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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) representa um grave problema de saude publica.
No Brasil, a prevaléncia da infeccdo nos cdes € bastante variavel, podendo atingir
niveis superiores a 60% em alguns surtos. O teste rapido Dual Path Platform (TR-
DPP®-Bio-Manguinhos), como teste de triagem, seguido por ELISA (EIE-Bio-
Manguinhos), como teste confirmatério, tornaram-se parte do protocolo de diagndstico
da LVC, credenciado no Brasil desde 2011. No entanto, o diagnéstico da LVC ainda
precisa ser melhorado para alcancar uma taxa de deteccdo mais precisa.
Recentemente, rKLO8, uma nova proteina antigénica de L. donovani do Sudéo foi
clonada e purificada, e mostrou alta reatividade para diagnosticar leishmaniose visceral
em humanos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a reatividade de soros de
céaes frente ao antigeno rKL08 e o antigeno de referéncia rKk26, comparando ambas as
proteinas, utilizadas como antigenos em testes de ELISA, com os testes DPP® e EIE,
usados como testes de diagnostico da LVC. Amostras de soros de caes de
Governador Valadares, uma area endémica para leishmaniose em Minas Gerais,
Brasil, foram agrupadas da seguinte forma: (I) DPP®/EIE negativo (n = 100), (I) DPP®
positivo / EIE negativo e (lll) DPP® / EIE positivo (n = 100). Niveis séricos elevados de
IgM e IgG para ambos os antigenos, rKLO8 e rK26, foram encontrados no grupo Il (p
<0,0001). Interessantemente, foram detectados niveis elevados de 1gG2 e baixos
niveis de IgGl contra ambos os antigenos no grupo de cédes DPP®/EIE positivo,
sugerindo a ocorréncia de um fendtipo predominantemente do tipo Thl associado com
infeccdo subclinica. O ELISA-rKLO8 (IgG) e o ELISA-rK26 (IgG) mostraram uma
sensibilidade de 68% e 77%, e especificidade de 92% e 91%, respectivamente,
determinado através da analise da curva ROC. Além disso, o coeficiente Kappa indicou
boa concordéancia (0,739) entre o ELISA-rKLO8 versus o ELISA-rK26. Ainda, a
combinacdo de antigenos rKLO8 e rK26 (rKLO8+rK26) em um mesmo teste exibiu
maior sensibilidade (85%) e especificidade (93%). A analise kappa mostrou que o
ELISA-rKLO8 + rK26 (IgG) teve melhor concordancia com ambos os testes, DPP® e
EIE, com valores de kappa igual a 0,700. Estes dados indicaram que a combinacdo dos
antigenos rKLO8 e rK26 gera uma melhor acuracia no diagnostico da LVC que o0s
antigenos rKLO8 e rK26 usados em separado na deteccédo de IgG. Estes resultados
demonstraram, pela primeira vez, a utilidade do antigeno rKLO8 no diagnéstico da
LVC, e que ELISA-rKLOS8, pode representar uma potencial ferramenta adicional para o
diagnéstico de LVC.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral canina. Diagnostico soroldgico. rKLOS.
rK26. Teste rapido DPP® LVC.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) represents a serious public health issue. In
Brazil, the prevalence of infection in dogs is quite variable and may reach levels above
60% in some outbreaks. The dual Path Platform (DPP®-Bio-Manguinhos) as quick
screening test followed by ELISA (EIE-Bio-Manguinhos) as a confirmatory test became
part of the diagnostic protocol of CVL, nationally accreditated in Brazil since 2011.
However, CVL diagnosis still needs to be improved to achieve a more accurate
detection rate. Recently, rKLO8, a new antigenic protein of Sudanese L. donovani, was
cloned and purified and had high reactivity to diagnose human VL. The present study
aimed to evaluate serum reactivity to rKLO8 and to the reference antigen rkK26, and to
compare both diagnostic proteins used in ELISA with the combined DPP® and EIE as
diagnostic tests of CVL. Dog sera samples from Governador Valadares, an area
endemic for leishmaniasis in Minas Gerais, Brazil, were grouped in the following way: (I)
DPP®/EIE negative (n = 100), (Il) DPP® positive/EIE negative and (lll) DPP®/EIE
positive dog sera (n = 100). Enhanced serum levels of IgM and IgG to both rKLO8 and
rk26 were found in group Il (p<0.0001). Interestingly, high IgG2 and low IgG1 levels
against both antigens were detected in DPP®/EIE positive dogs, suggesting the
occurrence of a predominant Thl phenotype associated with subclinical infection. The
rKLO8-ELISA (IgG) and the rK26-ELISA (IgG) showed a sensitivity of 68% and 77%
and specificity of 92% and 91%, respectively, determined by ROC curve analysis. In
addition, Kappa coefficient indicated good agreement (0.739) between rKLOS8-ELISA
and rK26-ELISA. Moreover, the combination of rKLO8 and rK26 antigens (rKLO8+rK26)
exhibited higher sensitivity (85%) and specificity (93%). Kappa analysis established that
rKLO8+rK26-ELISA (IgG) had better agreement with both DPP® and EIE, with kappa
values of 0.700. These data indicate that the combination of rKLO8 and rK26 antigens
has better accuracy in the diagnosis of CVL than rKLO8 and rK26 used separately at
detecting 1gG. These results showed for the first time the usefulness of rKLO8 antigen
in the diagnosis of CVL, and that rKLO8-ELISA may represent a potential additional tool
for the diagnosis of CVL.

KEY-WORDS: Canine Visceral Leishmaniasis. Serodiagnosis. rKLO8. rK26. DPP®
CVL rapid test.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas, responsaveis por um
grande problema de saulde publica mundial. Considerada uma das dez principais
doencas tropicais pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2010), as
leishmanioses s@o causadas por diferentes espécies de protozoarios
tripanosomatideos do género Leishmania. Tém sido reportadas mais de 20 espécies de
Leishmania que capazes de causar infec¢cdes em humanos.

O parasito é transmitido ao hospedeiro vertebrado por insetos vetores da
subfamilia Phlebotominae dos géneros Lutzomyia, em paises do Novo Mundo e
Phebotomus, no Velho Mundo (Grimaldi e Tesh, 1993; WHO, 2010; 2015; De A.
Marzochi e F. Marzochi, 1994).

As enfermidades causadas pelos protozoarios do género Leishmania distribuem-
se por 98 paises nos cinco continentes, atualmente, existem 14 milhdes de individuos
infectados, sendo que 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco. Estima-se que
1,3 - 2 milhdes de novos casos, dos quais 500 mil apresentam leishmaniose visceral
(LV) e 1,5 milhdes leishmaniose cutanea (LC), e 20.000 a 30.000 Obitos ocorram
anualmente no mundo por leishmanioses (WHO, 2015).

Essas doencas sdo caracterizadas por um amplo espectro de manifestacfes
clinicas que dependem da espécie do parasito, da patogenicidade e da resposta
imunoldgica mediada por células do hospedeiro (Deane e Grimaldi, 1985; Grimaldi e
Tesh, 1993; Ashford e Bates, 1998). No homem, a doenga manifesta-se em formas
classicas descritas como: leishmaniose cutanea, leishmaniose cutdnea mucosa,
leishmaniose cutédnea disseminada, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose dérmica
pés-calazar e leishmaniose visceral, sendo esta Ultima considerada a mais grave
(Santos et al., 2008; Cruz et al., 2009).
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A leishmaniose visceral, € uma doenca infecciosa grave, sistémica e fatal se ndo
€ tratada. Atualmente 70 paises sdo endémicos para LV e mais de 90% dos casos
ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo e Sud&o do Sul,
Figura 1 (WHO, 2015).

Leishmaniose visceral no mundo, 2013.

= - @ Registro de paises que
£ importaram casos de VL

Ardbla Saudita - 8
Federagdo Russa—2
Bélgica—1

Finldndia- 1

Republica de Moldova - 1

Nimero de novos casos de
VL registrados em 2013.

. 1000

. 500999
Bl 100-499 [ Casos autéctones ndo registrados

@ l‘ " @ <100 [ Ssem dados
S o [ Ndo aplicado
Figura 1. Endemicidade da Leishmaniose visceral no mundo, 2013.
Fonte: http://gamapserver. WHO.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis2013VL.png

No Brasil, a LV é uma doenca endémica e representa um grave problema de
saude publica, considerada uma zoonose de transmissao vetorial.

Tendo como agente etiolégico o protozoario L. infantum (sinénimo de L. chagasi)
cuja transmissdo ocorre através do repasto sanguineo da fémea de L. longipalpis
infectada (Ministério da Saude, 2014). Inicialmente, a ocorréncia da LV estava limitada
a areas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas encontra-se em franca expansao
para grandes centros. Na década de 1990, aproximadamente 90% dos casos de LV se
concentravam na regidio Nordeste. A medida que a doenca se expande para as outras
regides, essa situacdo vem se modificando e, em 2012, a regido Nordeste foi
responsavel por 43,1% dos casos do pais (Ministério da Saude, 2014).

No Brasil, os dados dos ultimos anos revelam, um processo de expansao e

urbanizagdo da LV com aumento no numero de casos humanos e cées soropositivos


http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis2013VL.png

19

em cidades de médio e grande porte, como Palmas (TO), Campo Grande (MS), Belo
Horizonte (MG) e Rio de Janeiro (RJ). No periodo de 2003 a 2012, a média anual de
casos de LV foi de 3.565 casos e a incidéncia de 1,9 casos/100.000 habitantes
(Gontijo, 2004; De Carvalho et al., 2010; Ministério da Saude, 2014).

Em Minas Gerais, a ocorréncia de casos humanos de LV foi inicialmente
registrada na década de 1940, na regido Norte do Estado, e na década de 1960, na
regido do Vale do Rio Doce, localizada na regidao leste do Estado. Esta regido foi
considerada area endémica, porém controlada apds a implantacdo do programa de
controle da LV na década de 1960, que se baseou na integracdo de trés medidas de
saude publica: a distribuicdo gratuita do tratamento especifico, o controle de
reservatorios domésticos e o controle de vetores (Gomes e Costa, 2001). No inicio dos
anos 2000 os municipios de Resplendor, Tumiritinga e Governador Valadares,
registraram novamente casos de LV (Aversi-Ferreira et al., 2008; Barata et al., 2013).

A cidade de Governador Valadares, MG esta localizada na regido leste do
Estado Minas Gerais, ao longo da bacia do Rio Doce, regido sudeste do Brasil, com
260.396 habitantes, distribuidos dentro de 100 distritos urbanos e dez rurais. O clima
local semi- imido, tropical é caracterizado por uma temperatura média de 24,5°C, com
apenas pequenos desvios durante o ano (Miranda et al., 2011).

O primeiro registro de casos de LV em Governador Valadares foi nos anos 60
(Coelho e Falcao, 1966). Uma vez adotado o programa de controle da LV, o municipio
foi considerado como pertencente a uma area "endémica controlada”. No entanto, no
inicio dos anos 90, o programa foi interrompido e desde entdo a vigilancia
epidemioldgica ndo tem sido realizado regularmente na regido. Desta forma, depois de
certo tempo de aplicacdo de tentativas de controle da LV no municipio de Governador
Valadares, desde 2008 comecaram a ser registrados novamente caso de LV em
humanos e cées, assim em um estudo realizado com informac¢des dos anos 2008 a
2011, foram reportados 86 casos autéctones de LV e 4,992 (30,2%) de céaes
soropositivos para LV dos 16,529 avaliados, em 35 distritos de Governador Valadares
(Barata et al., 2013). Em 2013 foram realizados 7.116 exames em caes, sendo 2.247
positivos para LV, e em humanos foram notificados 12 casos, com um obito (Prefeitura

Governador Valadares-Mg, 2014). Essa reaparicdo de casos de leishmaniose visceral
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em humanos e caes pode ser explicado pelos diferentes fatores que contribuem com o
ciclo de transmissdo da doenga como: grande numero de espécies de flebotomineos
gue podem ser vetores e por mais de uma centena de espécies de animais que podem
se reservatorios. Também, deve se considerar que as circunstancias da transmisséo
das leishmanioses sao continuamente alteradas em relacdo aos fatores ambientais e

comportamento humano (Gramiccia e Gradoni, 2005).

1.2 AGENTES ETIOLOGICOS

Os parasitos causadores das leishmanioses sdo protozoarios do género
Leishmania, e apresentam em seu citoplasma uma organela caracteristica da ordem
Kinetoplastida, a qual € caractezida por uma estrutura mitocondrial que contém DNA
extranuclear, denominada cinetoplasto, formado por um maxicirculo e um minicirculo
(Lainson e Shaw, 2005; Bates e Ashford, 2006).

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros, de acordo com o sitio de
desenvolvimento do parasito no intestino do vetor: Leishmania (Leishmania) e
Leishmania (Viannia) (Lainson et al., 1977). As espécies do subgénero L. (Leishmania)
se desenvolvem no intestino médio e anterior do vetor (regido suprapilarica). Ja as
espécies do subgénero L. (Viannia) tem seu desenvolvimento no intestino posterior
(regido peripilarica) do vetor (Lainson et al., 1987).

O agente etioldgico responsavel por causar a LV pertence ao subgénero
Leishmania, apresentando dois espécies principais: L. donovani, e L. infantum (Melo,
2004). Nas Américas e Brasil a LV é causada pela L. infantum, espécie considerada
sinonimia de L. chagasi (Mauricio et al., 2001; Ministério da Saude, 2014).

Leishmania spp. apresenta duas formas de desenvolvimento: promastigotas e
amastigotas. A forma promastigota tém aparéncia fusiforme com a extremidade
posterior mais delgada que a anterior (Figura 2A). Medem cerca de 10 a 30 ym de
largura e de 3 a 5 ym de comprimento. Apresentam nucleo arredondado ou oval na

regido central do parasito, cinetoplasto subterminal localizado na regido anterior do
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parasito e flagelo longo localizado na parte posterior, de tamanho similar ao do corpo.
As promastigotas estdo presentes no trato digestivo do vetor (De Gopugui e Ruiz,
2003). As formas amastigotas apresentam um formato arredondado, com medidas de 3
-5 um de largura e 1.5 — 2.5 um de comprimento, ndo apresenta flagelo livre (Figura
2B). Apresentam nucleo volumoso e esférico, geralmente excéntrico, e um cinetoplasto
proéximo ao nucleo de forma bacilar, onde é encontrado o DNA mitocondrial. A forma
amastigota se multiplica preferencialmente dentro das células do Sistema Mononuclear
Fagocitario (SMF) dos mamiferos (Connor et al., 1997).
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Figura 2. Morfologia da Leishmania spp..

A: promastigotas (setas) observados por microscopia com coloracdo Giemsa; B: amastigotas (setas)
observados ao microscéopio com coloracao Giemsa.

Fonte: A: www.5equipo3d.blogspot.com; e B: www.sante.univ-nantes.fr.

1.3 VETORES

Os flebotomineos transmissores de Leishmania sdo insetos hematofagos de 2
atée 3 mm de comprimento, com asas eretas em forma de “V” e o0 corpo coberto de
cerdas e sao de coloragéo clara (castanho-claro ou cor de palha). S&o facilmente
reconheciveis pelo seu comportamento, ao voarem em pequenos saltos e pousarem
com as asas entreabertas. Estes insetos, principalmente encontrados em regides
tropicais e subtropicais, apresentam costumes noturnos e seu ciclo biologico é dado
por uma fase de ovo, quatro estagios larvarios, um de pupa e a forma adulta (Sandoval
e Ferro, 1998; Ordenana-Pilotos, 2005).
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Os vetores de Leishmania pertencem a familia Psychodidae, que inclui seis
subfamilias (Young, 1979), das quais apenas duas sdo hemato6fagas (Phlebotominae e
Sycoracinae). A subfamilia Phlebotominae esta dividida em seis géneros: Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius no Velho Mundo, e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no
Novo Mundo. Phlebotomus e Lutzomyia sao os vetores comprovados da leishmanioses

no Velho e Novo mundo, respectivamente (Wijeyaratne et al., 1994) Figura 3.

Figura 3. Lutzomyiasp. vetor da leishmaniose.
Fonte: www.vectorbase.org/image-gallery/Lutzomyialongipalpis.

No Brasil os vetores responsaveis pela transmissdo da LV sdo insetos, cujos
nomes populares: “mosquito palha, tatuquira e birigui” dentre outras, variam de acordo
com a regido. A principal espécie responsavel pela transmissao da LV no Brasil é a
Lutzomyia longipalpis, apresentando uma ampla distribuicdo geografica e parece estar
em expansdo. Essa espécie € encontrada em quatro das cinco regibes geograficas:
norte, nordeste, sudeste e centro-oeste. Além dessa espécie, o Lutzomyia cruzi,
também é conhecido como vetor em areas especificas dos estados do Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul (Ministério da Saude, 2014).
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1.4 CICLO DE VIDA DAS ESPECIES DO GENERO Leishmania

Os parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo de vida digenético
alternando entre um hospedeiro mamifero e insetos vetores (Dostalova e Volf, 2012).
Durante a evolucdo de seu ciclo de vida, a Leishmania foi se adaptando a ambientes
variados e heterogéneos em relagcdo ao inseto vetor e hospedeiros vertebrados, que
diferem no pH, temperatura e outros parametros (Volf et al., 2008).

O ciclo de vida inicia no vector quando € infectado pela ingestdo das formas
amastigotas do parasito, no interior dos macréfagos e presentes na pele do hospedeiro
infectado, apO0s o0 repasto sanguineo, realizado apenas pelas fémeas dos
flebotomineos. No trato digestivo anterior do vetor ocorre o0 rompimento dos
macrofagos e a liberacdo das formas amastigotas. Os amastigotas e diferenciam-se até
o estado infectante de promastigotas metaciclicas e reproduzem-se por processos
sucessivos de divisao binaria.

O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas, quando o
flebotomineo infectado realiza um repasto sobre um novo hospedeiro suscetivel, os
promastigotas metaciclicas s&@o inoculados juntamente com a saliva que contém
moléculas com propriedades vasodilatadoras e anti-inflamatérias que facilitam o
estabelecimento da infeccdo. Uma vez no hospedeiro, as formas promastigotas sao
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente macrofagos
e diferenciam-se em amastigotas. Estas multiplicam-se intensamente por divisdo
binaria até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberagdo destas formas que séo
fagocitadas por novos macréfagos, em processo continuo, ocorrendo entdo a
disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitéario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea, propagando a
doenca no hospedeiro vertebrado (Folgueira e Requena, 2007). Na figura 4 pode-se
observar o ciclo de vida das espécies de Leishmania.
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Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de Montalvo Alvarez, A. M., (2011).

1.5 RESERVATORIO

Um animal considerado reservatorio da doenca tem seu sistema bioldgico capaz
de garantir a existéncia do agente etiologico, e facilitar sua posterior transmisséo. Além
disso, 0 animal/reservatério deve estar presente em um numero suficientemente alto no
nicho ecolégico da doenca, tendo uma média de vida longa para garantir a fonte de
alimentacao para o inseto vetor. Desse modo, o animal e o vetor ficam intimamente
relacionados, e ainda, o processo de infecgcdo deve ser crbnico de modo que o0s
parasitos estejam em quantidades e em tempo suficientes para garantir a infecdo dos
vetores (Ashford, 1996; WHO, 2010).
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No ambiente silvestre, os reservatorios de LV sdo principalmente raposas
(Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) (Deane e Deane, 1955; Lainson et al., 1990) e
marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis marsupiais) (Corredor et al., 1989;
Sherlock, 1996).

Nas regides rurais, periurbanas e urbanas, o cdo doméstico (Canis familiaris) € o
principal reservatério da infeccdo para o homem (Molano et al., 2003; Ramiro et al.,
2003). Evidéncias epidemioldgicas indicam roedores em geral, como possiveis
reservatorios peridomésticos de L. infantum, constituindo um importante elo entre o
ambiente silvestre e o domiciliar (Corredor et al.,, 1989). Além de roedores, gatos
também tém sido encontrados naturalmente infectados (Figueiredo et al., 2009), mas
pouco se sabe sobre a importancia epidemioldgica destes animais como reservatérios
da doenca.

No Brasil, entre os canideos que atuam como reservatério de maior importancia,
destacam-se as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais
(Didelphis albiventris) no ciclo silvestre e rural, e o cdo doméstico (Canis familiaris) no
ciclo urbano (De Camargo-Neves et al., 2006; Ministério Da Saude, 2006) Figura 5.

Os cdaes sao considerados os principais reservatorios do agente etioldgico da LV
no ambiente doméstico devido a alta suscetibilidade desses animais a infeccdo e ao
intenso parasitismo cutaneo e a sua presenca nas residéncias (Deane e Deane, 1955;
Quinnell e Courtenay, 2009), servindo assim como fonte de infeccéo para os vetores ali
presentes, o0 que contribui para a manutencao e expansao do ciclo de transmissao em
contextos domésticos e peridomicilio (Ashford, 1996; Courtenay et al., 2014; Ministério
da Saude, 2014).

Figura 5. Reservatorios de Leishmania spp.

A) D. albiventris. B) Proechimys sp. C) Canis familiaris. Fonte: www.nhm.ac.uk/education/online-
resources/a-day-in-the-life/post-16/2choose-what-to-study/index.html
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1.6 LEISHMANIOSE VISCERAL E LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A LV é uma zoonose crbnica causada pelo protozoario L. infantum cuja
transmissao ocorre através do repasto sanguineo da fémea do inseto flebotomineo
infectado (Pearson e De Queiroz, 1996). Alem do homem, L. infantum também pode
infectar canideos silvestres e domésticos, marsupiais, roedores, felideos, dentre outros
(Dantas-Torres, 2007; Quinnell e Courtenay, 2009). A LV é uma doenca de progressao
lenta do sistema reticuloendotelial, que uma vez iniciado os sinais clinicos e na
auséncia do tratamento, pode causar a morte (WHO, 2010).

O ponto de inoculagdo que inicia a primo-infeccdo pode ser imperceptivel ou
pode ser observado uma lesdo primaria que néo ulcera. Apos a infeccao aparece uma
sintomatologia secundaria, causada pela infeccdo de o6rgdos como baco, figado, e
medula  Ossea, caracterizado pelo surgimento de febre, leucopenia,
hepatoesplenomegalia, diminuicdo do peso corporal e apetite, anemia com um
prognaéstico de morte muito comum na populacéo infantil (WHO, 2010).

O periodo de incubacdo da LV é bastante variavel tanto para o homem como
para o cdo. No homem, varia entre 10 dias a 24 meses, apresentando média de 2 a 6
meses. No cdo, este periodo € ainda mais variavel, sendo considerado a partir de 3
meses a varios anos, apresentando uma meédia de 3 a 7 meses (Ministério da Saude,
2006; Baneth e Aroch, 2008). A visceralizacdo da infec¢cdo pode iniciar-se em poucos
meses ou levar varios anos para ocorrer (Géllego, 2004).

A LVC é uma doencga sistémica grave, de evolugdo lenta e inicio insidioso,
causada principalmente, pela espécie L. infantum. Nas Américas, estima-se também,
gue milhdes de cédes estejam infectados, ndo sé por L. infantum, mas também, por
outras espécies de Leishmania, como Leishmania (Viannia) braziliensis (Hernandez et
al., 2006; Dantas-Torres, 2009).

O desenvolvimento da doenca nos cées pode variar, sendo marcado pelo
pleomorfismo de sinais e certamente influenciado por fatores, tais como a
suscetibilidade genética do animal, aspectos nutricionais, resposta imunoldgica

desenvolvida pelo cdo e por fatores intrinsecos do parasito e pela carga parasitaria



27

inoculada. Dentre estes fatores também estdo a coinfeccdo de outros parasitos ou
imunossupressao (Aresu et al., 2007; Cortese et al., 2011; Palatnik-De-Sousa, 2012).

A LVC é o protétipo de uma disfuncdo imunologica especifica resultante do
parasitismo do sistema mononuclear fagocitario pela Leishmania, produzindo um amplo
espectro de manifestacdes clinicas. Os aspectos clinicos podem se apresentar de
diversas maneiras, desde quadros subclinicos, com animais aparentemente sadios, até
um estagio cronico generalizado, que fatalmente, leva a morte do animal, caso ndo seja
tratado adequadamente (Solano-Gallego et al., 2011).

Classicamente, a LVC inicial € acompanhada por febre, descamacédo e eczema,
especialmente, no espelho nasal e na orelha. Muitas vezes apresentam pelos opacos,
pequenas Ulceras rasas localizadas, frequentemente ao nivel das orelhas, focinho,
cauda e articulacbes. Com a evolucdo da doenca € comum ocorrer linfadenopatia,
alopecia, dermatites, Ulceras de pele, onicogrifose, ceratoconjutivite, coriza, apatia,
diarréia, hemorragia intestinal, edema das patas, vémito, além do aparecimento de
areas de hiperqueratose, especialmente na ponta do espelho nasal. Na fase final da
infeccdo ocorre em geral, a paresia das patas posteriores, caquexia, inanicdo e morte.
Entretanto, cades infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo
periodo de tempo (Ministério Da Saude, 2006).

Diferentes critérios sdo utilizados nas classificagfes clinicas dos animais com
LVC. Mancianti et al., (1988) incluem em suas classificagcbes a adenopatia linfoide,
diminuicdo do peso, opacidade dos pelos, alopecia, eczema furfuraceo, Ulcera,
onicogrifose, ceratoconjuntivite, e rigidez dos membros posteriores, graduando o0s
animais em assintomaticos, oligossintomaticos e sintométicos, com base no exame
fisico(Mancianti et al., 1988). Quinnell et al., (2003) consideram alopecia, dermatite,
Ulcera, onicogrifose, conjuntivite e linfadenopatia como alteracdes importantes e
classificam os animais em assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos.
Solano-Gallego et al., (2009), por sua vez, classificou 0os animais em: caes com
leishmaniose clinica, aqueles que apresentam sinais clinicos compativeis e/ ou
alteracdes clinicopatologicas e com infeccdo confirmada. Os cdes com leishmaniose
subclinica ou infeccdo subclinica; aqueles que ndo apresentam sinais clinicos ou

alteracdes clinicopatolégicas por testes laboratoriais de rotina (hemograma, perfil
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bioguimico e urindlise), porém, que tenham a infeccdo confirmada. Por outro lado,
Solano et al.,, (2011) classificou os individuos assintomaticos como aqueles que
possuem auséncia de sinais clinicos sugestivos da infeccdo por Leishmania, os
oligossintomaticos por apresentarem no maximo trés sinais clinicos, e os sintomaticos
como aqueles com todos ou alguns sinais mais comuns da doenca, com base no
exame fisico (Solano-Gallego et al., 2011).

Os principais sinais clinicos da LVC incluem alteracbes dermatoldgicas
(alopecia, dermatite furfuracea, ulceras cutaneas e descamacdes), bem como, nédulos,
perda de apetite, perda de peso moderada ou grave e comumente apresenta caquexia,
pelos opacos, onicogrifose, ceratoconjuntivite, e hepatoesplenomegalia (Solano-
Gallego et al.,, 2011) (Figura 6). Algumas formas amastigotas de Leishmania spp.
podem se distribuir em varios outros tecidos dos cées podendo resultar em
manifestacbes clinicas atipicas (Tafuri et al., 2004), como desordens neurolédgicas
(Blavier et al., 2001), cardiopatias, pneumopatias (Torrent et al., 2005; Silvestrini et al.,
2012), alteracdes gastrointestinais (Adamama-Moraitou et al., 2007), bem como, lesGes

no sistema genital (Diniz et al., 2005; Benites et al., 2011).

Figura 6. Sinais clinicos da leishmaniose visceral canina.
(A) Lesbes ulceradas (orelha e face) e nédulos, (B) emagrecimento acentuado e alopecia, (C)
descamacdes, (D) pelos opacos, (E) onicogrifose, (F) ceratoconjuntivite. Fonte: Secretaria Municipal de
Salde Departamento de Vigilancia em Salde Centro de Controle de Zoonoses Governador Valadares —
MG 2014.
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1.7 IMUNOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A imunidade contra a Leishmania é mediada por respostas imunes inata e
adaptativa (Kedzierski, 2010). O parasito é capaz de infectar uma variedade de células
hospedeiras e manipular vias de sinalizacdo que estdo envolvidos na morte de
patdogenos ou em estimulacdo de respostas imunes (Shio et al., 2012). Na imunidade
inata os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas para o local da infeccao,
também representando as primeiras células infectadas. Eles servem como células
hospedeiras intermediarias, ajudando o parasito a entrar silenciosamente nos
macrofagos (Van Zandbergen et al., 2004). Em geral, a Leishmania entra nos
macrofagos atraves de um processo classico mediado por receptores. Este inclui varias
moléculas do parasito e receptores de superficie dos macréfagos tais como os
receptores para o complemento (CR) 1, CR3 (Mac-1), receptor de fibronectina e o
receptor de manose-fucose (MR). Estes receptores reconhecem estruturas especificas
sobre a superficie de promastigotas, que incluem lipofosfoglycanos de superficie
(GLP), a protease maior de superficie (GP63), e proteofosfoglycanos (PPG) de
promastigotas de L. major (Liu e Uzonna, 2012).

Os macréfagos e as células dendriticas também desempenham um papel
essencial na susceptibilidade ou resisténcia contra a infeccado por Leishmania (Liu e
Uzonna, 2012; Mccall et al., 2013).

O controle da leishmaniose depende da resposta imune mediada por célula
(Murray, 1997), principalmente por células T CD4+ e as células natural Killer,
comumente conhecidas como células NK, produtoras de IFN-y. As células NK
conectam a resposta inata para o desenvolvimento de uma imunidade celular
adaptativa eficiente. Quando estimuladas por IL-12 (produzidas pelas células
apresentadoras de antigenos), as células NK produzem IFN-y, que induz maior
producdo de NO, responsavel por parte da atividade microbicida dos macréfagos
(Scharton-Kersten et al., 1995; Bogdan et al., 2000; Brandonisio et al., 2002). (TNF-a) e
as interleucinas-2 e -12 (IL-2 e IL-12) (Pinelli et al., 1994; Pinelli et al., 1999;

Bhattacharya e Ali, 2013). Apos a fagocitose dos protozoarios, sdo ativados
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mecanismos intrinsecos capazes de promover a resisténcia a acado de enzimas
hidroliticas e espécies reativas do oxigénio (Paltrinieri et al., 2010; Van Assche et al.,
2011).

A sobrevivéncia do parasito € baseada em mecanismos de evasao, tais como a
modulacdo da atividade leishmanicida dos macréfagos pela producdo do fator de
crescimento tumoral (TGF-B) com inibicdo da acdo de interferon gama (IFN-y-),
reducdo da expressao das moléculas MHC de classe Il e a supresséo da producao de
oxido nitrico (NO) (Kemp et al., 1993). Além disso, tem sido demostrado que a IL-10,
citocina imunorregulatoria produzida por macréfagos e linfocitos, também contribui para
a sobrevivéncia do parasito dentro destas células, sendo considerada um forte fator da
patogénese na LV, inibindo a sintese das citocinas inflamatérias IL-1B, IL-6, IL-8 e
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), produzidas pelos macrofagos (De Waal Malefyt,
Rene et al., 1991). Além disso, a IL-10 é capaz de reduzir a fungdo apresentadora de
antigenos de macroéfagos por diminuicdo da expresséo de moléculas MHC de classe Il
(De Waal Malefyt, René et al., 1991).

Similar a leishmaniose visceral humana, o surgimento dos sinais clinicos em
cdes suscetiveis deve-se a uma resposta imune exacerbada do tipo Th2, com
proliferacdo de linfécitos B e producdo das citocinas anti-inflamatorias como a
interleucina 4 (IL-4), IL-5, IL-6 e IL-10. Este microambiente favorece uma marcada
resposta humoral, a qual pode promover a formagdo de imunocomplexos (Barbieri,
2006). Estes imunocomplexos sédo responsaveis pela grande variedade de sinais
clinicos presentes na LVC, por se depositarem em varios 6rgaos e tecidos dos caes,
levando a respostas inflamatdrias intensas (Ciaramella e Corona, 2003).

Desse modo, em cées, a LV esta frequentemente associada com uma resposta
imunologica humoral. O nivel de imunoglobulinas especificas para Leishmania
detectadas em cées sintomaticos sdo maiores que os detectados em céaes infectados
assintomaticos (Reis et al., 2006). Nos caes, quatro subclasses de IgG foram descritas,
IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 (Mazza et al., 1993), sendo as duas primeiras as mais
estudadas. Uma resposta imune com predominancia de células Thl é caracterizada
pela producdo mais acentuada de imunoglobulinas da subclasse IgG2, associadas a

resisténcia a doenca com quadro clinico menos grave. Por outro lado, a geracdo de
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uma resposta imune Th2 influencia a produc&o de imunoglobulinas da subclasse IgG1,
associadas a progressao da doenca e um quadro clinico mais acentuado (Pinelli et al.,
1994; Solano-Gallego, Laia et al., 2001).

Estudos realizados por Reis et al. (2006); Dos- Santos et al. (2008) e Costa et al.
(2013) reportaram uma forte associacao entre os niveis de imunoglobulinas, o estado
clinico e a densidade de parasitos no tecido, pela correlacéo positiva entre os titulos de
IgG e IgG2 e a carga parasitaria nos linfonodos de cées infectados (Dos-Santos et al.,
2008; Costa et al., 2013). Além disso, varios estudos mostram aumento nos niveis de
IgG2 anti-Leishmania em cées infectados (Deplazes et al., 1995; Bourdoiseau et al.,
1997; Nieto et al., 1999; Leandro et al., 2001; Solano-Gallego, L et al., 2001; Almeida et
al., 2005).

A identificacdo ou presenca do perfil de IgG1 em cées é mais controversa (Nieto
et al., 1999; Solano-Gallego, L et al., 2001; Vercosa et al., 2008). Costa et al. 2013
observaram aumento na concentracdo de IgG2 muito similar aos niveis de IgG total,
em contraste, os niveis de IgG1l se apresentaram mais variaveis durante a infeccéo
(Costa et al., 2013). Alguns autores afirmam que o aumento de IgG1 esta relacionado
com a manifestacdo clinica severa nos caes, enquanto que elevados titulos de 1gG2
estdo associados aos cdes naturalmente resistentes a doenga ou protegidos pela
vacina (Solano-Gallego et al., 2001; Ribeiro et al., 2011).

Além disso, varios estudos tem mostrado que a resposta imune tipo Thl esta
associada a predominancia de anticorpos IgG2 e a producao de IFN-y, contribuindo,
assim, com o controle da doenca (Asl et al., 2013; Cruz-Chan et al., 2014). Outros
trabalhos mostraram que altos niveis de IgG2 estdo associados com a doenca
assintomatica e altos niveis de IgGl com a doenca ativa. Apesar dos resultados
controversos, ainda persiste a proposta que a analise comparada de niveis séricos de
subclasses de IgG possa representar um método indireto e facil de identificacdo de
cdes resistentes ou suscetiveis a doenca (Deplazes et al., 1995; Bourdoiseau et al.,
1997; Solano-Gallego et al., 2001; Iniesta et al., 2005; Reis et al., 2006; Asl et al.,
2013).
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1.8 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Para o diagnostico da LVC, varias estratégias tém sido estabelecidas, visto que
os achados clinicos ndo sao patognomonicos. Desta forma O diagnostico clinico,
isoladamente, nao é suficiente para identificar um cao infectado, portanto, o diagnéstico
€ baseado em métodos parasitoldgicos, sorolégicos e moleculares.

O diagndstico clinico da LVC é dificil de ser realizado devido a variedade de
sintomas da doenca (Ferrer, 1999). Os achados clinicos da LVC sdo comuns a outras
doencas, tornando necessario o diagnostico laboratorial ou parasitologico para a
confirmacgédo da doenca (Singh e Sivakumar, 2003). Por outro lado, enquanto a
prevaléncia da infeccdo em cédes em areas endémicas pode chegar a 50% ou mais, a
prevaléncia da doenca clinica ocorre entre 3% e 10%, demonstrando que a maioria dos
caes infectados ndo desenvolve sintomas, o que dificulta o diagnéstico. O periodo de
incubacdo na LVC é bastante variavel, sendo de trés meses a varios anos, e 0S
animais podem permanecer assintomaticos por toda a vida (Gomes et al., 2008). O
teste diagnostico mais confiavel € a observacdo direta do parasito em esfregacos de

medula éssea ou linfonodos, porém muitas vezes é impossivel de detectar o parasito.

1.8.1 METODOS PARASITOLOGICOS

O exame parasitolégico serve para demonstracdo direta do parasito, € o método
de certeza, invasivo e baseia-se na demonstracdo do parasito em material biolégico
obtido através de puncdo hepatica, de linfonodos, baco, medula 0ssea e bidpsia ou
escarificacdo da pele. Possui especificidade de 100%, e a sensibilidade dependente do
grau de parasitemia, do tipo de material biolégico coletado e do tempo de leitura da
lamina, estando em torno de 80% para cdes sintomaticos e menor ainda para caes

assintomaticos. E um método seguro de diagndéstico, uma vez que o resultado positivo
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€ dado pela observacao direta de formas de amastigotas (Ministério da Saude, 2006),
sendo considerado como padrao ouro para o diagnéstico da LVC (Tafuri et al., 2001).

Dentre os métodos de deteccdo direta do parasito, os mais utilizados sédo a
microscopia e a cultura. A microscopia consiste na observacao direta da Leishmania,
na forma amastigota livre ou no interior de células do sistema mononuclear fagocitario,
em laminas de microscopia, fixadas em metanol e coradas com o Giemsa e o
Leishman. E uma forma segura, simples, rapida e pouco trauméatica para o diagnostico
da doenca. Apesar de ser rapida e ter um custo baixo, a principal desvantagem da
microscopia é o fato do bom resultado depender de pessoal bem treinado. A
especificidade desse método é de 100%, mas a sensibilidade depende do grau do
parasitismo, do tipo de material bioldgico coletado, do seu processamento e coloragéao,
além do observador (Baneth e Aroch, 2008; Gomes-Silva et al., 2008). Porém, a
analise direta por microscopia Otica de amostras de aspirado de medula éssea ou
linfonodo pode produzir resultados falso-negativos devido a baixa carga parasitaria que
ocorre principalmente em cées assintomaticos (Chulay e Bryceson, 1983). Nestes
animais, a sensibilidade deste método € menor que 30% (Saridomichelakis et al.,
2005).

Quando os parasitos ndo sao visiveis utiliza-se métodos parasitoldégicos
indiretos, como, cultura a partir de aspirados de medula 6ssea e de linfonodos, a
cultura do parasito também tem sido considerada como método padrao ouro para o
diagnostico da doenca (Sundar e Rai, 2002b; Carvalho et al., 2009). A cultura
representa um método auxiliar para a técnica de diagnéstico direto, uma vez que,
permite o isolamento do parasito e facilita a sua deteccdo. Na cultura, as formas
promastigotas sdo cultivadas em meios especificos, como o Novy-MacNeal-Nicolle
(NNN) ou 0 RPMI-1640 (Aksoy Gokmen et al., 2015).

No entanto, embora ofereca uma alta especificidade, j& que permite a
identificag8o do parasito, a sensibilidade deste método & muito baixa. As desvantagens
da técnica sdo a demanda de muito tempo para liberacdo dos resultados, a dificuldade
em isolar parasitos selvagens no meio de cultura, a dependéncia do namero de
parasitos presentes no material e as possiveis contaminacdes microbianas que

inviabilizam a obtencdo do resultado, além de ser dependente da experiéncia do
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observador (Moreira et al., 2007). A inoculagdo em animais experimentais como pode
ser um método muito Util no caso de cepas de dificil crescimento ou indculos
contaminados (Cuba Cuba, 2000).

1.8.2 METODOS SOROLOGICOS PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
LEISHMANIA

Devido a problemas inerentes a pesquisa direta do parasito, métodos indiretos
foram desenvolvidos para o diagnostico da LVC, como a sorologia. Técnicas
sorologicas sdo comumente empregadas no diagnostico da LVC (Gomes et al., 2008).
Dentre elas incluem-se o ensaio imunoenzimatico (ELISA), o ensaio de aglutinacédo
direta (DAT), a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), e o teste rapido
imunocromatografico, sendo o RIFI e o ELISA os mais utilizados tanto na pratica clinica

guanto em inquéritos epidemioldgicos e populacionais (Morales-Yuste et al., 2012).

1.8.2.1 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA — RIFI

A RIFI é um teste em que os anticorpos anti-lgG marcados com fluoréforos
reagem com parasitos que foram fixados sobre uma placa, indicada como referéncia
pela Organizacdo Mundial de Saude Animal para o diagndéstico sorologico da LVC
(Gramiccia e Gradoni, 2005). O material recomendado para a realizacdo do RIFI € o
soro sanguineo e o resultado considerado sororreagente € aquele que possua titulo
igual ou superior ao ponto de corte que é a diluicdo de 1:40 (Ministério da Saude,
2006).

A RIFI apresenta algumas desvantagens, entre as quais a dificuldade de

padronizacdo, assim como para interpretacdo dos resultados, ja que esta ultima
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depende muito da experiéncia de quem realiza a leitura, portanto, a reprodutibilidade
entre laboratérios varia. No entanto, apesar destas limitagées, a RIFI continua sendo
usada como um método de diagndstico para o processamento de soros caninos, que é
talvez, o teste mais amplamente utilizado para o diagndstico da LVC e em alguns casos
utilizado como um teste de confirmacao. A sensibilidade e especificidade da RIFI varia
com intervalos de 68 a 100% e 60 a 90%, respectivamente (Ferroglio et al., 2006; Lira
et al., 2006).

O RIFI é um dos testes mais sensiveis, no entanto, um resultado negativo nao
exclui que o animal esteja afetado, uma vez que ha animais que demoram algum
tempo a desenvolver a resposta humoral e a atingir titulos de anticorpos considerados
positivos. Assim, em animais clinicamente suspeitos ou com resultados duvidosos
deve-se repetir 0 teste passadas 4 a 6 semanas ou recorrer a outro tipo de teste
(Ministério Da Saude, 2006).

1.8.2.2 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes em sobrenadante de
cultura ou em amostra de soro, com antigenos sollveis e purificados de Leishmania
spp. obtidos a partir de cultura in vitro, ligados a suportes soélidos. Este antigeno é
adsorvido em microplacas e os soros diluidos sdo adicionados posteriormente. O
ELISA € um método amplamente utilizado no diagndstico da LVC, sendo a segunda
técnica mais utilizada por pesquisadores europeus (Ministério da Saude, 2006).

O ELISA tem como vantagens a facilidade para examinar grande numero de
animais em curto periodo de tempo e a versatilidade, sendo facilmente adaptavel para
ser usado com diversos tipos de antigenos, tais como do citoplasma total, antigenos
purificados, peptideos sintéticos e proteinas recombinantes (Maia e Campino, 2008).
Porém, apresenta limitacbes importantes para o diagnostico da LVC, incluindo
alteracdes na sensibilidade e especificidade, que s&o bastante influenciadas pelo tipo

de antigeno utilizado (Sundar e Rai, 2002a). Além disso, tém sido demonstrado
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resultados falsos-positivos, devido a reagcdo cruzada com outros microrganismos como
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma caninum, Leishmania braziliensis e Ehrlichia canis
(Ferreira Ede et al., 2007; Silva et al., 2011; Alves et al., 2012).

Alguns autores ressaltam vantagens na utilizacdo de antigenos recombinantes na
técnica do ELISA, ao comparar a utilizacdo de antigenos recombinantes (purificados)
com antigenos brutos, obtendo maior sensibilidade com a utilizacdo de antigenos
purificados (Carvalho et al., 2002). Tais questbes tém norteado muitos estudos na
busca por antigenos adequados ao diagnéstico da LVC nas areas endémicas.

Os antigenos recombinantes K39 (rK39) e K26 (rK26) de L. infantum, parecem ser
0s mais adequados para o diagnéstico da LVC (Reithinger et al., 2002; Da Costa et al.,
2003; Otranto et al., 2004; Mettler et al., 2005). O antigeno rK39 de L. infantum, uma
sequéncia repetitiva de 39 aminoacidos imunodominantes, se caracteriza por ser
bastante conservado entre as espécies de Leishmania viscero-trpicas, sendo
largamente utilizado no diagndstico da LVC. O antigeno rK39 apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade no diagndéstico de LVC e LVH, quando empregado em
testes sorologicos de ELISA (Burns et al., 1993; Badaré et al., 1996; Scalone et al.,
2002). Estes autores realizaram estudos com o antigeno rK39 utilizando a técnica do
ELISA e verificaram que este foi mais sensivel quando avaliados cées sintomaticos
(100%) em comparacao a caes assintoméaticos (66%).

O antigeno rK26 € uma proteina hidréfila de 247 aminoacidos, com uma massa
molecular prevista de 26,1 kDa. Uma caracteristica interessante do rK26 é a presenca
de 11 repeticbes de uma sequéncia de 14 aminoacidos. A proteina K26 contém um
potencial sitio de glicosilacdo, 12 potenciais sitios de fosforilacdo de proteina quinase C
(PKC) e um local de fosforilacdo caseina quinase 2 (CK2). A proteina rK26 foi
identificada e caracterizada de L. infantum, sendo especifica na detec¢do de anticorpos
em soros de pacientes infectados com LV (Bhatia et al., 1999). O antigeno rK26,
empregado em testes de ELISA, mostrou ter maior sensibilidade comparado ao
antigeno rK39, especialmente para a deteccdo de LV na fase inicial da infeccao
(Sundar e Rai, 2002a; Rosati et al., 2003). Além disso, é usado no diagnéstico da LVC
apresentando uma sensibilidade de 100 e 98% para caes sintomaticos e

assintomaticos respectivamente (Porrozzi et al., 2007).



37

Métodos de diagnésticos precisos para LV, com elevada sensibilidade e
especificidade, rapidos e de facil realizacao e interpretacdo, que fornecam resultados
rapidos, que independem de infraestrutura laboratorial e de profissionais
especializados, tem sido cada vez mais procurados (Dourado et al., 2008).

1.8.2.3 TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS

O diagnostico da LVC é complexo, devido a presenca de sinais clinicos ndo
especificos e a presenca de caes assintomaticos. Portanto, novos métodos baseados
em imunocromatografia tem sido estabelecidos para o sorodiagnéstico da LVC
apresentando bons resultados (Rosati et al., 2003).

Estes métodos oferecem vantagens, jA que sdo testes rapidos e de facil
aplicacdo em areas de campo, além de serem mais especificos, por utilizarem
tecnologia de DNA recombinante, que facilita a producdo em grande escala e a
reprodutibilidade de resultados em diferentes regides. Além disso, o desempenho da
sensibilidade e especificidade destes testes tém se mostrado mais elevada em relagéo
aos testes soroldgicos convencionais.

Estudos sobre novos métodos de diagnéstico objetivando a melhora da
sensibilidade para a LV tém sido conduzidos. Proteinas recombinantes como a rK9,
rK39 e rK26 tém sido utilizadas como antigenos para desenvolver testes rapidos
imunocromatograficos, como também a utilizacdo de proteinas extraidas de bactérias,
tais como as proteinas A, que fazem parte dos reagentes marcadores dos testes para o
diagnéstico da LV. A proteina A é extraida da bactéria Staphylococcus aureus,
apresenta afinidade pelo ouro coloidal, e por uma regido comum as moléculas das
imunoglobulinas (segmento Fc), especialmente a IgG (Mongodin et al., 2000; lijima et
al., 2011; Queiroz Janior, 2011).

O Instituto de Biotecnolégicos da Fiocruz (Biomanguinhos) vem desenvolvendo
testes imunocromatograficos voltados para o diagndstico da LVC. Inicialmente, foi

desenvolvido o teste denominado “lateral flow” (LF), mas sua tecnologia tem sido
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substituida pela técnica de imunocromatografia Dual Path Platform” (TR DPP®LVC -
Biomanguinhos) (DPP) (Schubach et al., 2014).

O DPP, é uma inovadora tecnologia de imunoensaio cromatografico para testes
de diagndstico rapido, que foi desenvolvido pela empresa norte americana Chembio® e
a empresa nacional Bio-Manguinhos®, Rio de Janeiro, Brasil (Queiroz Junior, 2011).
Baseado na utilizagdo do antigeno recombinante rk28 (fusédo das proteinas rK9, rK26 e
rkK39) especifico de Leishmania ligado a uma membrana de nitrocelulose de um lado, e
de outro a combinacao de proteina A conjugada a particulas de ouro coloidal (Funed,
2013). Se houver a presenca de anticorpos anti-Leishmania na amostra testada, estes
reagirdo com o antigeno rk28, e em sequéncia se ligardo a combinacgéo de proteina A
e ouro coloidal, fornecendo o resultado positivo por meio de reacdo de cor. As
vantagens sédo rapidez de execucao, simplicidade e facil uso, podendo ser realizado em
campo (Grimaldi et al., 2012; Coura-Vital et al., 2014).

Recentemente, uma nova proteina imunodominante, rKLO8 da cepa L. donovani
do Sudao, foi produzida e purificada (Abass et al.,, 2013) usando E. coli M15
transformadas com o plasmideo pQE41/KLOS8. Esta proteina tem sido usada na
deteccdo de anticorpos em pacientes com LV. As amostras de soros foram avaliadas
mediante ELISA para pesquisa de anticorpos especificos contra rKLOS8, sendo
posteriormente comparadas com os dados obtidos por ELISA para anticorpos
especificos contra o antigeno rK39 e outros dois kits comerciais. Foi observado que os
soros de pacientes apresentaram uma maior reatividade com o antigeno rKLO8 em
comparacdo com o antigeno rK39, rKLO8 mostrou uma maior sensibilidade e
especificidade (98,1% e 96,1%, respectivamente) em comparacdo com o ELISA-rK39
gue apresentou uma sensibilidade de 96,2% e especificidade de 94,8% (Abass et al.,
2013). Portanto, a andlise da presenca de marcadores soroldgicos aplicaveis ao
diagnostico é de grande importancia no desenvolvimento de estratégias de controle da
leishmaniose.

Exames complementares como os testes moleculares (PCR), histopatolégicos e
imunohistoquimicos estdo disponiveis nos laboratérios de Referéncia Nacional para

elucidacao de diagnostico e caracterizacdo de espécie (Ministério da Saude, 2014).
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1.8.3 METODOS MOLECULARES PARA DETECCAO DE DNA PARASITARIO

Dentre as mais modernas técnicas utilizadas para o diagnéstico das
leishmanioses, destacam-se as técnicas moleculares. A reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) € a que mais vem sendo utilizada em trabalhos sobre diagnostico da
LVC (Solano-Gallego, L. et al., 2001; Gomes et al., 2007). Esta técnica baseia-se na
amplificacdo in vitro de sequéncias de nucleotideos especificas presentes no parasita,
sendo um método bastante sensivel e especifico para detectar DNA de Leishmania spp
em ampla variedade de amostras clinicas do homem, cées, reservatoérios silvestres e
vetores (Gomes et al., 2008).

Com os avancgos nas técnicas moleculares, tem sido relatado grande variedade
de marcadores genéticos, sendo a PCR um importante método de diagndstico
molecular, potente e sensivel para detectar Leishmania diretamente em amostras
clinicas. Entretanto, sua sensibilidade pode variar amplamente, dependendo do tempo
de infeccdo e da carga parasitaria. A PCR também é utilizada para a deteccéo e
caracterizacdo de diferentes espécies dos parasitos (Degrave et al., 1994; Wilson,
1995; Ramos et al., 2012).

Uma ampla variacdo na sensibilidade da PCR € observada entre os diferentes
estudos, que pode ser explicada pela distribuicdo heterogénea do parasito em cada
tecido (Maia et al., 2009), assim como a eficacia da técnica depende do primer,
material bioldgico, e do método utilizado para extracdo do DNA (Alvar et al., 2004; Maia
e Campino, 2008), logo, o resultado negativo no diagnoéstico por PCR de um cdo com
suspeita clinica, ndo € suficiente para afastar a possibilidade de infeccéo.

Considerando a prevaléncia crescente da LVC, o desenvolvimento e aplicacao
de técnicas de diagnostico com maior sensibilidade e especificidade € fundamental
para controlar esta doenca (Alvar et al., 2004). Além disso, a falha de métodos
convencionais para diagnosticar com precisdo cées assintomaticos, quando
comparados com técnicas de biologia molecular, tem sido relatada (Solano-Gallego, L.
et al., 2001).
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Além da PCR convencional, a PCR em tempo real quantitativa (qQPCR) € outro
método molecular utilizado no diagnédstico de doencgas infecciosas. A gPCR permite a
monitorizacdo das amplificacbes das sequéncias especificas de DNA durante o
decorrer da reacdo e possibilita a eliminacdo da etapa laboriosa poés-amplificacao
(preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necessaria para visualizacédo do
produto amplificado na PCR convencional (Maia e Campino, 2008; De Paiva Cavalcanti
et al., 2009). Como uma das caracteristicas da infeccao por Leishmania spp é o animal
apresentar parasitos em laténcia, as abordagens quantitativas sdo convenientes para
elucidar o status de positivos dos cdes de areas endémicas, monitorando a carga
parasitaria e sua resposta ao tratamento, bem como para acompanhar o
desenvolvimento de novas vacinas (Manna et al., 2004; Mary et al., 2004; Francino et
al., 2006).

Os resultados da gPCR tornam-se extremamente importantes quando se busca
um diagnoéstico sensivel e rapido, particularmente em casos onde os diagnosticos
soroldgicos sdo duvidosos. Assim, pode-se observar que as vantagens da gPCR em
relacdo a PCR convencional sdo inidmeras e incluem, a reducdo do tempo de ensaio,
reducdo do risco de contaminacdo, rapidez na obtencdo dos resultados,
reprodutibilidade, capacidade quantitativa e melhora da sensibilidade (Gomes et al.,
2008; De Paiva Cavalcanti et al., 2009).

Entretanto, em estudo recente, a sensibilidade obtida na PCR convencional
(88,9%) realizada a partir de fragmentos de baco foi maior quando comparada a
encontrada na PCR em tempo real (83,3%), demostrando que nem sempre a
sensibilidade da técnica quantitativa € superior (Solca et al., 2012). Contudo a PCR em
tempo real € muito util no diagndstico da leishmaniose canina, pois permite que a carga
parasitaria seja monitorada durante e depois do tratamento em diferentes amostras,
proporcionando a previsdo de recidiva da doenca associada a carga parasitaria
residual (Maia e Campino, 2008).

Entretanto, estas técnicas moleculares tém um custo consideravelmente maior
que as técnicas sorologicas (Maia et al., 2009), dificultando a sua utilizacdo de forma
rotineira pelos laboratérios oficiais das leishmanioses, por requerer laboratorios bem

equipados e habilidade técnica (Ministério Da Saude, 2006).
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1.9 TRATAMENTO E PREVENCAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Existe um numero limitado de agentes quimioterapéuticos disponiveis para o
tratamento das leishmanioses caninas, entre eles, estdo alopurinol, aminosidina,
pentamidina, glucantime, domperidona (Pennisi et al., 2008; Gémez-Ochoa et al., 2009;
Trigo et al., 2010; Sabaté et al., 2014). Recentemente a miltefosina foi lancada para
uso veterinario nos paises do Mediterraneo e no Brasil ((Dujardin et al., 2008). Apesar
do tratamento recuperar clinicamente o animal, com concomitante diminui¢cdo da carga
parasitaria e dos titulos de anticorpos circulantes, observado em uma grande
porcentagem de cées tratados, ndo garante que esses estejam livres da infeccao,
escondendo assim o problema epidemiolégico no ciclo da transmissdo da doenca
(WHO, 2010).

O tratamento de céaes infectados, pratica comum em paises da Unido Européia,
poderia ser uma alternativa a contribuir para o controle da LV, uma vez que reduz
significativamente a carga parasitaria e a infectividade de cées para flebotomineos
(Ribeiro et al., 2008; Mir6 et al., 2011). No Brasil, o tratamento da LVC €& um tema
bastante polémico e controverso. E defendido pela ANCLIVEPA (Associacdo Nacional
dos Clinicos Veterinarios de Pequenos Animais) e proibido pelo Ministério da Saude. O
Ministério da Saude em parceria com o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento publicaram em 11 de julho de 2008 a Portaria Interministerial n° 1426
que “proibe” o tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso
humano ou néo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento —
“MAPA" (Ministério da Saude, 2008). Segundo nota técnica conjunta n°® 001/2016
MAPA/MS, foi autorizado o registro do produto importado Milteforan (principio ativo
Miltefosina) no MAPA, porém o medicamento ainda ndo esté disponivel no Brasil. Essa
mesma nota ressalta que o tratamento de cdes com LVC nao se configura uma medida
de saude publica para o controle da doenca. Assim, destaca-se que o animal tratado
continua como reservatorio, ndo sendo, assim, a solugcdo do problema (Conselho
Regional De Medicina Veterinaria Do Rio Grande Do Sul, 2016). Considerando isso, e

a necessidade de mais pesquisas sobre o tratamento canino, principalmente no que se
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refere a cura clinica e parasitoldgica, associado a polémica da eutanasia, a vacina
surge como uma alternativa para o controle (Gontijo, 2004).

Atualmente no Brasil, existem no mercado uma vacina contra a LVC, Leish-tec®.
A vacina preconiza 0 exame sorologico antes da vacinacdo para comprovacao da
soronegatividade e o mesmo protocolo vacinal que compreende a aplicacdo de trés
doses, respeitando-se um intervalo de 21 dias entre elas e revacinagéo anual. A Leish-
tec® é uma vacina recombinante que utiliza o antigeno A2, uma proteina especifica do
estagio amastigota de varias espécies de Leishmania (L. donovani, L. infantum, L.
chagasi, L. amazonensis e L. mexicana), e tem como adjuvante a saponina (Junqueira,
2008). A proposta desta vacina é induzir resposta imune celular protetora contra a
infeccdo em cées, devido a capacidade imunoestimulante do antigeno vacinal
recombinante A2 (rA2) (Coelho et al., 2003; Zanin et al., 2007; Fernandes et al., 2008).
Mas ensaios clinicos e epidemiolégicos ainda s@o necessarios para provar a sua
eficacia (Oliveira et al., 2008).

Em estudo da fase Il, cdes foram imunizados com a Leish-Tec®, verificando-se
um aumento significativo de IFN-y e baixos niveis de interleucina 10 (IL-10) nos
animais vacinados. Além disso, foi demonstrado que seis meses apo0s a infeccao
experimental houve diferenca significativa para IgG2, com aumento nos niveis de 1gG2,
mas nao para IgG1l, entre cdes vacinados que ndo foram infectados e em cées
vacinados que foram infectados. Portanto a imunizacdo com a proteina recombinante
A2 induz uma protecédo parcial nos caes (Fernandes et al., 2008). Outros estudos
mostraram que as titulagbes das subclasses de IgG podem ser utilizadas como
marcadores para avaliar a susceptibilidade ou resisténcia a esta doenca infecciosa
cronica letal em caes (Asl et al., 2013).

O controle da LV no Brasil esta regulamentado pelo Decreto Federal N° 51.838,
de 14 de marco de 1963, que dispdem sobre normas técnicas para uma rigorosa
vigilancia epidemioldgica. Estdo dispostos em seu Art. 1° que o combate as
leishmanioses tem por objetivo a interrupcéo da transmissédo da doenca do animal ao
homem, que deverdo ser realizados inquéritos extensivos para a descoberta de caes
infectados e ainda, em seu Art. 9°, que cées encontrados doentes deverdo ser

sacrificados (Secretaria de Estado de Saude, 2015). Cabe destacar que as
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recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil estdo de acordo com as preconizadas
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dispostas em diversos documentos,
resultantes de consensos de especialistas internacionais e baseados em evidéncias
cientificas, como, por exemplo, o Relatério do Comité de especialistas da OMS (WHO,
2010). Por outro lado, o controle da LV estd associado a uma rigorosa vigilancia
epidemiologica: diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos; atividades de
educagcdo em saude da comunidade; combate ao vetor para reduzir a sua densidade
populacional, utilizando-se inseticidas residuais como cipermetrina e deltametrina
aspergidos no domicilio e peridomicilio. Mesmo com essas medidas, a pratica de
eutanasia dos cdes é comumente utilizada de forma isolada e tem sido o Unico método
de controle da LVC utilizado pelo Ministério da Saude (MS) do Brasil (Ministério da
Saude, 2006).

Além ser uma medida onerosa, a eutanasia de cdes encontra resisténcia ética e
emocional, sendo questionada sua eficiéncia na redugdo da incidéncia da doenca
humana (Courtenay et al., 2002; Maia e Campino, 2008). Os caes eutanasiados sao
imediatamente substituidos por filhotes que séo altamente suscetiveis ao protozoario,
adquirindo rapidamente a infeccdo, num periodo de aproximadamente dois meses,
guando introduzidos em areas conhecidamente endémicas(Dye, 1996). Assim, estudos
para definir a eficacia desta pratica no controle da LV sempre suscitam didvidas a
respeito da sustentabilidade desta estratégia (Ashford e Bates, 1998; Souza et al.,
2008).

Demonstrada por algumas pesquisas realizadas na Europa, a utilizacdo de
coleiras impregnadas com inseticida delthametrina a 4% pode reduzir o risco do cao
contrair a leishmaniose, e diminui o tempo de vida dos flebotomineos, diminuindo
consequentemente, a propagacédo da doenca (Reithinger et al., 2004; Travi, 2014).
Para a realidade brasileira, o custo inviabiliza a utilizacdo da coleira para a maior parte
da populagdo de areas endémicas, sendo sua manutencdo uma pratica de dificil

aplicacao.
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1.10 DIAGNOSTICO ATUAL DA LVC NO BRASIL

Apesar dos inumeros testes de diagnostico disponiveis para a LVC, o tema
continua representando um desafio, pois ndo existe um unico método capaz de obter
sensibilidade e especificidade maximas, de forma a permitir um diagndstico preciso da
doenca (Ministério Da Saude, 2006; 2014). Além disso, o efetivo controle da LVC no
Brasil enfrenta entraves que se iniciam no diagndéstico da doenca (Ministério da Saude,
2006), baseado principalmente em trés fatores: variedade de sinais clinicos
semelhantes as observadas em outras doencas infecciosas; alteragfes
histopatolégicas inespecificas e inexisténcia de um teste diagndstico 100% especifico e
sensivel. Afirma-se também que o diagnostico parasitolégico é o método de certeza e
baseia-se na demonstracdo do parasito obtido de material biologico de puncdes
hepéticas, linfonodos, esplénica, de medula éssea e bidpsia ou escarificagdo de pele.
O mesmo manual declara, entretanto, que tais técnicas sdo impraticaveis em
programas de saude publica (Ministério Da Saude, 2006), evidenciando assim que
muitos cées séo eutanasiados sem a confirmacgéo do diagndstico.

No Brasil, desde dezembro de 2011, foi preconizado pela Nota Técnica do
Ministério da Saude (MS), Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis o
uso do teste rapido imunocromatografico TR-DPP®-Bio-Manguinhos como método de
triagem nos inquéritos caninos de LVC, sendo combinado ao Kit EIE Bio-Manguinhos
(Ensaio Imunoenzimatico), como teste confirmatorio, que emprega os antigenos totais
de L. major e exame parasitoldgico (certeza da positividade) (Funed, 2013; Ministério
da Saude, 2014).

O DPP € o unico teste de diagnostico da LVC disponivel no mercado atual que
oferece resultado em 15 minutos. E de facil manipulagdo, pois nio necessita de
pessoal especializado para a sua execucédo, é de baixo custo e pode ser realizado em
campo. O DPP possui alta sensibilidade, o que agrega precisao ao diagnéstico da LVC
em soro, plasma ou sangue total.

Em 2011 foram realizados trabalhos de validacdo desta técnica para diagnéstico

da LVC, sendo demonstrada uma elevada sensibilidade e especificidade do DPP no
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diagnéstico de cées sintomaticos em comparacdo ao teste de imunofluorescéncia
indireta (IF1) (Queiroz Junior, 2011) e em relacdo ao teste parasitologico direto (De
Santis et al.,, 2013). Apesar de o DPP demonstrar excelente desempenho para
identificar os caes sintomaticos (98%), este mostrou menor eficacia para o diagnéstico
de animais assintomaticos (47%) (Grimaldi et al., 2012). A eficacia das técnicas
imunocromatograficas para o diagnostico da LVC ainda precisa ser melhorada e novas
estratégias devem ser implementadas a fim de favorecer o diagnéstico da LVC em
cdes sintomaticos e assintomaticos (Courtenay et al., 2002; Soares et al., 2011;
Quinnell et al., 2013).

Visto a inexisténcia de vacina aprovada contra a leishmaniose, e que os pilares
das medidas de controle adotadas pelo Ministério da Saude visam: diagnéstico,
tratamento precoce dos casos detectados e vigilancia entomoldgica e de reservatorios,
e considerando que a enzootia canina precede a ocorréncia de casos em humanos, a
analise de marcadores soroldgicos aplicaveis ao diagndstico da leishmaniose canina é
de grande importancia no desenvolvimento de estratégias de controle epidemioldgico
da doenca. Mediante isso, faz-se necessario o desenvolvimento de testes com
antigenos que apresentem maior sensibilidade e especificidade e que possibilitem um
diagnostico da doenca rapido, eficaz e precoce, contribuindo para aprimoramento das
medidas de controle da incidéncia da doenga na populacdo canina e humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho dos antigenos rKLO8 e rK26 no diagnéstico da leishmaniose

visceral canina.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a reatividade sorologica de cades do municipio de Governador Valadares

frente ao antigeno rKLO8 aplicado no diagnéstico da LVC.

e Analisar o perfil das classes de imunoglobulinas (IgG, IgM) especificas para o
antigeno rKLO8, e as subclasses de IgG (IgG1l e 1gG2) reativas ao antigeno
rKLO8, em soros de cdes com diagndstico positivo (DPP EIE") e negativo (DPP
EIE") para a LVC.

e Comparar a reatividade sorolégica, a sensibilidade e especificidade obtidas
mediante ELISA para rKLO8 em comparacdo ao ELISA para rK26 no

diagnéstico da LVC em cées do municipio de Governador Valadares -MG.

e Avaliar a acuracia da mistura de antigenos rKLO8+rK26 no diagnostico da

leishmaniose visceral canina, utilizando analises de curva ROC.

e Comparar os métodos rKLO8-ELISA, rK26-ELISA, e rKLO8+rK26-ELISA com 0s
métodos oficialmente utilizados no diagnostico da LVC (DPP e EIE), utilizando
estatistica Kappa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANTIGENOS

O antigeno recombinante KLO8 de L donovani do Suddo foi recentemente
clonado e purificado por Abass et al. (2013), usando E. coli M15 (Qiagen GmbH,
Alemanha) transformadas com o plasmideo pQE41/KLO8. Resumidamente, 0s genes
foram amplificados por PCR e clonados no vector de expressao bacteriana pQ41
(Qiagen GmbH, Alemanha), contendo um marcador de histidina N-terminal. A pureza e
tamanho foram verificados por eletroforese em gel e western blotting com anticorpos
anti-His e os soros de pacientes com LV (Abass et al., 2013).

A proteina rKLO8 tem 294 aminoacidos (AA), com uma massa molecular
prevista de 32,4 kilodaltons (kDa) e um ponto isoeléctrico (IP) de 4,39. A rKLO8 exibe
identidade de aminoacidos de 93% com a proteina rK39 de L. infantum cepa BA-2 do
Brasil (GenBank: AAA29254.1); uma identidade de 88% com a proteina KE16 de L.
donovani cepa KE16 da india (GenBank: AAT40474 0,1).

O antigeno rKLO8 foi, gentilmente, doado pelo professor Dr. Ulrich Steinhoff, da
Universidade de Marburgo (Marburg - Germany) Alemanha. Os antigenos vieram na
forma liofilizada e foram diluidos inicialmente em agua destilada estéril e estocados em
PBS a -20 °C, até seu uso nos ensaios, sendo utilizados na concentracdo de 50 ng/ml.

O antigeno recombinante K26 estudado € uma proteina hidréfila de 247
aminoacidos, contém 11 repeticbes de um trecho de 14 aminoacidos que
compreendem cerca de 64% da proteina total, sendo encontrada especificamente em
L. donovani e L. infantum. Estudos mostraram que rK26 € eficiente na deteccao de
anticorpos em soros de pacientes com LV, a qual ja é empregada no teste diagnostico
DPP (Bhatia et al., 1999). A proteina rK26 usada no estudo foi gentilmente cedida pelo
professor Dr. Renato Porrozi do Laboratério de Pesquisa de Leishmaniose, Fiocruz, Rio
De Janeiro.
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3.2 SOROS DE CAES

Inicialmente, 900 amostras de soros de cées provenientes do banco de soro da
Geréncia de Controle de Zoonoses/Secretaria Municipal de Saude de Governador
Valadares — MG foram utilizadas neste estudo. No Brasil, desde dezembro de 2011, foi
preconizado pelo Departamento de Vigilancia das Doencgas Transmissiveis 0 uso do
teste rapido imunocromatografico TR-DPP®-Bio-Manguinhos (DPP), como método de
triagem para o diagnostico da LVC, sendo combinado ao Kit EIE Bio-Manguinhos
(Ensaio Imunoenzimatico), usado como teste confirmatorio. Dessa maneira, 0s cées
foram previamente submetidos a esse protocolo de diagndstico pelos profissionais da
Secretaria de Saude do Municipio de Governador Valadares, seguindo as instru¢cées do
fabricante (Anexos 1 e 2). De acordo com os resultados obtidos em cada teste de
diagnéstico realizado, as amostras foram inicialmente divididas nos seguintes grupos:

1) Grupo 1: formado por 300 soros de caes negativos para DPP (DPP).

2) Grupo 2: formado por 300 soros de cées positivos para DPP e negativos para
EIE (DPP'/EIE);

3) Grupo 3: formado por 300 soros de caes positivos para DPP e EIE
(DPP*/EIE™).

ApOs padronizacéo e avaliacdo das 900 amostras de soros de cées, decidiu-se
utilizar grupos menores formados por um novo grupo de 100 soros de caes negativos
para DPP e EIE (DPP/EIE’), considerado o grupo negativo para LVC, e 100 amostras
selecionadas ao acaso de soros de cdes do grupo 2 (DPP'/EIE), e 100 amostras do
grupo 3 (DPP'/EIE"). Essas foram organizadas em trés novos grupos de soros de cdes
para alcancar os objetivos propostos neste estudo, totalizando 300 amostras de soro.

Grupo 1: 100 amostras do novo grupo de soros de caes negativos para DPP e
negativos para EIE (DPP/EIE’), substituindo ao grupo 1 de amostras de soros de caes

negativos so para DPP (DPP");

Grupo 2: 100 amostras selecionadas aleatoriamente do grupo de soros positivos
para DPP e negativos para EIE (DPP/EIE);
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Grupo 3: 100 amostras selecionadas aleatoriamente do grupo de soros de caes

positivos para DPP e positivas para EIE (DPP/EIE’).

Neste estudo, a definicdo do teste de referéncia foi feita de acordo com os
critérios usados pelas entidades de saude publica no Brasil, que é o resultado do teste
de DPP seguido por EIE para obter resultados positivos ou inconclusivos da DPP.
Neste sentido, o grupo 1 foi considerado caes soronegativos, e apenas as amostras
com resultados positivos de DPP e EIE (Grupo 3) foram considerados animais
soropositivas. Nao foi feito outro teste parasitoldgico para o diagndstico da LVC nesses
animais.

Além desses grupos, seis amostras de soros de caes de Juiz de Fora MG, area
onde a leishmaniose ndo é endémica, negativos para DPP, foram incluidos no estudo
como grupo controle negativo de regido ndo endémica. O teste DPP para este grupo de
amostras de soros de céaes foi realizado no laboratorio de imunologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora.

De todos os cées selecionados foram obtidas as seguintes informagdes: nome,
idade, género e procedéncia (rua, bairro). As amostras de sangue foram coletadas
anteriormente por profissionais previamente treinados. Cerca de 10 ml de sangue
venoso foram coletados por puncéo venosa, usando tubos vacutainer sem heparina.
Os tubos com sangue coletados foram deixados a temperatura ambiente por duas
horas. Em seguida, apdés a coagulacdo sanguinea, os soros foram coletados,
codificados e estocados a -20°C. Os soros dos grupos 1, 2 e 3 foram gentiimente
cedidos para esta pesquisa, conforme autorizagdo da Secretaria de Saude do
Municipio de Governador Valadares. O presente trabalho foi submetido e aprovado
pelo CEUA/UFJF (Protocolo —016/2015), Anexo 3.
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3.3 DETECCAO DE ANTICORPOS IgM, IgG, E SUBCLASSES DE IgG (IgG1 E 1gG2)
ESPECIFICOS PARA OS ANTIGENOS rKLOS8 E rK26 UTILIZANDO O METODO DE
ELISA.

Os testes soroldgicos foram realizados utilizando o método de ELISA indireto de
acordo com Abass et al. (2013) com modificagdes. Em resumo, as placas de
poliestireno, de 96 pocos foram sensibilizadas com os antigenos rKLO8 e rK26,
50ng/ml (50ul/poco), diluidos em tampao carbonato/bicarbonato 0,06M, pH 9,6. As
placas foram incubadas por 18 horas a 4°C e, em seguida, lavadas trés vezes com
salina tamponada com fosfato (PBS 0,15M, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween-20
(PBS-T). As placas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente com 100ul/poc¢o de
solucéo bloqueio PBS-T contendo 2% de albumina de soro bovino (BSA). As amostras
de soro foram adicionadas (50ul/poco, em duplicata) na diluicdo de 1/2000 em PBS-T
contendo 0,01% BSA para IgG, 1/200 para IgM, 1/1000 para IgG1l e 1gG2. Apds
incubacédo de 1h a 37°C, as placas foram novamente lavadas e o conjugado, anticorpo
policlonal anti-IgG (1/10000), anti-lgM (1/20000) de acordo com o estabelecido pelo
fabricante (Sigma-Aldrich, USA), policlonal anti-lgG1 (1/10000) e policlonal anti-lgG2
(1/5000) (AbD Serotec, A Bio- Rad Company, USA), ligados a peroxidase foram
adicionados (50ul/poco) e posteriormente as placas foram incubadas por 1h a 37°C. As
concentracbes dos anticorpos policlonal/reagentes anti-lgG1 e anti-lgG2 foram
escolhidas de acordo com a padronizagdo descrita anteriormente. Em seguida as
placas foram lavadas novamente, sendo adicionado o substrato tetrametilbenzidina
(TMB) (50ul/pocgo). Apbs o desenvolvimento da cor, a reacdo foi interrompida com a
adicao de H,SO4 2N e as leituras foram efetuadas em leitor de ELISA Spectramax-190
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 450nm. Os resultados foram expressos em
absorbéancia, que corresponde a média dos valores das densidades épticas (D.O.) de

cada amostra.
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3.4 PONTO DE CORTE

O ponto de corte (cut-off) necessario para diferenciar as 900 amostras de soros
de cées avaliadas inicialmente, foi estabelecido de acordo com as densidades Opticas
(D.0.) de seis amostras de soros de caes negativos para o DPP provenientes de Juiz
de Fora MG (&rea nao-endémica), usados como controles negativos, 0os quais foram
avaliados para antigeno rKLO8 nas condi¢cdes descritas anteriormente. O valor do cut-
off foi determinado pela média (X) das D.O dos seis controles negativos mais trés
vezes o desvio padrao (DP), (Ponto de corte = X + 3DP). Portanto o titulo de anticorpo
€ expresso em D.O e as amostras de soros de cdes que apresentaram valores de
densidades Optica maior que o ponto de corte foram consideradas positivas e as que
apresentaram valores de densidades Opticas igual ou menor ao ponto de corte foram

consideradas negativas.

O ponto de corte necessario para diferenciar as 300 amostras avaliadas foi
estabelecido de acordo com as densidades 6pticas (D.O.) de cem amostras de soros
de cées negativos para DPP e EIE (DPP/EIE’) usados como controles negativos e cem
amostras de soros de cdes positivos para DPP e EIE (DPP’/EIE") usados como
controle positivos, os quais foram avaliados utilizando os antigenos rKLO8 e rK26 nas
condi¢cbes descritas anteriormente. O valor do cut-off foi determinado pela analise da
curva ROC (de “Receiver Operating Characteristic curve”), mediante o programa
estatistico MedCalc Statistical - versao 5.00.020 (www.medcalc.br/index.html).

A curva ROC consiste na representacdo grafica da sensibilidade (verdadeiro
positivo) no eixo vertical e do complemento da especificidade (taxa de falso positivo) no
eixo horizontal. Cada ponto no grafico representa os valores dos referidos indices, em
diferentes pontos de corte®, determinando assim a &rea sob a curva (ASC). A ASC é a

probabilidade de classificar corretamente um par de individuos sadio e doente,

! Pontos de corte sdo valores normativos, que permite resumir os resultados de uma escala continua em duas
categorias: positivo e negativos valores normativos um teste é considerado positivo e abaixo dos quais o teste é
considerado negativo.
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selecionados ao acaso na populacdo, mediante os resultados obtidos ao aplicar-se o
teste diagnostico. A ASC € o indicador de acuricia global do teste. Quanto maior ASC,
passando pelo canto superior esquerdo, onde a sensibilidade e especificidade tomam
valores maximos, significa mais proximo do valor 1, sendo melhor o desempenho do
método avaliado, ou seja maior é a precisdo global do teste (Mcfall e Treat, 1999;
Langlotz, 2003). A curva ROC além de indicar a acuracia global dos testes avaliados
permite identificar com precisdo o ponto de corte associado ao menor numero de
resultados errdbneos do teste. Cada ponto do grafico representa também os indices de
sensibilidade e especificidade (100) de um ponto de corte estabelecido. Um teste
diagnéstico ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse o mais préximo da
intersecéo sensibilidade/especificidade.

Além disso, a curva ROC permite realizar comparacdes de pontos de duas
curvas que apresentam igual sensibilidade ou especificidade e um enfoque global de
confrontacdo da precisdo de dois testes em todo o espectro de pontos de corte,
comparando seus ASC. O desenho do estudo de comparacédo pode ser de dados
pareados, nos quais realizam-se dois ou mais testes nos mesmos individuos, o0s
resultados dos testes estdo geralmente associados ou correlacionados. Quando
realizado em grupos independentes, os diferentes testes sédo realizados em individuos
distintos.

De maneira geral a curva ROC é indice da precisado diagnostica e proporciona
um critério unificador no processo de avaliacdo de um teste, devido a suas diversas
aplicacoes: avaliacao visual (qualitativa) da precisao; comparacao visual entre testes;
analises estatistica e avaliagcdo quantitativa da precisdo mediante ASC (Burguefioa et
al., 1995).
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3.5 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO ELISA-rKLO8 EM RELACAO A ELISA-
rk26 NO DIAGNOSTICO DA LVC

Os resultados obtidos mediante o uso de ELISA-rKLOS utilizando o IgG anti-céo
marcado com peroxidase, foram comparados com o0s obtidos na avaliagdo dos soros
de cédes com o antigeno rK26, mediante o uso da curva ROC, para andlises dos valores
de acuracia — area sob a curva ROC, sensibilidade, especificidade e razdes de
verossimilhanca. A sensibilidade foi definida como a percentagem de amostras de soro
de caes considerados positivos para LVC com resultados positivos. A especificidade foi
avaliada em percentagem do total de amostras de soro de cédes considerados
negativos para a doenca com resultados negativos. As curvas foram obtidas mediante
0 programa estatistico MedCalc Statistical - versao 5.00.020
(www.medcalc.br/index.html). A razdo de verossimilhanca € definida como a razéo
entre a probabilidade de um determinado resultado de um teste diagnostico em
individuos portadores da doenca dividida pela probabilidade do mesmo resultado em
individuos sem a doenca. Para um teste dicotbmico (positivo/negativo), a razdo de
verossimilhanca é calculada para o resultado positivo e para o resultado negativo. A
razdo de verossimilhanca positiva (RV+) expressa quantas vezes é mais provavel
encontrar um resultado positivo em caes doentes quando comparado com caes sadios,
e a razao de verossimilhanca negativa (RV-) expressa quantas vezes € mais provavel
encontrar um resultado negativo em cées doentes quando comparado com caes sadios
(Langlotz, 2003).

3.6 AVALIACAO DA UTILIDADE DIAGNOSTICA DO ELISA-rKLO8 E ELISA-rK26,
COM DPP E EIE-BIO-MANGUINHOS

Para avaliar a utilidade do teste ELISA-rKLOS8, os resultados do ELISA utilizando

os antigenos rKLO8 e rK26 no diagnéstico da LVC foram comparados com o0s obtidos
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com o teste rapido DPP e EIE, que foram realizados pelos técnicos da Geréncia de
Controle de Zoonoses/Secretaria Municipal de Saude de Governador Valadares — MG,
de acordo com as instru¢des do fabricante.

A concordancia entre os testes foi avaliada usando o coeficiente Kappa de Cohen
(Cohen, 1968), e interpretados de acordo com a seguinte escala: 0,00 — 0,20,
insignificante; 0.21- 0.40, baixa concordéancia; 0.41-0.60, moderada; 0.61-0.80 bom e
0.81-1.00 excelente (Landis e Koch, 1977). Foi usado o software estatistico GraphPad

software para tais analises.

3.7 DETECCAO DE ANTICORPOS IgG E IgG2 ESPECIFICOS PARA A
COMBINACAO DOS ANTIGENOS rKLO8 E rk26 USANDO O ELISA E AVALIACAO
DA ACURACIA DIAGNOSTICA DO ELISA COM A COMBINACAO DOS ANTIGENOS
rKLOS8 E rK26

As amostras de soros (n=300) foram avaliadas por ELISA usando a combinacéo
de rKLO8+rK26, estando em acordo com Abass et al. (2013) com modifica¢Oes. Para a
sensibilizacdo ou “coating” das placas, cada proteina (antigeno) foi usada na
concentracdo de 25ng/ml resultando numa concentracédo final de 50ng/ml (50ul/poco),
em tampéao carbonato/bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, sendo as placas incubadas por 18
horas a 4°C. Usando as condi¢cbes descritas anteriormente no protocolo de ELISA-
rKLO8 e ELISA-rK26.

Os resultados obtidos mediante o uso de ELISA-rKLO8+rK26, foram usados
para analises dos valores de sensibilidade, especificidade, acuracia — area sob a curva
ROC e razdes de verossimilhanga, e comparados com os obtidos na avaliacdo dos
soros de cdes com os antigeno rKLO8 e rK26 separadamente, conforme descrito
anteriormente.

A concordéancia entre o ELISA-rKLO8+rK26 com os testes atualmente usados no

diagnéstico da LVC (DPP e EIE-Bio-Manguinhos) foi obtida mediante o uso do
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coeficiente Kappa de Cohen (Cohen, 1968), usando o software estatistico GraphPad

Software.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.00, pelo
teste Kruskal-Wallis, seguido do teste Dunns. As diferencas de valores de p < 0,05
foram considerados significativas. A curva ROC foi usada para avaliar a sensibilidade e
a especificidade e para determinar o ponto de corte 6timo que discrimina claramente
entre soros positivo e negativo, usando a meédia dos valores de absorbancia a 450nm
(A4s0) para 100 controles negativos (soros do grupo 1) e 100 controles positivos (soros
do grupo 3) de caes provenientes de Governador Valadares, MG, Brasil.

A éarea sob a curva (ASC) foi utilizada como medida da acuracia do teste de
diagnéstico que permite proporcionar um meio de discriminacdo entre 0S SOros
verdadeiramente positivos e negativos, mediante o programa estatistico MedCalc
Estatistica-versao 5.00.020 (www.medcalc.br/index.html). Para testar a significancia

das diferencas entre as curvas ROC dos antigenos, foi utilizado o teste de Wilcoxon.



56

4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO IMUNOENZIMATICO UTILIZANDO OS ANTIGENOS rKLO8 E rK26
PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-rKLO8 E ANTI- rK26

Apés completada a padronizacdo do método de ELISA, avaliamos a presenca de
anticorpos 1gG especificos contra os antigenos rKLO8 e rK26 de L. donovani.
Utilizando grupos de soros cedidos pela Geréncia de Controle de Zoonoses/Secretaria
Municipal de Saude de Governador Valadares — MG. Foram avaliados os grupos de
cdes DPP/EIE” (n=100), DPP*/EIE” (n=100) e DPP*/EIE* (n=100).

Os resultados mostraram que do total das 300 amostras avaliadas por ELISA-
rKLO8, 110 foram reativas para este antigeno com densidades Opticas (D.O.) iguais ou
superiores ao ponto de corte estabelecido pela anéalise da curva ROC (ponto de corte =
0,17); o que indica soroprevaléncia de 36,66%. As 190 amostras restantes (63,34%)
apresentaram titulos de anticorpos com D.O. inferiores ao ponto de corte estabelecido,
portanto foram consideradas negativas (Figura 7).

E importante ressaltar que das 100 amostras avaliadas do grupo 1 (DPP e EIE
negativo), 89 amostras foram negativas e 11 amostras foram positivas para rKLOS,
indicando que existem diferencas entre os testes utilizados para o diagnostico da LVC.
Das 100 amostras do grupo 2 (DPP*/EIE’) 29 amostras apresentaram niveis altos de
anticorpos IgG contra o antigeno rKLO8, com valores de D.O. igual ou maiores que o
ponto de corte estabelecido, sendo consideradas positivas. Setenta e um (71) dessas
amostras foram negativas apresentando valores de D.O. inferiores ao ponto de corte
estabelecido. Das 100 amostras avaliadas do grupo 3 (DPP*/EIE"), 70 amostras foram
consideras positivas e 30 foram determinadas negativas por apresentar valores de D.O.
inferior ao ponto de corte estabelecido. Os resultados indicam que existem diferencas
entre os testes diagnosticos utilizados, bem como h& diferengas nos resultados quanto
ao antigeno empregado para a deteccdo de anticorpos especificos de L. donovani para

o diagnostico da LVC em cées.
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Figura 7. Deteccéo de anticorpos IgG especificos para o antigeno rKLOS.

Soros (n=100 cada grupo) de cdes DPP/EIE’, soros DPP'/EIE e soros DPP'/EIE" foram testados na
diluicdo 1/2000 através do ELISA. O cut off para rKLO8 (0,17) foi estabelecido através da curva ROC. A
barra horizontal, em cada grupo, representa a mediana das densidades épticas (D.O.).

De acordo com os valores obtidos na leitura das D.O. do ELISA com o antigeno
rK26, os resultados mostraram que das 300 amostras avaliadas, 119 apresentaram
niveis elevados de IgG especificos para o antigeno rK26. Essas amostras foram
consideradas positivas por apresentarem valores iguais ou maiores que o ponto de
corte estabelecido pela anélise da curva ROC (ponto de corte = 0,17), indicando
soroprevaléncia de 39,66%. As 178 amostras restantes mostraram valores de D.O.
inferiores ao estabelecido, sendo consideradas como negativas pelo teste de ELISA-
rkK26 (Figura 8).

E importante ressaltar que das 100 amostras do grupo 1 (DPP7/EIE’) avaliadas por
ELISA-rK26, 9 apresentaram valores de D.O. iguais ou superiores ao ponto de corte, e
foram estabelecidas como positivas e 91 amostras foram consideradas negativas por
apresentarem valores de D.O. inferiores a 0,17. Estes resultados indicam que entre 0s
testes utilizados para o diagndstico da LVC existem diferencas, portanto é essencial
determinar se existem amostras falso-negativas obtidas pelo teste DPP/EIE ou falso-
positivas pelo método de ELISA- rK26.

No grupo 2 (DPP'/EIE) 33 amostras foram identificadas como positivas por

apresentarem valores de D.O. iguais ou superiores ao ponto de corte, e 67 amostras
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foram consideradas negativas por apresentarem valores inferiores ao ponto de corte.
Além disso, no grupo 3 (DPP’/EIE") a maioria das amostras foi positiva (77), e o
restante delas (23) foi considerado negativo.
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Figura 8. Deteccao de anticorpos IgG especificos para o antigeno rk26.

Soros (n=100 cada grupo) de cdes DPP/EIE, DPP'/EIE e DPP'/EIE" foram testados na diluicdo 1/2000
através do ELISA. O cut off para rk26 (0,17) foi estabelecido por meio da curva ROC. A barra horizontal,
em cada grupo, representa a mediana das densidades 6pticas (D.O.).

Pode-se inferir que os niveis de anticorpos IgG contra antigenos recombinantes
rKLOS8 (figura 9) e rK26 (figura 10) foram significativamente mais elevados no soro de
cées do grupo 3 (DPP*/EIE") quando comparado com o grupo 1 (DPP/EIE) (p<0,05).
Além disso, soros de cdes do grupo 2 (DPP/EIE) apresentaram niveis
significativamente mais elevados de IgG em comparacdo com o0s soros do grupo 1
(DPP/EIE’) (p<0,05). Os resultados obtidos pelo ELISA- rKLO8 em comparagcdo ao
ELISA-rK26 foram muito semelhantes. Sugerindo que esses antigenos apresentam
capacidade semelhante de discriminar os grupos de soros de cédes avaliados quanto
aos metodos DPP e EIE.

De maneira geral os resultados obtidos pelo ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26 na
discriminagdo dos grupos de soros de caes avaliados por DPP e EIE, indicam que
existem diferencas entre os testes diagnosticos utilizados, bem como ha diferencas nos

resultados quanto ao antigeno empregado para a deteccdo de anticorpos especificos
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de L. donovani para o diagnéstico da LVC em cdes como se resume na tabela 1.
Dentre as 11 amostras positivas para o ELISA-rKLO8 e 9 amostras positivas para o
ELISA-rK26 do grupo de soros de caes DPP/EIE’, apenas 7 amostras correspondem
aos mesmos soros de caes que foram positivos para ambos os ELISAS (ELISA-rKLO8
e ELISA-rk26). Dentre as 29 amostras positivas para o ELISA-rKLO8 e 33 positivas
para 0 ELISA-rk26 do grupo de soros de cides DPP'/EIE, s6 18 amostras foram
positivas para ambos os antigenos avaliados. Dentre as 30 amostras de soros de caes
negativas para o ELISA-rKLOS8 e 23 negativas para o ELISA-rK26 do grupo de soros de
cdes DPP'/EIE", 20 amostras correspondem aos mesmos soros que foram negativos
para os dois antigenos (rKLO8 e rK26), indicando haver boa correspondéncia entre os
dois antigenos avaliados, exceto no grupo DPP/EIE".

Tabela 1 - NUumero de amostras positivas e negativas dos grupos de soros de caes
avaliados obtidas mediante ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26.

Grupos de soros de caes ELISA-rKLO8 ELISA- rK26 ELISA-rKLO8 e ELISA- rK26
avaliados (Mesmos soros de céaes)
Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
DPP/EIE- (n=100) 1" 89 9 91 7 87
DPP*EIE-(n=100) 29 71 33 67 18 54
DPP*/EIE* (n=100) 70 30 77 23 65 20

Grupo DPP/EIE = soros de cdes negativos por DPP (teste rapido “Dual Path Platform (Biomanguinhos)
e negativos por EIE= Ensaio Imunoenziméatico (Biomanguinhos); grupo DPP'/EIE" = soros de cées
positivos por DPP e negativos por EIE; grupo DPP’/EIE’ = soros de cédes positivos por DPP e positivos
por EIE; ELISA-rKLO8 = Ensaio imunoenzimatico com o antigeno rKLO8 e ELISA-rK26 = Ensaio
imunoenzimatico com o antigeno rk26.

Além da andlise de anticorpos IgG contra os antigenos rKLO8 e rK26, também
foi feita uma analise dos niveis séricos de anticorpos IgM reativos contra 0os antigenos
rKLO8 e rK26 nos grupos estudados. Os resultados mostraram niveis elevados de
anticorpos IgM no soro de cédes DPP*/EIE* em comparacgio ao grupo DPP/EIE’, e em
comparagdo ao grupo DPP'/EIE (p<0,05). Esses resultados indicam haver uma alta
resposta de anticorpos IgM no grupo 3 (DPP*/EIE"), o que sugere existéncia de uma
infecdo recente com L. infantum (Figura 9 A e B). O ponto de corte foi estabelecido
mediante a curva ROC, (0,24 para o ELISA-rKLOS8 e 0,15 para o0 ELISA-rK26).
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Figura 9. Niveis séricos de anticorpos IgM especificos para os antigenos rKLOS8 e rk26.

Soros (1/200) de cdes DPPY/EIE (n=100), DPP+/EIE- (n=100) e DPP'/EIE" (n=100), foram testados
através do ELISA. O cut off para rKLO8 (0,24) e para rK26 (0,15) foi estabelecido através da curva ROC.
A barra horizontal, em cada grupo, representa a mediana das densidades 6pticas (D.O.).

4.2 AVALIACAO DAS SUBCLASSES DE IgG PARA OS ANTIGENOS rKLOS8 E rk26

Tendo sido observado titulos elevados de anticorpos IgG anti-rKLO8 e anti-rk26
no soro de caes com LVC, foi investigado, em seguida, a resposta humoral especifica
contra os antigenos em questéo para subclasses de 1gG. Os resultados mostraram que
0s niveis séricos de anticorpos 1gG2 em cées do grupo 3 (DPP*/EIE") foram maiores
que os niveis de IgG1l (p<0,0001) tanto em relagdo ao antigeno rKLO8 quanto em

relacdo ao antigeno rk26) (Figura 10).
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Figura 10. Niveis séricos de anticorpos IgG1 e IgG2 especificos para os antigenos rKLOS8 e rK26.
Soros (1/1000) de cdes DPP/EIE (n=100) e DPP*/EIE" (n=100), foram testados através do ELISA. D.O.
= densidade éptica.
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4.3 ESTUDO DAS CURVAS ROC DOS TESTES DE ELISA PARA OS ANTIGENOS
rKLOS8 E rK26

A analise da curva ROC foi realizada para identificar aplicabilidade dos antigenos
rKLOS8 e rK26 no diagnostico da LVC. Os parametros avaliados na curva ROC incluem
a acuracia do teste, representada pela area sob a curva ROC (ASC) e os valores de
sensibilidade e especificidade, bem como as razdes de verossimilhanca positiva e
negativa, quando necessario. Na deteccdo de anticorpos IgG anti-rKLO8 e anti-rk26,
os resultados da comparagdo das curvas ROC para os dois antigenos avaliados
mostraram que o valor da area sob a curva (ASC) do rK26 de 0,884 (IC 95%: 0,831 a
0,925), foi maior (p<0,05) que o valor da ASC do antigeno rKLO8 (ASC= 0,825, IC
95%: 0,765 a 0,875) (Figura 11 A). Além disso, foram comparadas as curvas ROC
obtidas mediante a avaliagdo das subclasses de IgG (IgG1 e 1gG2) com os antigenos
rKLO8 e rK26. Os resultados da comparagdo das curvas ROC (IgGl) para os
antigenos avaliados mostraram que o valor de ASC do rK26 de 0,640 (IC 95%: 0,569 a
0,706), foi semelhante ao valor do rKLO8 (ASC= 0,547, IC 95%: 0,476 a 0,618), nédo
apresentando diferenca estatistica (p= 0,075), (Figura 11 B). Ao comparar as curvas
ROC dos antigenos avaliados na detec¢do de IgG2 nos soros de cdes dos grupos
DPP/EIE e DPP'/EIE", os resultados mostraram que o valor da ASC do rk26 de 0,898
(IC 95%: 0,847 a 0,936) foi maior que o valor da ASC do antigeno rKLO8 (ASC= 0,822,
IC 95%: 0,762 a 0,873, p<0,05) (Figura 11 C). A comparagado das curvas ROC para
IgG, 1gG1 e IgG2 mostrou que o antigeno rk26 apresenta melhor acuracia (maior ASC)
que o antigeno rKLO8, no entanto, como o nivel de significancia foi bem préximo do
limite do intervalo de confianca, essa diferenca foi considerada pouco relevante. Em
conjunto, esses resultados sugerem que os dois antigenos avaliados tém um perfil

muito semelhante no diagndéstico da LVC.
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Figura 11. Comparacao dos antigenos rKLO8 e rK26, através da curva ROC (receiver operator
characteristic).

As curvas ROC permitem comparar o desempenho dos antigenos rKLOS8 versus e rK26 na deteccdo de
IgG (A), 1IgG1 (B) e 1IgG2 (C) no diagnostico da LVC.

4.4 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

A avaliagao da sensibilidade e especificidade pela curva ROC de IgG mostrou que
os antigenos rKLO8 e rK26 apresentaram sensibilidade de 68% (IC 95%: 57,9-77,0), e
77% (IC 95%: 67,5-84,8) respectivamente, e especificidade de 92% (IC 95%: 84,8-
96,5) e 91% (IC 95%: 83,6-95,8), respectivamente. Os valores de sensibilidade e
especificidade apresentados foram correspondentes ao ponto da curva ROC mais
proximo do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%. Em termos de raz&o
de verossimilhanca (RV) para antigenos rKLOS8 e rK26, os valores foram de 8,5 e 8,56,
respectivamente, para razdo de verossimilhanca positiva; e 0,35 e 0,25,
respectivamente, para razdo de verossimilhanca negativa (Tabela 2). Estes resultados

confirmam o desempenho similar dos antigenos rKLOS8 e rK26 no diagnéstico da LVC.

Tabela 2 - Parametros estatisticos avaliados para os antigenos rKLO8 e rK26 no
sorodiagnadstico da LVC.
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Antigenos Cut off (Ass0) Sensibilidade % Especificidade %  RV*  RV- g‘;ﬁj‘:;gg
rKLO8 0,17 68 92 850 0,35 0,825
rK26 0,17 77 91 856 0,25 0,884
O cut

off, dados de sensibilidade e especificidade e valores de verossimilhanca positivo (RV+) e negativo (RV-)
foram determinados pela andlise das curvas ROC. Os valores de sensibilidade e especificidade
apresentados foram aqueles correspondentes ao ponto da curva ROC mais préximo do ponto de
sensibilidade e especificidade igual a 100%. RV+ e RV- correspondem a valor preditivo positivo e
negativo, respectivamente.

4.5 AVALIACAO DA UTILIDADE DIAGNOSTICA DO ELISA-rKLO8 E ELISA-rK26,
EM RELACAO AOS TESTES DPP E EIE BIO-MANGUINHOS.

De acordo com o nimero de amostras dos grupos 1 (DPP/EIE’) e 3 (DPP'/EIEY),
positivas e negativas, obtidas pelos testes de ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26 em
comparacao com os testes DPP e EIE (Tabela 3), foi calculada a correlacdo entre eles
utilizando o coeficiente de concordancia Kappa de Cohen.

Tabela 3 - NUmero de amostras positivas e negativas obtidas mediante os seguintes
teste (DPP, EIE, ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26).

METODO DIAGNOSTICO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
DPP 100 100 200
EIE 100 100 200
ELISA - KLO8 69 131 200
ELISA - rK26 86 114 200

NUmero total de soros de cées avaliados para os diferentes métodos de diagnostico.
Os resultados de concordancia obtidos pelo indice Kappa de Cohen, ao comparar

0 ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26 com os testes DPP e EIE utilizados para o diagnéstico
da LVC, indicam que o ELISA-rKLO8 tem um perfil semelhante no diagndstico da LVC
em comparacéo ao ELISA-rk26, quando ambos sdo comparados com os testes DPP e
EIE. As andlises Kappa mostraram que o ELISA-rKLO8 tem uma concordancia

moderada com DPP e com o EIE, de acordo com a escala de margens para validar o
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grau de concordancia em funcéo do indice Kappa, estabelecida em 1977 por Landis e
Koch (Landis e Koch, 1977), apresentando valor Kappa de 0,590 (IC 95% 0,484 —
0,696) quando comparado com os testes usados atualmente no diagndstico da LVC. O
ELISA-rK26 apresentou uma boa concordancia com DPP e com o EIE, com valor
Kappa de 0,680 (IC 95% 0,579 - 0,781) (Tabela 4), de acordo com a escala de
margens para validar o grau de concordancia de Landis e Koch, (1977). Além disso, Ao
comparar o ELISA-rKLO8 com ELISA-rK26, a analise Kappa permitiu estabelecer que o
ELISA-rKLO8 apresentou uma boa concordancia com ELISA-rK26, com um valor
Kappa de 0,739 (IC 95% 0,644 — 0,833), (Tabela 4), considerado bom de acordo com a
escala de margens para validar o grau de concordancia. Estes resultados sugerem que
ELISA-rKLO8 tem um desempenho similar ao ELISA-rK26 no diagnéstico, assim a
combinacdo desses antigenos pode representar uma ferramenta adicional para o
diagnoéstico da LVC, podendo reforcar o teste de DPP. Estes resultados permitem
sugerir a utilidade do ELISA-rKLO8 no diagnéstico da LVC, sendo isto inédito e

inovador.

Tabela 4 - Concordancia entre os testes de ELISA (ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26) e
ensaios padrdo (DPP e EIE-Bio-Manguinhos) usados para o diagnéstico da LVC.

METODO DIAGNOSTICO DPP2 EIEP ELISA- rK26
ELISA-rKLO8 0,590¢ (IC 95% 0,484 — 0,696)  0,590° (IC 95% 0,484 — 0,696) 0,739° (IC 95% 0,644 - 0,833)
Moderado Moderado Bom
ELISA- rK26 0,680¢ (IC 95% 0,579- 0,781) 0,680¢ (IC 95% 0,579- 0,781) ND
Bom Bom

a. DPP = teste rapido “Dual Path Platform (Biomanguinhos);

b. EIE = Ensaio Imunoenzimatico (Biomanguinhos);

c. O coeficiente Kappa foi calculado de acordo a estatistica de Cohen;
IC = Intervalo de confianca e ND = N&o determinado.
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4.6 ACURACIA DIAGNOSTICA DA COMBINACAO DOS ANTIGENOS rKLOS E rk26
NA LVC

Mediante os resultados obtidos em relacdo ao desempenho similar entre os
antigenos rKLO8 e rK26 no diagnostico da LVC, e de acordo com estudos que
reportaram uma possivel forma de melhorar o diagnéstico da leishmaniose visceral
canina mediante o uso do ELISA com a combinagédo de antigenos recombinantes que
apresentaram um melhor rendimento no diagnéstico da doenca (Porrozzi et al., 2007;
Figueiredo et al., 2010; Maia et al., 2012), foi avaliada a acurdcia da mistura de
antigenos rKLO8 + rK26 no diagndstico da leishmaniose visceral canina, tendo como
objetivo aperfeicoar a sensibilidade e especificidade do teste.

A reatividade de anticorpos IgG frente a combinacdo das duas proteinas
recombinantes, KLO8 e K26, foi avaliada mediante ELISA utilizando os grupos de soros
cedidos pela Gerencia de Controle de Zoonoses/ Secretaria Municipal de Saude de
Governador Valadares — MG. Foram avaliados os grupos de soros de caes DPP/EIE
(n= 100), e DPP*/EIE" (n=100). Os resultados mostraram que 0s niveis de anticorpos
IgG no soro de cédes do grupo 3 (DPP*/EIE") reativos para a combinagdo dos antigenos
rKLO8+rK26-ELISA, foram significativamente mais elevados que os do grupo 1 (DPP”
/EIE") (p<0.0001). O ponto de corte que permitiu diferenciar entre as amostras positivas

e negativas foi estabelecido pela curva ROC (ponto de corte = 0,21) (Figura 12).
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Figura 12. Detecc¢éo de anticorpos IgG anti-rKLO8+rK26.

Soros (diluidos a 1/2000) de cdes DPP-/EIE- (n=100), e soros DPP+/EIE+ (n=100) foram testados
através do ELISA. O cut off para rKLO8+rK26 (0,21) foi estabelecido por a curva ROC. A barra
horizontal, em cada grupo, representa a mediana das densidades 6pticas (D.O.).

Na avaliacdo dos niveis de 1gG2 para a combinagdo dos antigenos avaliados
(rKLO8+rK26), os resultados mostraram que os niveis séricos de anticorpos 1gG2 em
cées do grupo 3 (DPP'/EIE"), foram maiores que no grupo 1 (DPP/EIE) (p<0,0001),
sendo semelhante ao encontrado quando os antigenos foram testados em separado
(Figura 13).

0.6- IgG2
' +P<0.0001 3 DPP-/EE-
W DPP+/EIE+
0.4- *P<0-0001 *P<O-UUD1
0.0-
rkKLO8 rk26 rKLO8+rK26

Figura 13. Niveis de anticorpos IgG2 especificos para os antigenos rKLO8, rk26 e rKLO8+rK26.
Soros (n=100/grupo) de cédes DPP-/EIE- e DPP+/EIE+ foram testados na diluicdo 1/1000 através do
ELISA.
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Os resultados da comparacao das curvas ROC obtidas no ELISA-rKLO8+rK26,
ELISA-rKLO8 e ELISA-rK26 para a deteccdo de anticorpos IgG, mostraram que 0
ELISA-rKLO8+rK26 apresentou uma maior area sob a curva (ASC) com valores de
0,930 (IC 95%: 0,885-0,961) comparado ao ELISA-rKLO8 que apresentou ASCrKLO8
= 0,825 (IC 95%: 0,765 — 0,875) e ao ELISA-rK26 com ASCkzs = 0,884 (IC 95%: 0,831
— 0,925) (Figura 14 A-C). Estes dados indicam que a combinacdo dos dois antigenos
avaliados rKLO8 + rK26 apresenta uma melhor acuracia no diagndstico da LVC que a
observada nos antigenos rKLO8 e rK26 usados separadamente na deteccdo de

anticorpos IgG.
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Figura 14. Comparacéo da combinacao dos antigenos rKLO8 e rK26, através da curva ROC.

A analise das curvas ROC permite comparar o desempenho da combinacao dos antigenos rKLO8 + rK26
versus os antigenos rKLO8 e rK26 em separado, na deteccao de IgG.

A =rKLO8 versus rk26; B = rKLOS8 + rK26 versus rKLOS8, e C = rKLO8+ rK26 versus rK26.

A analise da curva ROC foi realizada para determinar os valores de sensibilidade
e especificidade na avaliagdo da combinacdo dos antigenos rKLO8 e rK26 e sua
aplicabilidade no diagnostico da LVC. A avaliacdo da sensibilidade e especificidade na
deteccdo dos anticorpos IgG anti-rKLO8 com rK26 pela curva ROC, mostrou que o
ELISA usando a combinacdo dos antigenos rKLO8 e rK26 (ELISA-rKLO8+rK26)
apresentou uma sensibilidade de 85% (IC 95%: 76,5 a 91,3), e uma especificidade de
93% (IC 95%: 86,1 a 97,1), sendo maiores (sensibilidade e especificidade) que a
observada quando os antigenos rKLO8 e rK26 foram avaliados em separado (Tabela
5). Em termos de razdo de verossimilhanca (RV) para a combinacdo dos antigenos
avaliada, os valores foram de 12,14 para razéo de verossimilhanca positiva e 0,16 para
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razdo de verossimilhanca negativa (Tabela 5). Estes resultados confirmam o bom
desempenho do ELISA-rKLO8+rK26 no diagnéstico da LVC.

Tabela 5 - Parametros estatisticos avaliados para a combinagéo dos antigenos rKLO8
e rK26 no sorodiagnostico da LVC.

Areasob a

Antigenos Cut off (A450) Sensibilidade % Especificidade % RV * RV - curva ROC
rKLO8 0,17 68 92 8,50 0,35 0,825
rK26 0,17 77 91 8,56 0,25 0,884
rKLO8+rK26 0,21 85 93 12,14 0,16 0,930

O cut off, dados de sensibilidade e especificidade e valores de verossimilhanca positivo (RV+) e negativo
(RV-) foram determinados pela analise das curvas ROC. Os valores de sensibilidade e especificidade
apresentados foram aqueles correspondentes ao ponto da curva ROC mais proximo do ponto de
sensibilidade e especificidade igual a 100%. RV+ e RV- correspondem a valor preditivo positivo e
negativo, respectivamente.

De acordo com o numero de amostras dos grupos 1 (DPP-/EIE-) e 3
(DPP+/EIE+) positivas e negativas obtidas pelo ELISA-rKLO8+rK26, em comparacao
com os resultados obtidos pelos testes de diagnostico usados na LVC (DPP e EIE), foi
calculada a correlacdo entre eles utilizando o coeficiente de concordancia Kappa de
Cohen. Os resultados mostraram que, quando ELISA-rKLO8+rK26 foi comparado com
o teste rapido DPP, a andlise Kappa mostrou que o ELISA utilizando a combinacéo dos
dois antigenos recombinantes tem uma boa concordancia com o DPP com valor Kappa
de 0,700 (IC 95: 0,602 — 0,798); considerado bom de acordo com a escala de margens
para validar o grau de concordancia em funcdo do indice Kappa. Além disso, a
comparacao entre ELISA-rKLO8+rK26 e EIE-Bio-Manguinhos mostrou que estes testes
tém uma boa concordancia com valor de Kappa de 0,700 (IC 95: 0,602 — 0,798);
considerado bom de acordo com o indice Kappa (Tabela 6). Estes resultados sugerem
que a combinacdo dos antigenos rKLO8 + rK26 pode representar uma ferramenta

adicional para o] diagnéstico da LVC.
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Tabela 6 - Acordo entre o teste ELISA-rKLO8+rK26 e ensaios de referéncias (DPP e
EIE-Bio-Manguinhos) usados para o diagnostico da LVC.

METODO DIAGNOSTICO DPP2 EIEP
ELISA-rKLO8+rK26 0,700° (IC 95% 0,602 — 0,798) 0,700¢ (IC 95% 0,602 — 0,798)
Bom Bom

a. DPP= teste rapido “Dual Path Platform (Biomanguinhos);
b. EIE= Ensaio Imunoenzimatico (Biomanguinhos);
c. coeficiente Kappa foi calculado de acordo a estatistica de Cohen; IC = Intervalo de confianga.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo uma nova proteina recentemente descrita para o diagndstico
da LV, denominada rKLOS8, foi testada em comparagdo com o antigeno rK26,
considerado antigeno de referéncia no diagndstico da LV (Abass et al., 2013; Abass et
al., 2015).

Os principais achados deste presente estudo foram: 1) Niveis elevados de
anticorpos 1gG anti-rKLO8 e rK26 foram encontrados no soro de caes do grupo 3
(DPP'/EIE") em relagdo ao grupo controle negativo DPP/EIE"; 2) Niveis elevados de
IgM anti-rKLO8 e rk26 foram apresentados por cies do grupo DPP*/EIE* em relacgéo
ao grupo DPP/EIE"; 3) Cies DPP'/EIE’ apresentaram niveis maiores de 1gG2 em
relacdo aos niveis de IgG1l para os antigenos rKLO8 e rK26; 4) O antigeno rKLOS8
apresentou um perfil semelhante ao antigeno rkK26, quando avaliados e comparados
pelas curvas ROC para os anticorpos especificos IgG, 1gG1 e IgG2; 5) A analise de
concordancia, pelo teste Kappa, mostrou que o antigeno rKLO8 apresentou uma
concordancia moderada quando comparado com o teste DPP e EIE, e rK26 apresentou
um bom grau de concordancia quando comparado com o teste DPP e EIE, além disso,
foi observada uma boa concordancia entre os dois antigenos quando avaliados por
ELISA; 6) Niveis elevados de anticorpos IgG e 1gG2 anti-rKLO8+rK26 foram
encontrados no soro de cdes do grupo 3 (DPP'/EIE") em relagdo ao grupo controle
negativo DPP/EIE" sendo os resultados semelhantes aos obtidos pelos antigenos
usados em separado; 7) A combinacdo dos antigenos rKLO8+rK26 apresentou uma
melhor acuréacia no diagndstico da LVC, com uma maior sensibilidade e area sobre a
curva que os antigenos rKLO8 e rK26 usados por separado quando avaliados e
comparados pelas curvas ROC para a deteccédo de IgG; 8) Analise de concordancia,
pelo teste Kappa, mostrou que a combinacéo dos antigenos rKLO8 e rK26 apresentou
um bom grau de concordancia quando comparados com o teste DPP e com o teste EIE
quando avaliada por ELISA.
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Na avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos IgG contra os antigenos rKLOS8 e
rKk26 de L. donovani em caes, os resultados mostraram que os cdes do grupo
DPP*/EIE" considerados positivos para LVC apresentaram niveis elevados de
anticorpos IgG anti-rKLO8 e rK26 em relacdo ao grupo de soros de caes DPP/EIE
considerados negativos para LVC. Estes resultados estdo de acordo com outros
trabalhos que também detectaram niveis altos de IgG em soros de cdes com
leishmaniose visceral (Solano-Gallego et al., 2001; Rodriguez et al., 2006; Porrozzi et
al., 2007) No entanto, em relagéo aos resultados obtidos no grupo DPP/EIE’, no qual
algumas amostras apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG contra o0s
antigenos rKLO8 e rK26, tal fato poderia ser explicado pela diferenga entre as técnicas
usadas no diagnostico da LVC. Assim, foi relatado que pacientes com LV do Sudao
com niveis baixos de anticorpos tendem a dar resultados falsos negativos em testes
rapidos (Abass et al., 2013). Provavelmente, o teste DPP esta diagnosticando alguns
casos falsos negativos, o que poderia contribuir para a manutencéo da infeccéo. Os
resultados obtidos com as amostras do grupo DPP'/EIE’, nos quais a maioria das
amostras apresentou niveis baixos de IgG contra os antigenos avaliados, indicam uma
possivel ocorréncia de casos falsos-positivos observados no grupo DPP”, mostrando
uma melhor concordancia entre o ELISA-rKLO8 e ELISA-rkK26 com o teste EIE usado
como teste confirmatério no diagndstico da LVC no Brasil. Estas diferencas entre o
testes usados no diagnostico da LVC também foi observada por Castro et al. (2014),
mostrando diferenca entre o DPP e a PCR convencional ou PCR em tempo real, em
gue dos doze cédes diagnosticados positivos pelo DPP, nove foram positivos para a
técnica molecular, considerada mais sensivel e especifica para o diagnéstico da
doenca (Castro-Junior et al., 2014). Portanto para o controle das leishmanioses
estudos adicionais sdo necessarios para confirmar o desempenho do teste DPP no
diagnostico da LVC (Cavalcanti et al., 2015).

Niveis elevados de IgM foram apresentados nos soros de cdes do grupo
DPP*/EIE" em relacdo ao grupo DPP/EIE’, indicando uma possivel infeccédo recente
com L. infantum, nesses animais. Estudos realizados na Italia e na Espanha mostraram
uma menor soroprevaléncia de IgM (60% e 69,5%, respectivamente) (Orndorff et al.,

2000; Rodriguez et al., 2006) corroborando com nossos resultados, que mostraram a
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soroprevaléncia de 76% para rKLO8 nos soros do grupo DPP*/EIE". Ryan et al. (2002),
observaram alta soroprevaléncia de IgM (97,5%) em 40 dos 41 caes avaliados no
Brasil (Ryan et al., 2002), valor préximo ao observado no presente estudo, frente ao
antigeno rk26 (95%). As discrepancias observadas na soroprevaléncia de IgM de uma
regido para outra pode ser explicada, em parte, pelas diferencas da origem do parasito,
da carga parasitaria, e do estado imunologico dos caes avaliados (Rodriguez et al.,
2006).

As diferencias observada na resposta de IgM entre rKLO8 e rK26 mostra que 0
ELISA-rK26 é mais sensivel que o ELISA-rKLOS8 na deteccéo de anticorpos IgM, o qual
pode ser explicado pela diferencas da origem do parasito usado nos antigenos
testados. Abass et al.(2013), observaram que o ELISA-rKLO8, que emprega uma
proteina expressa a partir de uma cepa de L. donovani autéctone do Sudao, mostrou
uma maior sensibilidade (98,1%), em comparacdo com o antigeno rK39 (96,2%) na
deteccdo de anticorpos em controles e pacientes com LV no Sudao (Abass et al.,
2013). Portanto, as dificuldades no diagndstico da doenca podem ser superadas
usando no sistema de deteccdo antigenos derivados de parasitos autoctones
procedentes da mesma area endémica (Ribeiro et al., 2007).

Embora anticorpos IgM geralmente sdo considerados como um marcador
imunoldgico fortemente associado com a fase aguda de doencas parasitarias. No
entanto, IgM anti-L. infantumi sdo detectados, respectivamente, ap0s o0 primeiro e
quinto més de infeccdo aguda e cronica, mantendo niveis elevados durante o curso da
infeccdo (Genaro, 1993). Titulos elevados de IgM estdo presentes em cées, que sao
naturalmente infectados com L. infantum, e ndo existe nenhuma diferenca entre os
titulos de animais assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos (Reis, 2001). Além
disso, tem sido mostrado que niveis altos de IgM podem ser detectados durante a fase
cronica da LVC, inclusive até um ano despois do tratamento. Apesar disso, pouco se
conhece sobre o perfil de IgM na LVC, tornando-se necessaria a busca por
informacBes para compreender a importancia biolégica da persisténcia de IgM na
resposta humoral em cées infectados por Leishmania de maneira cronica (Reis et al.,
2006; Rodriguez et al., 2006; De Freitas et al., 2012).
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7

A diferenciagdo e a proliferacdo dos linfécitos B é usualmente regulada
diretamente pelas células T e citocinas as quais influenciam nos isotipos de anticorpos
produzidos. Dessa forma, avaliar as concentracfes das diferentes subclasses de IgG
pode refletir indiretamente a mudanca do perfil de resposta imune (Thl ou Th2) em
cées sintomaticos e assintomaticos (Pinelli et al., 1994; Asl et al., 2013). Varios estudos
na LVC, demonstraram a existéncia de uma correlacdo entre o estado clinico e os
niveis das subclasses de IgG (Deplazes et al., 1995; Almeida et al., 2005; Iniesta et al.,
2005; Asl et al., 2013), sendo que a manifestacdo clinica da leishmaniose canina esta
associada com altos niveis de IgG1l, enquanto IgG2 esta relacionada com infecgfes
subclinicas em céaes.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, os cdes DPP'/EIE"
apresentaram niveis maiores de IgG2 que os niveis de IgG1 para os antigenos rKLO8
e rk26 (p<0,0001). Apesar da caréncia dos dados clinicos dos cées estudados, as
amostras avaliadas sao provenientes de um banco de soros de caes, coletados
aleatoriamente nas areas que reportaram casos ativos de LV em humanos, estes
refletem possivelmente uma populagdo predominante de animais DPP'/EIE*
assintomaticos. Dessa maneira podemos correlacionar, os niveis elevados de 1gG2 no
grupo de cdes DPP'/EIE’ e os niveis menores de IgG1, com a prevaléncia de um
estado subclinico da doenca nesse grupo considerado infectado, apesar da falta de
dados clinicos. Desplazes et al. (1995) e Asl, Sharifi et al. (2013), mostraram uma
relacdo entre a alta expresséo de lgG2 com infeccfes assintomaticas, e alta expressao
de IgG1 com leishmaniose ativa. Além disso, tem sido descrito uma alta expresséo de
IgG e 1gG2 no grupo de caes assintomaticos infectados que no grupo néo infectado, e
uma alta expressao de IgG1 e IgE nos animais sintomaticos (Iniesta et al., 2005). Além
disso, altos niveis de 1gG2 nos céaes vacinados com o ligando fucose-manose (FML) de
L. donovani, foram correlacionados com a protecdo proporcionada por vacinas (De
Oliveira Mendes et al., 2003).

Por outro lado, tem sido demostrado que os titulos de anticorpos IgG1l e IgG2
anti-Leishmania s&o indicadores mais confiaveis da doenca que a IgG total, e
possivelmente podem ser usados para o prognéstico de acompanhamento da

quimioterapia, especialmente em humanos (Asl et al., 2013; Bhattacharyya et al.,
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2014). Foi mostrado também que a reposta imune Thl -caracterizada por
predominéancia de anticorpos IgG2 e uma maior producdo de IFN-y parece estar
associada ao controle do parasito contribuindo com a manutengdo do quadro
assintomatico (Asl et al., 2013; Cruz-Chan et al., 2014). De acordo com esses autores e
considerando a expressdo predominante de IgG2 nos soros de cdes do grupo
DPP*/EIE" avaliados, pode-se sugerir a ocorréncia de um desenvolvimento de resposta
imune do tipo Th1l nos animais avaliados no presente estudo, embora os dados clinicos
dos caes nao tenha sido avaliado, por falta de registro dessas informag¢des no Centro
de controle de Zoonoses de Governador Valadares.

Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos pelas analises da curva ROC
para rKLO8 (68% e 92%, respectivamente) e para rK26 (77% e 91%, respectivamente)
confirmam o bom desempenho do antigeno rKLO8 no diagnéstico da LVC, embora o
antigeno rK26 tenha exibido valores de ASC para a IgG total e 1IgG2 um pouco
melhores em comparacao com rKLO8. O antigeno rKLO8 também apresentou uma alta
especificidade de 96,1% no diagnéstico da LV em humanos, em estudos realizados no
Sud&o e na india, quando comparado com o antigeno rk39 (Abass et al., 2013; Abass
et al., 2015). Além disso, no presente trabalho foi demostrado o desempenho
semelhante do antigeno rKLOS8 e do rK26 no diagnostico da LVC.

Em contraste aos nossos resultados de sensibilidade para os antigenos
avaliados, Porrozzi et al. (2007) reportaram que o antigeno rkK26 tem uma sensibilidade
de 100 e 98% para cdes sintomaticos e assintomaticos respectivamente, em estudo
realizado com amostras provenientes de uma area endémica rural no noroeste de
Espirito Santo, Brasil. Esses achados sugerem a existéncia de variagcdo em relagéo a
sensibilidade e especificidade do mesmo antigeno quando o mesmo é usado em
localidades diferentes, o que pode ser associado com a heterogeneidade do parasito
Leishmania de diferentes regibes endémicas (Abass et al., 2015), ou, alternativamente,
podem refletir caracteristicas diferentes relacionadas com a resposta do hospedeiro
infectado. Em concordancia, soros de pacientes da india demonstraram respostas de
anticorpos significativamente maiores para rKLO8 e rK39 em comparacdo com soros
de Sudéo (p <0,0001) e Franca (p <0,0037) (Abass et al., 2015). As dificuldades no

diagnostico da doenga em algumas &reas geograficas podem ser superadas quando o
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sistema de deteccdo se baseia em antigenos derivados de parasitos autéctones
procedentes da mesma area endémica (Garcez et al., 1997; Ribeiro et al., 2007).

De maneira geral, ao comparar o desempenho do antigeno recombinante rKLO8,
avaliado pela primeira vez no diagnostico da LVC, com o antigeno de referéncia rK26,
0s resultados mostraram um bom desempenho para o novo antigeno em questédo. Os
valores de sensibilidade e especificidade apresentados pelo antigeno rKLO8 foram
similares aos apresentados pelo antigeno rK26, quando comparados pelas curvas ROC
para os anticorpos especificos IgG, 1gG1 e 1gG2.

O acordo moderado entre ELISA- rKLO8 com DPP e EIE (valores de Kappa =
0,590), e 0 bom acordo entre ELISA- rK26 com DPP e EIE (valores de Kappa = 0,680),
indicam que rK26 tem uma melhor concordancia com os testes utilizados no
diagnéstico da LVC. No entanto, a boa concordancia observada quando os dois
antigenos foram comparados por analises Kappa 0,739, reforca que rKLO8 tem um
desempenho semelhante em comparagdo com rK26, na deteccdo da LVC,
independentemente do método de diagndstico utilizado (Porrozzi et al., 2007). Outros
estudos mostraram uma pobre concordancia com baixa sensibilidade quando os testes
com as proteinas recombinantes C1, C8 e C9 de Leishmania foram comparados com o
EIE Bio-Manguinhos e teste rapido DPP (64% e 73%, respectivamente). Esses
resultados conflitantes poderiam ser explicados pelos diferentes antigenos utilizados
nos testes. Alternativamente, as propriedades intrinsecas da proteina e da plataforma
empregada no teste pode ter influéncia no desempenho e poderia ser responsavel
pelas diferencas observadas (Fonseca et al., 2014). Logo, o presente trabalho sugere
gue o ELISA utilizando o antigeno rKLOS8 poderia ser implementado para o diagndstico
da LVC. Alguns autores apontam que o0 uso de combinacbes de antigenos
recombinantes no DPP, poderia melhorar o rendimento do teste e contribuir para
eficiéncia do diagnostico da LVC (Coura-Vital et al., 2014). Portanto, a combinacdo dos
antigenos rKLOS8 e rK26 ou a inclusdo do antigeno rKLO8 no teste DPP, poderia ser
uma potencial ferramenta para o diagnostico da LVC.

A combinacdo dos antigenos rKLO8 e rK26, usados de forma simultanea no
diagnostico da LVC mostrou niveis mais elevados de anticorpos I1gG e 1gG2 anti-
rKLO8+rK26 nos soros de cdes do grupo 3 (DPP*/EIE") em relacdo ao grupo controle
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negativo DPP/EIE". A expressao predominante de IgG e 1gG2 nos soros de caes do
grupo DPP/EIE" avaliados, pode-se sugerir o desenvolvimento de uma resposta imune
do tipo Thl nesses animais infectados, como foi discutido anteriormente para 0s
antigenos rKLO8 e rK26 utilizados em separado, estando de acordo com outros
trabalhos da literatura (Asl, Saharifi et al (2013) e Cruz- Chan, Aguilar- Cetina et al.
(2014)) que indicam que uma reposta imune Thl, caracterizada pela predominancia de
anticorpos 1gG2 e uma maior producao de IFN-y parece estar associada ao controle da
infeccéo por Leishmania, contribuindo com a manutencdo de um quadro assintomatico.
Além disso, Desplazes et al. (1995) e Asl, Sharifi et al. (2013), mostraram relagéo entre
a alta expressao de IgG2 com infeccdes assintomaticas e alta expressao de IgG1 com
a doenca.

Com a combinacdo dos antigenos rKLO8 e rK26, foi observada uma melhor
sensibilidade e especificidade (85% e 93%, respectivamente), obtida pela analise da
curva ROC do que para os antigenos avaliados em separado (sensibilidade de 68%
para rKLOS8, 77% para rK26, e especificidade de 92% e 91%, respectivamente). A
maior area sobre a curva, com valores de 0,930, em comparacdo com a observada
para os antigenos rKLO8 e rK26 testados separadamente (ASC rKLO8= 0,825 e ASC
rk26= 0,884) sugerem que a combinacdo de rKLO8 e rK26 produz uma precisao
melhor no diagnostico da LVC que os antigenos rKLO8 e rK26 usados separadamente.
Outros autores também descreveram sensibilidade e especificidade superiores a 95%
em caes mediante ELISA, usando a formacdo de um antigeno quimeérico recombinante,
gue expressa trés epitopos imunoreativos de L. infantum. A simples estratégia da
combinacdo de diferentes antigenos em um mesmo ensaio € uma abordagem a ser
explorada no diagnéstico da LVC, ja que permitiria adicionar sequéncias disponiveis
para aumentar a sensibilidade do teste (Boarino et al., 2005).

No entanto, sabe-se que a sensibilidade do teste DPP depende da situacao
clinica dos cées, sendo mais elevada em cées sintomaticos (98%) que em
assintomaticos (47%) (Grimaldi et al., 2012). Isso indica que € necessario inserir mais
antigenos no teste r4pido para tornar a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania mais
eficaz na fase inicial da doenca. Novas pesquisas no intuito de aumentar a

sensibilidade do teste de triagem (DPP), principalmente em caes assintomaticos,
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devem ser estimuladas (Grimaldi et al., 2012; Marcondes et al., 2013; Coura-Vital et al.,
2014).

A boa concordancia apresentada entre a combinacdo dos antigenos rKLO8 e
rK26 com o teste DPP, atualmente usado como triagem no diagnéstico da LVC no
Brasil (Kappa= 0.710 para ELISA-rKLO8+rK26), e a boa concordancia observada com
o EIE, teste confirmatdrio no programa de controle da LVC no Brasil (Kappa de 0.710),
sugerem que a combinacdo dos antigenos avaliados mostrou uma boa concordancia
com o teste DPP e com o teste EIE. Outros autores reportaram a concordancia
moderada entre 0 DPP em combinacdo com outros antigenos (DPP rLcilA / rLci2B)
(Fraga et al., 2014). Logo, o presente trabalho indica que um ELISA utilizando a
combinacéo dos antigenos rKLO8 e rK26 poderia ser implementado para o diagnostico
da LVC, ou a inclusdo do antigeno rKLO8 no teste DPP poderia ser uma potencial
ferramenta para o diagndstico da doenca. Esses achados reforcam a sugestdo de que
0o uso de combinagdes de antigenos recombinantes no DPP, pode melhorar o
rendimento do teste e contribuir para uma maior eficiéncia do diagnostico da LVC
(Coura-Vital et al., 2014).

De acordo com o panorama atual do diagndstico da LVC, os métodos de
diagnostico usados atualmente precisam ser melhorados significativamente, visto que
os resultados determinam se os cées serdo sacrificados ou ndo nas areas endémicas,
evitando consequéncias diretas para os cdes (eutanasia), e consequéncias indiretas
para os donos dos animais como traumas emocionais, algumas vezes desnecessarios,
ja que os animais podem nao estar de fato infectados. Por outro lado, os resultados
falsos negativos sdo inaceitaveis, por conduzirem a manutencdo de reservatérios do
parasito. De acordo com os dados apresentados neste trabalho sobre o antigeno
rKLO8, uma possivel forma de melhorar o diagndstico da LVC é a implementacédo de
um novo ELISA com antigenos recombinantes que apresentem um melhor rendimento
no diagnostico da LVC (Porrozzi et al., 2007; Figueiredo et al., 2010; Maia et al., 2012),
sendo assim, o antigeno rKLO8 pode representar uma ferramenta adicional no

diagnostico da LVC.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado pela primeira vez a avaliagdo do antigeno rKLOS8
no diagnéstico da LVC. O antigeno rKL0O8 mostrou um desempenho semelhante em
comparacao com a proteina rk26, considerado antigeno de referéncia no diagnéstico
da leishmaniose visceral. Os resultados apresentados indicam o potencial do ELISA-
rKLO8 como ferramenta adicional para o diagnostico da LVC. O nivel elevado de
anticorpos 1gG2 contra os antigenos rKLO8 e rK26 sugere a existéncia de cdes com
uma resposta imunoldgica de perfil Thl. O uso da combina¢édo dos antigenos rKLOS8 e
rK26 no diagnostico da LVC mediante ELISA permitiu melhorar a sensibilidade do
teste, indicando o ELISA-rKLO8+rK26 como uma potencial ferramenta a ser
implementada no diagnostico da LVC.
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8.1 ANEXO 1: MANUAL DE INSTRUCOES DA APLICACAO DO TESTE RAPIDO TR DPP LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA — BIO- MANGUINHOS
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LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO
- O TR DPP* Lalshmanicnss Visceral Caniig — Bio-Manguinhos deve ser ulifizado com soo, plasma ou sangue
total venono.

Outros lipas de tras de sangue coletadas em lubos i que ndo clirates,
heparina ou EDTA, podem gerar s . Para & e soro, coletar sangue serm
anticongulanto.

= O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina — deve ser tidas

st ranusl visande b cbtencio de reultadeos adegquados.
- Proceda a keiturn do teste em, no maximo, 25 minuios.
- Somente abra o envelope ol porte de teste no do s utilleagho,
- Um resultado reagente indica a presenca de anticorpos paon Leishirnadaia na acmoston testasda.
= Um resultado nive reathvo de
Uma resposta humoral & uma recente pode levar alguns meses até slingir niveis detectévels.
- Om andmal Infectado com Lelstvnania que estela recebendo algum tipo de medicamento pode produsds
resultado falso negativo.

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

On indices de do TR DPP* L Wiecaral Candna — Bio-Manguintos
foram determinados pola mh da o detectar para L =m
amostras. clinkcas {sangue, om0 < plasma) do caes. Usand o beste do 62 s,
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Teste EIEL . para 7 e ches,
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REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE

As boas pratices de o
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8.2 ANEXO 2: MANUAL DE INSTRUCOES DA APLICACAO DO TESTE RAPIDO EIE LEISHMANIOSE VISCERAL

CANINA - BIO- MANGUINHOS

EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhes
(USO VETERINARIO)
ENSAIO lwnoEMznuAﬂco (EIE) PARA DIAGNOSTICO
HMANIDSE VISCERAL CANINA
w.ﬂal tornecids para 384 reagdes)
INDICAGAD DE USO
O Kit EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA Bio-Manguinhos & utllizada na deteccio de
anticorpos contra Leishmarnia mafor ke, em soros ou plasmas de ces,

PRINCIPIO DO TESTE
© ensaio Imungentimiticn comsisie N3 158580 de MILCOpPOY PrEENIEs N0S 30M0S o

plasrmas de ches ik citidos &
purw:iecﬂummm-u Os antigenos obtidos sho previamente adsonvidos nes cavidades

- Tarmgnas. parn as placas;

- Hipoclorito de s6dia 0 2,9% ou fgua sanitéra:
. para keitura de

- Balanga ssrnd-analitica.

equipado com filtro de 450 nm:

Dos

Manter entre 2"4: ® 8°C: Diluenste de amostrafconjugado [SX], Leciting de ldte, Tampso de
lwagerm [20X], Divente do Substrato, Cromdgens (TME), Substrato MO Acdo Sulfircs 2M.
Manter a -20°C: Controle Positivn, Controle Negativo, Conjugado, “Strip” Sensibilizada.

Todos o8 do kit devern ser ndicadas em
mmummummmmnnmmmemmm

Ots.: De acordo com estudos reallzados em Bio. a parte, com
bobinas de gelo reciclivel, permite que ml i 24
& 36 horas.

negativo e as amostras, devidamente diluidos. Caso 0s amostras. possuam
especificos, extes irbo ¢ liger 20s antigenos da fase sdlica.
Ha ctapa seguinte, deve-se adicionar um “{Hic bl

nmmmnuw-nnpemdm mmmmnmm«mﬂm oconerd &

E
Somente para uso Diagnéstice “in iitra”,

Este conjunto disgndstico comém produios bloldgicos e quimicos, podendo represantar uma
fonte de infecgo. Portanto, a0 manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, observe a5
o

c-nmogem(lmmmumulm-‘rﬂﬁ}.
A peronidase juntamente com o peréxido de hidroginio formard um composto de

amarcla, positive (roagentel. Mas covidades que nao
f— cificos, ndo haverd e cor 0 que caracterizs
wama reaio negativil Tno reagente]. Os resuliados podern ser avallados poe meio de um
P de onda de 450 nm.

ESQUEMA DO TESTE

=& O+ 3 - L &gh
= 0+ 3] - WJ:,, <

A qualidnce dos resultados obtidos com ede conjunte disgnosticn depende do cumprimento bs
boas praticas laboratoals, tais corno:
-As 1 o8 il ey ser cuidndo;
- Homogenelzar as amesiras £ controles antes de usar;
- Utilizar equipamento de protegio individual (EP1), tals come luvas descartévels, julees & protetor
facial, em todas as etapas do teste.

- Desprezar pontedras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas utilizadas, etc., em solugho de
hipoclorito de sédio a 2,5% ou Agua sanltira;

- Nunca misturs componentes de lotes diforentes;
- 65 utiliear e,
= Para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte interma dos strips;
- Cadn strip 54 pode set utilizada uma (nica ves;
- Salughes contendos TMB gou perdidase 50 ITfantes par pele e MUCOSas € NS0 deverm entrr
&m contato com metais;

- Mo usar o5 piis sua dat
- Utikzar frascos o vidrarias ﬂﬂomwm lirrgpzs, pois residucs de detergentes sfou substincies.
exidantes poderbo interferir no.

crowdaeno

2 frascos com 45mL

Lecitina de leite 1 sacs - 10g
“Tarnjpho de Lvagem [20X] 2 frascos com S0mL
Liluente de Substrato 1 frasco com G0mL
Cromdgeno (TMB) 1 frasce com O.7mil.
Substrate H,O, 1 frasce com O.2ml.
Acida Sulfirien 2M 1 frasco com 30ml.

Pasitiva 1 frasco com 0.25mL
Cantrole NHegetivo 1 frasee corm 0, 25ml.
Canjugada 1 fresco com O4ml
Mald, 6 "atrips” dupla 4 moiduras
Manual de Instrugso de Oso 1 umidade

COMPL HAD

- Agua destilads;

- Vidtaria bénica em gesal (tubos, pipetas, provelas, etcl;

ponibeitas
= Lurvas descartivels;

- Barquetes ou reservatdrios:

- Estufa o 37°C;

de microplacas;

DO TESTE
Os do kit

de 2°C a B°C, assim
unmuudmmmmpu-mdn-ﬂ)‘t.mcunwlsuu:mm.dmnm
retirados de sua temperatura de conservaso antes do inicio do teste ¢ uliicados, retomande-os &
temperaturs logo apds o wo,

&p do "B iz 1 beste
O conjugedo deve ser retirado de sua de apenas o da sua
utdizagho, sem 8 de do para !

Importante: Este Irsumo nbo tolers variagtes de temperstura, evitar prolongar sua permanincis
fora da termperatura de -20°C,

1. Preparo do dluente de amostras/conjugacdo:

Diluente de Amostms’
o BTHS tplas w° REACOES - 1“1 Lociian de Lot {pesar) HE destilacte
o e 16 alg e
e e 32 EmL oty el
o é a8 BmL osg 2wl
0 a6 64 o 15 W
o5 kB 2l 12 8 i
o6 k96 L 14g 6
2. wynn.bongLdnnmmnhqduumwudnwmphmmdemam
em 500 ul. d de 1:100)

3. Distribule na placa sensibilizada, 100 ul dos comtrobes e amosties b diluidos, do seguinte forma:
1 colina 1 fllciras 7 ¢ *B” o controle positive; na "G, "D ¢ “E” o conkrole negative; “F~ e *G"
sem soro (controle do confugads - S5). Nos demals criffcios, distribuir 100 gL das amostres testes,
& diuidas nos orificios {seguir

[ A 6t 8 8 10 112
al e | | i - I 3
Bl o | = Foi Il I B
cf o | = E I
of mel EE O A M T
Bl o el - o v o ) il
D i o e o il
G m | e e e
(01 o o o~ o il e

CP - Cantrole Positve Nogativo

4. Tampas 83 plocos e incubar a 37°C = 1°C por 30 min.

Obs.: Caso ocoma varlsgao significativa de termperatura durante o perodo de Incubagio,
o tbcnico deverd invalidar o ensalo.

5. Frepan do tampdo de lwvagern:

Obs.: este tampho & sujeto & cistalizacho. caso ko ocoma, coloque em banho-mara o
37°C st & dissolugho cos cristals,

&) volumes necessarios guando se wiliza sisterna de vécuo com penle de lavagem ou
pipetn Pasteur

of BTRIPS duples #" REACOES Tamnplo da Lavagem [36X) 0 deatllada
o ank 16 2l L
L e Bl Tl
w i Al Tk
o 6t Sl L
® e 80 Pl 155 L
o 596 smL 152 L
B quand ilizn lvackine
o STRIFS duplas n* PLACAS. i 14
s 3 w2 0mL 300 .
s ] 2ml AT
i 09 1a 0mL M0mL
a1z 2 3w 85 L
s 19 2z Al TEd el
w18 3 asml Bagml
e 31 LT S, w0 mL
s 74 4 Bsml 045 ml.

6. Destampar culdadesamente a placa, sspirar o contetdo o lmvar § vezes com tampio de
lavagem (200 uliorificic). Aguardar 30 a Sﬂlegmduiznlm lavagem.

7. Dikutr © conp Aiiis g
Prepam da conjugado:
N STRIPS duplas o HEAGORS o Confugadn
a it 16 ami. s
@ ez Sl Sal
L] i 48 HrmL el
o porpss oL [
- aif 80 B [
® e 56 i el

8. Homogenelzar bem  distribulr 100 L. da diluigho da conjugado em cada orilicia
dos strips.

9. Tarnpar as placas e incubar a 37°C = 1°C por 30 min. Aspirar € laver conforme descrito
no item 6.

10. Preparar o substroto alguns minutos antes do uso, preferencialmente em frasco
escuro (o abrigo da luz).

11, Preparo do subssrato:
* BTIE duplas EAG e 10,
ol o 16 2sm 25k, Bl
o2 mé 52 4 40pL BaL
o e dn e LS 124l
o o 54 B B0aL 16l
o i 50 i 100, 20,1
o P 12mi. 1L 24k



12. Distribuir 100 uL do substrato rapidamente em todos os orilicios.
13. Deixar & ternperatura ambiente, &0 abrigo da luz, durante 30 min

14. Bloguear a reagao adicionande 50 ul. de dcido sulfirico 2M em todos os orificios, Em
seguida, proceder a beitura das microplacas.

LEITURA

Ligar o especirolotbmetro para microplacas, equipado com filtra de 450 nm para leitura
& sem & utillzagso de filre de referéncla (620-630nm), Apés alguns minutos, para
estabilizacho do fele de luz, zerar o aparelho ne er (sem a microplaca de teste) e, em
seguida, iniclar a leitura.

Obs.: Casa a lelura seja feits com filtro de 450nm, tendn coma referéncia outre de 620-
630nm, todas as densidades dticas [D'Oi ficardio ababo do esperado, prejudicando ¢

&lculo do cit-off e do a de fafso-positivos no ensalo,

Para o céiculo do cut-off deve-se caleular n média das densidedes dticas (DO} dos
contrales negatvos dentro da falxa de validacio do teste, Caso sejn encontrada alguma
densidade dica fora da faka de validagho do teste, esta deverd ser descartadn & & midia

devera ser realizadas utilizando-se os demals densidades Glicas,

nos exemplos ababo.

VALIDAGAO DO TESTE

Considerar o teste valido quand, valores da densidade dtica et i faixe descrita

a segulr:

Controle Positivo: = 0,500 de DO

Controle Negativo: = 0,050 = 0,120 de DO

Repetic o crsalo se o5 valores cltados estiverern fora do limite.
Caloulo do Cut-0N (G0}

m.'.'.h.i; mm-m&g&u—.mn-m

G000 x2 = 0,199

Exemplo 2:
DOCH 1 = 0,810 DO CHL+ DO CHZ = 2,110 + D.090 = 0,100
DOCH 2 = 0,050 2
B mth i3t —» Fom da faba de valldagio do tesle < descartar
0= XHx2
0,100x 2 = 0,200

Exomplo 3:

DOCH | = 0,110

D3I+ D3 CI2 = QL1140 + 0,060 = 0,005
DOCH 2 = 0,080 Z 2

Foam da falxa de 5

do teste = descartar
OO = XN 2
0085x2 = 0,190

Céleulo da Fabe Cinza (FC)
12

FC=COx
co
F\MMWWM AMOSTRAS REATIVAS ]

: CO = 0322
FC=CDxl2
FC=0322512

densidade dtica lgual ao Cut-Offf
dtica inferior so Cut-Off.
dtica entre o Cut-0ff & a

FC o= 0,386

falxa clnza.

Obs. 1: recomendames & repetigho das amostras que apresentarem densidade dtica na
“falxa cinza”, considerisda neste teste, entre o valor cltido para o Cut-Off & o valor obtido
<om a multiplicacio deste por 1,2,

Obs. 2: mantendo-se a5 amosiras na “fakea clnza” apds a repeticho, recomendames a
wiizagho de outres melodologias para confirmagho deste resullado, que deverd ser
designado como INDETERMINADO.

Obs. 3: gperador deverd observar os controles do teste, considerando que a DO obtida
para o controle do conjugado (S8), nio poderd ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negative,

INDICE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Estudaos p de padronk do teste foram por Bi wm conjunts
com o Instiuto Adolfo Lute {IAL- SPJ Foram identificados 130 cles com suspeita clinica de
Leishmania Visceral Americana {LVA) dos quals foram coletadas amostras de soro o amostras
cobetadas em papel de filtro. Estas amestras focam testadas tanto na IFl quanto no FIE. Para os
célculos de sensibilidade e especificidade a IF) fol considerado o teste padrao ("Gold Standard™),
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EIE n*
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B9 1013 L2 ) 4 3 67 &8 WU

e 0 seguintes indices foram encontrados: Sensibifidade para amostras de soro dos ches: 94,54% & »
e especificidade de 91,76%. Ja para as amosiras coletadas em papel de fliro os indices de © b
sensibilidade e especificidade foram de 79,45% e 90,24/% respectivamente, : f’
INDICE DE REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE : :
Diversos estudos foram realizados em nossos tati il amostras conhecidas e @ o
caracterizadas como padréo, sob os aspectos de Itividade. As " L
s permlimm demrmhar urn pe.ﬁudo m|n|m0 de & meses de widadt para o produto, quando Ciieuln do Cut-Oif (CO) Teorics Responsivi:
acondicl daM | de de Usa, Durante este periodo OO = MM AL =
© produlo manteve suas cammms & seus padries de qualidade, oo Do densidnda tptios
A= midas des D0,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS €N = Controie Hegathvo,
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8.3 ANEXO 3: COMITE DE ETICA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAILS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 016/2015 — CEUA sobre “Avaliagilo de proleina
recombinante rK1.O8 no diagnostico de leishmaniose visceral canina™ projeto de pesquisa sob
a responsabilidade de HENRIQUE COUTO TEIXEIRA com a colaboragdo de LILY PAOLA
MARTINEZ ABAD, CAROLINE DE SOUZA ALMEIDA ¢ ANA MARCIA MATTOS -
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFIF, em reunido realizada em 06/09/2016. O desenvolvimento scra no periodo
de 01/08/2015 a 31/07/2017.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n®. 016/2015 - CEUA about “Avaliagiio de proteina recombinante
rK1.O% no diagnéstico de leishmaniose visceral canina” under responsability of HENRIQUE
COUTO TEIXEIRA and collaboration of LILY PAOLA MARTINEZ ABAD, CAROLINE
DE SOUZA ALMEIDA and ANA MARCIA MATTOS - is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF -~ ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
06/09/2016. The development is the period of 01/08/2015 to 31/07/2017.

Juiz de Fora, 15 de Setembro de 2015

oy (N O

L
Coordepadora Vice-coordenadora
CEUA CEUA
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