (Fig. 1) o estudo mostrou que 3 amostras reagiram
de maneira exclusiva entre 0 TR DPP® e ELISA/S7®, 1 entre 0 TR DPP® e qPCR e 1
entre 0 ELISA/S7® e qPCR e 7 foram positivos nos trés testes a0 mesmo tempo. A
gPCR mostrou que apenas 1 amostra, das 10 positivas, ndo reagiu com nenhum dos
outros testes.

Na Fig. 2, podemos observar que a proporgao entre amostras positivas foi maior
nos animais sintomaticos em relacdo aos assintomaticos. Esses resultados foram
semelhantes aos de Porrozzi et al. (2007), Grimaldi Jr et al. (2012), Silva et al. (2014)
quando avaliaram diferentes antigenos. Os diferentes tipos de antigenos podem variar
quanto a deteccdo de anticorpos em animais assintomaticos e sintomaticos. Os
anticorpos especificos anti-rk39 podem ser considerados como marcadores de
diagnostico para a doenca ativa nos cdes. Os antigenos rK39 e rK26 apresentam elevada
sensibilidade nos animais sintométicos para LVC, mostrando que o desempenho no
teste soroldgico depende de muitos fatores, como o estado de infeccdo ou o antigeno
utilizado (Porrozzi et al., 2007).
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B Assitomaticos

B Sintomaticos

% de cies positivospara LVC

TR DPP® ELISA/ST® qPCR

Figura 2. Esquema representativo da relagdo entre as amostras de animais sintomaticos positivos
nos testes diagnosticos da LVC.

Nesse estudo, 0 TR DPP® apresentou resultados positivos superiores em relacdo
ao ELISA/S7® e a qPCR, nos dois grupos. As diferencas de positividade que ocorreram
entre 0 ELISA/S7® e TR DPP® provavelmente estio relacionadas a utilizagdo de
protocolos diferentes com antigenos especificos para cada teste. Certos antigenos
podem induzir a produgdo de anticorpos muito mais cedo do que outros tipos, 0 que
justificaria um maior nimero de animais positivos no TR DPP® em relagdo ao
ELISA/S7® (Grimaldi Jr et al., 2012). Silva et al. (2014) tiveram resultados mais
elevados com o ELISA, utilizando extrato solGvel de Leishmania, quando comparado
com o TR DPP®, sugerindo que este teste rapido pode ser uma nova opcao para ser
utilizado como um método complementar em associacdo com o ELISA ou com outros
métodos para diagnostico da LVC.

Os resultados de sensibilidade, especificidade, do indice kappa e sua
interpretacdo para amostras dos grupos de animais assintomaticos e sintomaticos
relacionando os trés testes, estdo ilustradas nas Tab. 1 e 2, respectivamente. A
sensibilidade e especificidade, tanto em animais assintomaticos quanto nos
sintomaticos, do TR DPP® e do ELISA/S7® foram comparados com os resultados

obtidos com a qPCR.
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Tabela 1. Concordancia estimada entre os resultados obtidos com a qPCR, TR DPP®, ELISA/S7® e suas
respectivas taxas de sensibilidade, especificidade e o indice kappa e sua interpretacdo para os 212 de
animais assintomaticos avaliados no Semiarido Paraibano.

ENSAIOS gPCR Sensibilidade Especificidade Kappa
Pos Neg (%) (%) (Interpretacao)
TR DPP®
Pos. 14 27
Neg. 09 162 61 86 (ragé)?é?/ "
ELISA/S7®
Neg. 06 175 4 93 (moderada)
ENSAIOS ELISA/S7® Sensibilidade Especificidade Kappa
Pos Neg (%) (%) (Interpretacéo)
TR DPP®
Pos. 14 27 027
Neg. 17 154 45 85 (razoavel)

Os resultados entre 0 TR DPP® e a qPCR, no grupo de animais assintomaticos,
revelou que a concordancia obtida através do coeficiente kappa, mostrou interpretacao
razoavel (0,35) com valores de sensibilidade e especificidade de 61% e 86%,
respectivamente. Porém, quando a concordancia foi avaliada entre o ELISA/S7® e a
gPCR os resultados foram melhores, mostrando um coeficiente kappa de 0,58
interpretado como moderada concordancia, com sensibilidade de 74% e especificidade
de 93%. Essas diferencas observadas entre os resultados ocorreram em decorréncia dos
valores mais elevados entre 0s animais positivos nos testes recombinantes em relagéo
aos obtidos na gPCR. Nossos resultados discordam dos valores obtidos por Assis et al.
(2010) onde a PCR apresentou valores de positividade superiores ao de outros testes
avaliando amostras de sangue e de outros tecidos, porém eles recomendam que a PCR
quando utilizado para campanhas epidemioldgicas, deve ser avaliado com cautela pelo
fato de detectar apenas o DNA do parasita no sangue. Cavalcanti et al. (2009) utilizando
as mesmas sequéncias iniciadoras especificas do presente estudo, avaliaram amostras de
sangue e a sensibilidade atingiu 100% e 83,3% de especificidade.

Nos trabalhos de Grimaldi Jr et al. (2012) o TR DPP® e 0 ELISA apresentaram
baixa expressdo de sensibilidade quando os animais eram assintomaticos. Os mesmos
resultados foram observados nesse estudo nos animais assintomaticos, a concordancia
entre os testes sorologicos demonstraram valores inferiores, com coeficiente kappa de

0,27 sendo interpretado como razoavel concordancia entre os dois testes. O valor de
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sensibilidade foi de 45% e especificidade de 85%. Embora, o TR DPP® e 0 ELISA/S7®
obtiveram altos indices de positividade entre as amostras, a concordancia regular entre
os resultados possivelmente esteja relacionada ao fato que ambos os testes utilizam
diferentes tipos de antigenos e, portanto, o parasita ao ser inoculado estimula o
desenvolvimento de anticorpos especificos para diferentes tipos de antigenos.

Quanto aos animais sintomaticos, apresentados na Tab. 2, os resultados
mostraram uma sensibilidade entre a gQPCR e TR DPP® de 80% e especificidade de
75% e indice kappa (0,44) com moderada concordancia. Entre a gPCR e o ELISA/S7®
os resultados foram de 80% e 81% de sensibilidade e especificidade, respectivamente e
com kappa (0.51) representando uma concordancia moderada. Lima et al. (2010)
analisando o ELISA, utilizando a PCR como padréo-ouro, apresentaram diferentes
resultados quanto a sensibilidade e especificidade, com valores de 100% e 91,2%,
respectivamente.

Tabela 2. Concordancia estimada entre os resultados obtidos com a qPCR, TR DPP® e ELIS/S7®, taxas

de sensibilidade, especificidade e o indice kappa e sua interpretagdo para 0s 46 animais sintomaticos
avaliados no Semidarido Paraibano.

ENSAIOS gqPCR Sensibilidade Especificidade Kappa
Pos Neg (%) (%) (Interpretacdo)
TR DPP®
Pos. 08 09 0,44
Neg. 02 27 80 S (moderada)
ELISA/S7®
Pos. 08 07 0,51
Neg. 02 24 80 81 (moderada)
ENSAIOS ELISA/S7® Sensibilidade Especificidade Kappa
Pos  Neg (%) (%) (Interpretacdo)
TR DPP®
Neg. 05 24 67 7 (moderada)

A avaliacdo dos animais sintomaticos entre 0 TR DPP® e ELISA/S7® mostrou
que o desempenho em relacdo aos assintomaticos foi melhor, com indice kappa (0,43) e
moderada concordancia. Estudos avaliando o TR DPP® mostraram que os resultados de
sensibilidade (47-62%) e especificidade (87-96%) sdo variaveis, de acordo com 0s
sinais clinicos (Grimaldi Jr et al., 2012., Santis et al., 2013).

Comparando os resultados dos testes entre os dois grupos de animais, 0sS

sintométicos apresentaram melhores resultados de concordancia entre os testes,
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entretanto, o ELISA/S7® foi o teste que apresentou o melhor desempenho nos dois

grupos.

CONCLUSOES

Com base nos resultados, o ELISA/S7® apresentou um melhor desempenho

entre os testes, embora 0 TR DPP® seja um teste de facil execucdo e rapido diagnéstico.
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6. CONCLUSAO

Considerando que a eutanésia dos cdes, como uma das formas de controle da LV, deve ser
realizada com base em um meétodo diagnostico altamente confiavel e que apesar das inumeras
pesquisas e avancgos a respeito do diagndéstico da doenca, os resultados desse estudo revelaram que
nenhum teste diagndstico foi capaz de detectar todos os animais positivos pelo mesmo teste
mostrando que para diagnéstico dessa doenca é necessaria a associacdo de diferentes métodos,
sendo que o ELISA/S7® apresentou o melhor desempenho e a TR DPP® mostrou ser um teste de
répido resultado, facil execucdo sugerindo que o diagnéstico podera ser feito usando o TR DPP®
como teste de triagem e o ELISA/S7® como teste confirmatério, embora seja necessario

aprimoramento no desenvolvimento dos antigenos.
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7. ANEXOS
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Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do texto do
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NORMAS DA DISSERTACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS GRADUCACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Capa — Branca para mestrado e verde para doutorado;

Lado — ano, nome do aluno (primeiro e Gltimo por extenso);

Frente — universidade, centro, programa, titulo, nome do aluno, orientadores;

Margem — 2cm no trabalho todo;

Folha de rosto — cdpia da Capa;

Folha de aprovacéo

Resumo — no maximo 1 pagina, espaco simples e fonte Times 12;

Abstract — idem (Tradugdo do resumo);

Lista de Figuras da revisao bibliogréfica;

Lista de Figura de cada artigo com pagina;

Lista de Tabelas da revisao bibliogréfica;

Lista de Tabelas de cada artigo com pagina;

Lista de abreviacdes;

Sumario;

Formatacdo: Times 12, espagcamento 1,5;

Introdugdo (deve constar a delimitacdo do assunto tratado, os objetivos e a justificativa da
pesquisa);

Revisdo Bibliografica (capitulo | — a critério do autor, a revisao pode ser subdividida);

Referéncias da reviséo Bibliografica (devem seguir as normas da ABNT)

Artigos publicados ou que serdo submetidos (demais capitulos — cada artigo deve ser antecedido por

uma pagina contendo o titulo, nome do periddico onde sera publicado ou para o qual sera submetido



62

a publicacdo — o manuscrito deve ser editado de modo que as figuras e tabelas, bem como suas
respectivas legendas, estejam situadas dentro do texto);

Conclusao;

Anexos Obrigatorios: Normas das revistas e a comprovacao da submissdo do aceite (caso ja tenha
sido submetido ou publicado);

Anexos Opcionais: Detalhes da metodologia; Resultados complementares que ndo foram

apresentados nos artigos; Figuras e tabelas ndo apresentadas no manuscrito; resumos de congressos.



