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Resumo

No Brasil, a leishmaniose visceral € uma zoonose causada por L. infantum,
transmitida por Lutzomyia longipalpis, e o cdo doméstico é o principal reservatério do
parasito. A doenga no cao, leishmaniose visceral canina, apresenta altas taxas de
prevaléncia, principalmente em areas endémicas e precede a doenca em humanos.
Umas das formas de controle da doenca adotadas pelo governo brasileiro como
parte do “Programa de Controle da Leishmaniose Visceral” é a eliminagdo dos
animais soropositivos para Leishmania. O diagnostico realizado pelo programa de
controle é o teste imunocromatografico rapido DPP® Dual Path Platform como
triagem e o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) como confirmatério. Neste estudo, o
desempenho do DPP® foi avaliado para o diagnéstico da LVC e comparado com
ELISA e ensaio de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os dois Gltimos realizados com
antigenos brutos de L. infantum. A especificidade do DPP® foi avaliada com 74
amostras de soros de cdes nao infectados de area ndo-endémica para LVC.
Amostras de soros de 60 caes naturalmente infectados por Leishmania infantum
com diagnéstico parasitolégico positivo (exame direto e PCR especifico em aspirado
de medula éssea) foram utilizados para avaliar a sensibilidade. O DPP® apresentou
melhor especificidade (98,33%) quando comparado ao ELISA (90,0%) e RIFI
(96,67%). A sensibilidade do DPP® foi menor (93,33%) em relacdo ao encontrado no
ELISA (100%) e na RIFI (98,33%). O DPP® apresentou resultados de VPP (98,24%),
VPN (96,72%) e acuracia (96,66%). Neste estudo, também foi avaliado o
desempenho dos testes soroldgicos, DPP®, ELISA e RIFI, em amostras de soros de
caes infectados com hemoparasitos para identificar se os testes apresentariam
reacdo cruzada. Foram utilizados, 46 soros de cades naturalmente infectados por
Ehrlichia canis, Babesia canis, Hepatozoon canis e Mycoplasma haemocanis.
Apenas uma amostra de soro de cdo co-infectado com Ehrlichia canis e Babesia
canis foi positivo no DPP®. No ELISA, oito amostras de soros foram positivas; seis
com Ebhrlichia canis e duas com Hepatozoon canis. Quando comparado com RIFI e
ELISA, DPP® demonstrou bom desempenho no diagnéstico, o que o qualifica como

um teste aplicavel para o diagndéstico sorologico da LVC.

Palavras-chave: DPP® - Dual Path Platform, ELISA, Leishmania infantum,

leishmaniose visceral, leishmaniose visceral canina, RIFI



Abstract

The immunochromatographic rapid test based on dual-path platform (Dual Path
Platform — DPP®) is the official screening serological test for canine visceral
leishmaniasis (CVL) used by the Ministry of Health as part of the Brazilian visceral
leishmaniasis control program. In this study the performance of DPP® test was
assessed for the diagnosis of CVL and compared with an immunoenzymatic assay
(ELISA) and an indirect immunofluorescence assay (IFA) which used L. infantum
crude antigens. The specificity of DPP® was evaluated using serum samples
collected from unexposed dogs from non-endemic area (n=74) and from dogs
infected with hemoparasites (Babesia canis, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis,
Mycoplasma haemocanis and Anaplasma platys) (n=46). Sixty serum samples from
Leishmania infantum naturally infected dogs with parasitological diagnosis confirmed
(cytological examinations and specific PCR of bone marrow aspirates) were used to
evaluate the sensitivity. The DPP® showed higher specificity [DPP®: 98.33%; ELISA:
90.0%; IFA: 96.67%)] and lower sensitivity [(DPP®: 93.33%; ELISA: 100%; IFA:
98.33%] than the traditional serological assays. When compared to IFA and ELISA,
DPP® showed good diagnostic performance which qualifies it as a reliable serological
test for CVL diagnosis. Despite of its feasibility, the higher specificity of DPP®
suggests that this test should be used as a confirmatory instead a screening tool in
VL control programs. Furthermore, when used as confirmatory test DPP® could
diminishes the rates of culling false-positives dogs.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, DPP® - Dual Path Platform, Leishmania

infantum, serology/diagnosis, ELISA, IFA



1 Introducéo

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses representam grave problema de saude publica, e cerca de
350 milhdes de pessoas em 88 paises estdo sujeitas a infeccdo, com estimativa
anual de dois milhdes de novos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; WHO,
2010). Destes, 500.000 pessoas sao tomadas pela forma visceral (LV) e 1,0 a 1,5
milhdes pelas formas tegumentares (LT) da doenca (ALVAR et al.,, 2006; WHO,
2010). Cerca de 90% dos casos de LV ocorrem em Bangladesh, india, Nepal, Sud&o
e Brasil (DESJEUX, 2004; WHO, 2010), enquanto que Afeganistdo, Brasil, Ira, Peru,
Arabia Saudita e Siria sdo responsaveis pela notificacdo de 90% dos casos de LT
(MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

Os parasitos do género Leishmania sdo protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, com ciclo intracelular obrigatério nas células do sistema
monocitico mononuclear fagocitario (SMF). Possui duas formas evolutivas principais:
uma flagelada, denominada promastigota, encontrada no tubo digestoério do inseto
vetor, e outra sem flagelo aparente, a forma amastigota, observada nas células do
SMF presentes nos tecidos dos hospedeiros mamiferos (BATES, 2007).

Leishmania foi primeiramente descrita em 1903, através de bidpsias de pele e
de tecido do baco em doentes na india por dois pesquisadores, Leishman e
Donovan, respectivamente (HERWANDT, 1999). Ross, nesse mesmo ano, criou o
género Leishmania, denominando Leishmania donovani, o agente etiol6gico do
calazar (WHO, 2010)

Os hospedeiros invertebrados de Leishmania sdo flebétomos (Diptera:
Psychodidae; subfamilia Phlebotominae) dos géneros Phlebotomus (transmissao do
parasito no Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (LAINSON; SHAW, 2005).
Essas espécies de flebotomineos sdo largamente encontradas na natureza (SHAW,
2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2010), foram descritas
aproximadamente 500 espécies de flebétomos, mas apenas 30 espécies sao
responsaveis pela transmisséo dos parasitos causadores das leishmanioses.

A LV é a forma mais grave da doenca podendo levar o individuo a morte se
nao tratada e diagnosticada precocemente, e € causada por duas espécies de

Leishmania: L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, (LAINSON; SHAW, 2005; MAURICIO
16



et al., 2001; WHO, 2010). Possui distribuicdo mundial, e nas Américas é
denominada de leishmaniose visceral americana ou calazar neo-tropical
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Nas Américas a LV é uma zoonose, e os membros da familia Canidae s&o os
principais reservatorios do parasito. Entre os canideos, o c&o doméstico €
considerado como reservatorio mais importante da LV (ROMERO; BOELAERT,
2010).

Os principais sinais e sintomas da doenca sao: perda de peso, anemia, tosse,
hepatomegalia, esplenomegalia, diarréias, surtos de febre, linfodenopatias, edemas
e trombocitopenia (WHO, 2010). A doenga compromete principalmente pacientes
com estado imune debilitado como naqueles com HIV, cancer e sob uso de
medicamentos imunossupressores. As criancas e 0s idosos também possuem mais
chances de desenvolverem a doencga (OLIVEIRA, et al., 2008).

Ocasionados por um conjunto de diferentes espécies de Leishmania, a LT
pode apresentar distintas manifestacées clinicas, de acordo com a espécie
responsavel pela moléstia. As formas tegumentares podem ser divididas em
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneo mucosa (LCM), leishmaniose
cutaneo difusa ou anérgica (LCD) (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004).

A LT estd presente em varios paises e nas Americas é denominada
leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo encontrada desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (exceto no Chile e no Uruguai) (WHO,
2010).

A relacdo entre as classes sociais menos favorecidas e a doenca é elevada. A
pobreza esta diretamente relacionada com o avanco dos casos de leishmanioses,
devido a fatores que contribuem para o aumento do contato das pessoas com o
vetor. Esses fatores incluem mas condi¢cdes de moradia e de saneamento basico
(ALVAR et al., 2006; DESJEUX, 2004; WHO, 2010). Segundo a OMS (2010), a
pobreza além aumentar o contato humano-vetor, contribui para a severidade da
doenca, uma vez que os individuos infectados ja sofrem de outros distirbios como

anemia e desnutricdo, o que agrava ainda mais o quadro das leishmanioses.
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1.2 Ciclo Biolégico

Os parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxénico
que envolve hospedeiro invertebrado, hospedeiro vertebrado, o parasito e, em
alguns casos, um reservatorio animal (WHO, 2010).

Possui duas formas evolutivas: amastigota intracelular obrigatéria presente
nas células do SMF dos hospedeiros vertebrados de forma ovalada se sem flagelo
aparente e promastigota extracelular flagelada, encontrada no tubo digestério do
vetor (BATES, 2007).

A transmissao do parasito ocorre quando fémeas hematéfagas de flebétomos
(Phlebotomus - Velho Mundo e Lutzomyia - Novo Mundo), ao realizar repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, ingerem formas amastigotas
presentes em macréfagos e mondcitos juntamente com o sangue, linfa e restos
celulares. A ingestado das formas amastigotas ocorre devido ao tipo de alimentacao
do flebotomineo, denominada telmatofagia, que introduz suas pecas bucais na pele
do hospedeiro e dilacera o tecido (BATES, 2008). No intestino do inseto as
amastigotas sdo transformadas em formas promastigotas prociclicas que possuem
moléculas de um complexo lipofosfoglicano (LPG), considerada a mais abundante
molécula de superficie encontrada nessa forma do parasito, que ao interagir com
lectinas no intestino do vetor impede-as de serem eliminadas durante a digestdo do
alimento (OLIVIER et al., 2005; SOARES et al., 2005). As formas promastigotas
prociclicas sofrem diversas multiplicacdes e sédo transformadas em promastigotas
metaciclicas infectantes, que ndo sofrem divisdo (OLIVIER et al.2005; SOARES et
al., 2005).

O ciclo de biolégico do parasito se torna completo quando as formas
promastigotas metaciclicas sédo liberadas junto com a saliva do inseto durante o
repasto sanguineo em um novo hospedeiro vertebrado susceptivel (GONCALVES et
al., 2013).

1.3 Leishmaniose visceral no Brasil

No Brasil, a LV é uma zoonose causada por L. infantum, transmitida por

Lutzomyia longipalpis e os principais reservatérios séo membros da familia Canidae,
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sendo o0 cdo domeéstico o reservatério mais importante na LV zoondtica (LAINSON;
SHAW, 2005; WHO, 2010).

Cerca de 90% dos casos de LV nas Américas ocorrem no Brasil e o pais é
considerado o maior em numero de casos de LV zoonética do mundo (ANDRADE et
al., 2011). Possui ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrada nas regides
Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste. O primeiro relato de caso de LV no Brasil
foi no ano de 1913, por Migone, ao realizar necropsia em um paciente do Estado de
Mato Grosso (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Inicialmente, a LV no Brasil era
encontrada apenas na zona rural e atualmente h4 expansdo da doenca para as
areas urbanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

De acordo com o Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN),
o Brasil no ano de 2013 registrou 3.253 casos confirmados de LV e os Estados que
mais registraram foram: Maranhdo, Ceara, Tocantins, Par4, Bahia e Minas Gerais
com 282 casos (SINAN/SVS/MS, 2014). Atualmente 23 das 27 Unidades Federadas,
apresentam casos autoctones (SINAN/SVS/MS, 2014).

O governo brasileiro criou no ano de 2003 o programa de controle da LV
devido a grande incidéncia da doenca no pais e alta prevaléncia nos cées. Esse
programa possui como medidas principais o diagndstico precoce e tratamento dos
individuos doentes, uso de inseticidas para controle do vetor, eutanasia de todos os
cdes que sao sororeativos para Leishmania e educacdo em saude (DIETZE et
al.,1997; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A eutanésia dos cées ndo é uma medida
de controle eficaz, pois muitos cées sdo assintomaticos para a doenca dificultando o
diagndstico. H4, ainda, demora entre o diagnéstico e eutanasia, substituicao rapida
do animal sacrificado por cdes susceptiveis e resisténcia natural do proprietario em
aceitar este tipo de medida, especialmente em cédes assintomaticos (FALQUETO et
al., 2009; ROMERO; BOEALERT, 2010).

O controle da LV no Brasil apresenta dificuldades e o governo brasileiro tem
buscado novas medidas para reduzir a incidéncia e a morbimortalidade da doenca
no pais. A nova abordagem adotada € a inclusao de areas ndo endémicas para LV e
LVC em suas acdes de vigilancia com o intuito de monitorar a disseminacao da
doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Vérios fatores podem estar relacionados com a falta de sucesso nas medidas

de controle da LV adotadas pelas a¢des de saude publica. Entre eles, podemos citar
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a falta de concordéancia entre os estudos que analisam o impacto da eliminagao dos
animais sororreagentes na prevaléncia da infeccdo humana; falta de padronizacao
nos testes de diagndstico da LV e LVC; poucos estudos realizados sobre o controle
do vetor; e confirmacdo de que outros animais podem ser fontes de infeccdo do
parasito, como marsupiais e canideos silvestres (COSTA, 2011; COSTA; VIEIRA,
2001; GONTIJO; MELO, 2004).

Vacinas profilaticas, para cdes e humanos, tém sido sugeridas por varios
autores e recomendadas pela OMS, como alternativa a eliminacdo dos animais
infectados por Leishmania e com isso diminuir a incidéncia da doenca humana
(DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; DYE, 1996; GONTIJO; MELO, 2004;
WHO, 2010).

Outras formas de controle para LVC tém sido sugeridas, como 0 uso de
solugdes tépicas com permetrina e coleiras com deltrametrina (NOLI; AUXILIA,
2005). Alguns estudos conduzidos no Ird, Europa e Brasil demonstram que 0 uso
dessas formulacdes repelentes, sejam de uso topico ou impregnados em coleiras,
diminuem a prevaléncia da doenca nos caes, e consequentemente diminuicdo da LV
(DAVID et al., 2001; FOGLIA MANZILLO et al., 2006; GAVGANI et al.,, 2002;
MAROLI et al., 2001; MIRO et al., 2007; REITHINGER et al., 2004).

1.4 Leishmaniose visceral canina (LVC)

O cédo doméstico é considerado o principal reservatério da LV zoondética na
area urbana, devido a alta prevaléncia da doenca nesses animais, presenca de
grande quantidade de parasitos na sua pele, proximidade com o homem, e as
manifestacfes clinicas da doenca poderem demorar meses ou até anos para
aparecer nesses animais (ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008; DANTAS-
TORRES, 2008; LAINSON; SHAW, 2005; WHO, 2010). Na area rural e silvestre,
raposas e cachorros-do-mato (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous, respectivamnte)
e marsupiais (Didelphis albiventris) s&o considerados como 0s principais
reservatorios do parasito (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No Brasil, L. infantum foi identificada em outros animais, entre eles roedores
dos géneros Akodon, Oryzomys, Proechimys, Bolomys e Rattus e gato domeéstico

(Felis catus), porém esses animais ndo sdo considerados reservatorios do parasito
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(DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; OLIVEIRA et al., 2005).Em cées, a
LV foi primeiramente descrita em 1908 por Nicolle e Comte na Tunisia, com
observacdo do parasito na pele desses animais (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
Desde entdo, o cdo € considerado como reservatorio do parasito, participando
diretamente do seu ciclo de transmisséo (ALVES, 2006).

No final dos anos 1930, foram observados os primeiros casos isolados de
cées naturalmente infectados por Leishmania no Brasil. Esses caes eram da mesma
area onde havia casos de LV em humanos (DEANE, 1956). Em 1955, no Estado do
Ceara, houve um estudo em uma area com grande prevaléncia de LV, e observou-
se a presenca de L. infantum na pele de homens (16%) e em caes (78%). Esses
dados reforcaram a idéia de que o céo faz parte da cadeia de transmissédo da LV
(DEANE, 1956).

O papel do cdo doméstico no ciclo de transmissdo da LV ndo pode ser
subestimado, pois cerca de 50% dos cées infectados apresentam a forma
assintoméatica da doenca (WHO, 2010). A prevaléncia de cées infectados com LV é
maior e geralmente precede a doenca em humanos (MINISTERIO DA SAUDE,
2014; WHO, 2010).

A LVC é endémica em mais de 70 paises como Europa, Asia, Africa, América
Central e América do Sul (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). H4 uma estimativa que
milhGes de cdes estdo infectados por Leishmania infantum nas Américas, e 0s
paises com maior niumero de animais acometidos pela LVC sdo o Brasil e a
Venezuela (BANETH et al., 2008). A prevaléncia da LVC no Brasil pode variar entre
4% a 75% de acordo com o diagnéstico utilizado e com a regido estudada
(BARBOSA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2012).

No Brasil, entre os anos de 1990 e 1994, foram realizados testes sorologicos
para LVC em milhares de caes e destes mais de 80.000 foram eutanasiados, com o
intuito de controlar a doenca, mas dados indicam que houve um aumento em quase
100% de casos de LV em humanos neste mesmo periodo (DIETZE et al., 1997).

A doenca no cdo apresenta altas taxas de prevaléncia, em locais endémicos
para LVC, cerca de 80% dos animais estdo infectados e poucos apresentam
manifestacbes clinicas. A doenca ndo possui um padrdo, podendo apresentar
diferentes sinais clinicos (BANETH et al., 2008; MORENO; ALVAR, 2002).
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No Brasil, desde o ano de 1953, o governo brasileiro adota como medida de
controle da LV, a eutandsia de todos os cdes que sao sororeagentes para
Leishmania, bem como o controle do vetor com uso de inseticidas e diagndstico e
tratamento dos individuos doentes (COSTA, 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
Essas medidas adotadas pelo governo, ndo sao suficientes para controle da doenca,
uma vez que as caracteristicas epidemiolégicas e conhecimento insuficiente de
todas as informacdes que compdem a cadeia de transmissdo da LV, ndo tém
demonstrado efetividade para a reducéo dos casos de LV (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

A eutanasia em massa, de cdes com LVC é realizada somente no Brasil como
medida de controle da doenca (COSTA, 2011). Em varios paises, essa medida nao
ocorre, devido ao fato das pessoas terem um vinculo afetivo com os cédes e terem
esses animais como integrantes da familia e também pelo fato de ndo haver
evidéncias concretas que justifique essa medida (MIRO et al., 2008).

ApoOs a infeccdo, ocorre a disseminacao do parasito pelo corpo do cdo em
células do SMF e aparecimento dos sinais clinicos, bem como o desenvolvimento da
doenca vai depender principalmente da resposta do sistema imune do animal. Nos
cées, a LVC pode ser de curso agudo ou cronico, e no Brasil cerca de 40% a 60%
dos animais sdo assintomaticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Apesar dos cées
assintomaticos ndo apresentarem sinais clinicos da doenca, uma parcela desses
animais é capaz de infectar o vetor (MORENO; ALVAR, 2002; SILVA et al., 2005).

Alguns fatores tém sido relatados como predisponentes para o0
desenvolvimento da LVC, incluindo idade, sexo e genética. Racas como Pastor
Aleméo, Cocker Spaniel, Boxer e Rottweiler sdo consideradas como as mais
suscetiveis (Mir6 et al., 2008). Caes mais (menos de trés anos) e mais velhos (mais
de oito anos) parecem ser os mais acometidos pela LVC (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

A LVC é considerada uma das principais doencas potencialmente fatais
encontrada em cdes (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007). E caracterizada por
pleomorfismo acentuado e os sinais clinicos podem variar de acordo com o estado
nutricional e resposta imune dos animais em relacdo a infeccdo e viruléncia do
parasito (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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A manifestacdo clinica mais comum da LVC ocorre no tecido cuténeo,
principalmente alteracdes dermatoldgicas como: dermatite esfoliativa no rosto,
orelha e membros; dermatite ulcerativa; dermatite nodular; dermatite mucocutanea e
dermatite papular. Essas manifestacdes podem ser observadas concomitantemente
com outros sinais clinicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Aproximadamente,
60% a 90% dos animais infectados possuem alguma alteragcdo dermatologica
(ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008).

Apoés as dermatopatias, a linfoadenomegalia localizada ou generalizada, € a
alteracdo mais comum, ocorrendo em cerca de 60-90% dos pacientes (ALVAR et al.
2004; AMUSATEGUI et al. 2003; BANETH et al. 2008). Os linfonodos mais afetados
sdo os popliteos, os pré-escapulares e os submaxilares (ALVAR et al., 2004; LIMA
et al., 2004; BANETH et al., 2008)

Outra manifestacdo clinica comum nos cades é a onicogrifose, presente em
caes sintomaticos para LVC e ocorre em 21% a 30% dos animais (BANETH et al.,
2008; KOUTINAS et al., 2010).

As alteracdes oculares podem ser a primeira ou Unica alteracdo aparente da
LVC, e ocorrem em 16% a 81% dos animais infectados (PENA et al., 2000;
SAUQUILLO, 2005). As mais comuns sdo: conjuntivite, uveite, alopecia periocular e
ceratite (BANETH et al., 2008; PENA et al., 2000; SAUQUILLO, 2005).

As manifestacdes renais mais evidentes sdo as glomerulonefrites, devido a
deposicdo de imunocomplexos (ALVAR et al., 2004; BONFANTI et al., 2004). Essa
manifestacéo interfere na funcionalidade do rim podendo causar insuficiéncia renal
aguda e/ou cronica (BONFANTI et al., 2004; FERRER, 1999).

Outras manifestacdes importantes da LVC séo as alteracdes hepéaticas, que
podem comprometer o metabolismo do figado, entretanto essas altera¢cdes ndo sao
muito frequentes (ALVAR et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2009). As
manifestacbes esplénicas sdo variaveis, podendo ocorrer espelonomegalia, que
pode estar associada com o aumento de mondcitos e macréfagos no 6rgao. Esse
tipo de alteracdo ocorre em 10% a 53% dos cées (BANETH et al., 2008; SANTANA
et al., 2008). Pode ocorrer também perda de peso, atrofia muscular, epistaxe,
comprometimento dos 0ssos e das articulagdes (KOUTINAS et al., 1999; BANETH et
al., 2008).
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Os testes laboratoriais de bioquimica sérica, hematologicos e de urindlise séo
importantes na avaliacdo clinica dos caes infectados, e principalmente para
determinar o avanco da LVC, bem como seu prognostico (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009). Os achados laboratoriais importantes sdo: anemia que acomete cerca de
50% a 70% dos animais doentes; contagem total de leucécitos podendo apresentar
leucopenia ou leucocitose; trombocitopenia presente em 29% a 50% dos cées (Da
COSTA-VAL et al., 2007; ALVAR et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). O
aumento nos niveis séricos de creatinina e uréia ocorrem com certa frequéncia e
acomete cerca de 45% dos cées infectados, sugerindo doenca renal (AMUSATEGUI
et al., 2003).

Devido a complexidade das alteracdes e a dificuldade em estabelecer um
prognéstico acurado da LVC, recentemente foi proposto um novo sistema de
estadiamento, onde os cées sdo classificados em quatro estagios da doenca de
acordo com os sinais clinicos, niveis de anticorpos e achados laboratoriais (Quadro
1) (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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Quadro 1 Estagios da leishmaniose visceral canina, baseado em testes
sorolégicos, exame fisico, alteracBes laboratoriais e progndstico, proposto por

Solano-Gallego et al. (2009)

- . EXAME ALTERACOES . .
ESTAGIO SOROLOGIA FisICO LABORATORIAILS PROGNOSTICO
Sinais leves, SF‘m L
s mmportantes.
I Negativo ou como Funcio renal normal-
DOENCA baixo nivel de | lnfoadenopatias e A B ; Bom
: ; Creatinina < 1 4 mg/dl e
LEVE anticorpos dermatites .- =
e auséncia debpmtmmm
P (UPC < 0.5)
Sinais presentes
no estagio L Anormalidades
i clinicopatologicas leves
ou mais dos -
seqnintes sinais: COmo anemia
= - i arregenerativa,
lesdes cutaneas hipersamaslobulinemia
localizadas ou PETEAMAEIOTUIETINA.
_ difizsas como hipoalbuminemia.
II Baixos a altos : subestagio (IIa) - perfil
- - dermatites . "
DOENCA niveis de foliativas ek renal normal: creatinina | Bom a reservado
MODERADA anticorpos . . =1.4 mg / dl; auséncia
= esfoliativas efou e
onicogrifose. - .
- de protemnuna: UPC <
ulceracgdes (plano 0.5
“r‘:;i;‘::::g subestagio (ITb) -
gsse'ls - ‘te'; disfuncio renal leve:
muc;c-ujt'hg'l}' creatinina < 1.4 mg /dl;
L UPC =0.5-1
anorexia; perda
de peso; febre
Além dos sinais
dos estagios L e IL,
0s ammais podem Anormalidades
apresentar clinicopatolégicas dos
4 alteracbes estigios I e IT associado
DDIIEII‘:' ca ME;T;: ;{l-tm relacionadas a a doenca renal cronica Reservado a
B : deposicio de em estigio 1 (upc = 1) sombrio
GRAVE anticorpos : : o
munc-complexos | ou estagio 2 (creatinina
nos tecidos: 1.4-2 mg/dl). de acordo
vasculites, com critérios da IRIS®
artrites, uveite e
glomerulonefrite
Anormalidades
Sinais clinicos do clinicopatolégicas
estagio II1 listadas no estagio I, e
v associado a doenca renal cronica em
DOENCA Meédios a altos | tromboembolismo | estigio 3 (creatinina 2-5
\IUiTC; nivels de pulmonar efou mg/dl); ou estagio 4 Sombrio
;C;R%\T anticorpos sindrome (creatimina = 5 mg/dl)
nefrética e doenga | de acordo com critérios
renal cronica em da IRIS:; ou sindrome
estagio terminal nefrotica: proteinnria
elevada: UPC=5

Bamo - RIFL: 1:40 até 1:160

Médio - RIFI: 1:

160 ate 1:640

"Nivel de anticorpos anti- Leishmania: Negativo - Diluicio reativa final da RTFI = 1:40

Alto - RTFI = 640 (4 vezes maior que o cuf-gff)

P UPC — Razio proteina/creatinina urinaria
“IRIS — International Renal Interest Society




1.5 Diagnostico da leishmaniose visceral canina

Os testes de diagnéstico da LVC séo realizados em inquéritos de saude
publica, para levantamentos epidemiologicos e na confirmacéo de suspeita clinica,
naqueles cies que apresentam sinais clinicos da doenca (MIRO et al., 2008).

Os testes de diagnédstico da LVC sao baseados no diagndstico clinico pelo
exame fisico e laboratorial, que envolve técnicas parasitologicas, moleculares e
sorologicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O diagnostico por exame fisico possui varias limitagdes, devido ao fato de
muitos cdes serem assintomaticos e os sinais clinicos semelhantes a outras doencas
infecciosas comuns de caes, além da auséncia de um padrdo de alteracbes
patognomonicas caracteristicas da LVC (GOMES et al., 2008). Cerca de 50% dos
animais infectados ndo apresentam sinais da doenca durante longo periodo de
tempo (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O diagndstico laboratorial pode ser realizado através de teste parasitolégico,
exames laboratoriais com analises bioquimicas e hematoldgicas, teste molecular e
sorologico. O parasitologico é realizado em material biolégico coletado através de
puncdes aspirativas de linfonodos, figado, medula 6ssea e do baco, ou por biopsias
de pele, a fim de ser encontrar as formas amastigotas de Leishmania. Apesar de
possuir especificidade de 100%, ndo é um método muito utilizado, pois além de ser
invasivo é de dificil realizacdo nos programas de saude publica, além de apresentar
baixa sensibilidade quando comparado as técnicas sorolégicas e moleculares
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; BANETH et al.; 2008; ALVAR et al., 2004).

As técnicas moleculares utilizadas no diagndstico da LVC como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tém apresentado bons resultados de sensibilidade e
especificidade. Podem ser utilizados varios tipos de amostra como biopsias de pele,
sangue e aspirados de linfonodos e medula éssea. A técnica é realizada com a
amplificacdo de sequéncias conhecidas de oligonucleotideos de Leishmania
(GOMES et al., 2008). Autores tém sugerido que a técnica de PCR é mais sensivel
guando empregada em amostras de puncao de medula 0ssea e linfonodo, ou com a
pele (FARIA; ANDRADE, 2012).

Os testes sorolégicos mais utilizados para deteccdo de anticorpos anti-

Leishmania s&o a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
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imunoenzimatico (ELISA), western blotting e aglutinagéo direta (GRIMAILDI Jr. et al.,
2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Nos cédes infectados ha uma ativagcdo da resposta imune humoral com
producdo de anticorpos IgG anti-Leishmania. Os animais podem apresentar niveis
elevados desses anticorpos trés meses apls a infeccdo e esses niveis podem
permanecer por até dois anos (MARCONDES et al., 2011).

No Brasil, os métodos sorolégicos mais utilizados para LVC séo a RIFI e o
ELISA, pois apresentam boa sensibilidade e especificidade, que podem variar de
acordo com o antigeno utilizado e a area estuda (ALVAR et al., 2006; MARCONDES
et al., 2011).

No ensaio da RIFI sdo utilizadas formas promastigotas integras de
Leishmania como antigeno. Esse tipo de antigeno pode apresentar reacdo cruzada
com outros parasitos comuns de cdes, além de necessitar de equipamentos
especializados e profissional habilitado para sua realizagdo, sendo muitas vezes
inviavel na rotina de inquéritos de saude publica nos programas controle da LV
(ALMEIDA et al., 2005).

A RIFI apresenta melhor sensibilidade quando aplicada em uma populacdo
geral de animais de area endémica e melhor especificidade quando utilizada em
caes de area ndo-endémica (PEIXOTO; OLIVEIRA; ROMERO, 2015).

O ELISA é muito utilizado como teste de diagndstico sorolégico para LVC. As
principais vantagens do teste sdo a possibilidade de ser realizado com uma grande
numero de amostras de soros de uma Unica vez e o emprego de antigenos
recombinantes ou brutos (MAIA; CAMPINO, 2008). Os valores de especificidade e
sensibilidade do ELISA sdo dependentes de alguns fatores como: espécie do
parasito, antigeno utilizado (bruto ou recombinante) e periodos de incubacdo do
parasito (MARCONDES et al., 2011).

Varios tipos de antigenos tém sido utilizados no ELISA para o diagnostico da
LVC. Os mais empregados sdo o antigeno bruto e as proteinas recombinantes,
principalmente a rK39, que apresenta maior sensibilidade e especificidade em
relacdo aos antigenos brutos, e também apresenta como vantagem menor

reatividade cruzada com outros parasitos (LIMA et al., 2010).
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Apesar do bom desempenho do teste de ELISA, ele pode apresentar reacao
cruzada com outras doencas como erliquiose, babesiose, neosporose, doenca de
Chagas e leishmaniose tegumentar americana (ZANETTE et al., 2014).

Para aperfeicoamento do diagndstico sorologico da LVC, tém sido
desenvolvidos testes imunocromatograficos rapidos (MAIA; CAMPINO, 2008). Estes
testes possuem como principais vantagens a verificagdo dos resultados de forma
mais rapida, facilidade de execucado, ndo necessitar de pessoal especializado e nem
de laboratorio, utilizar pouca quantidade de amostra, a possibilidade de serem
utilizados como testes de triagem em clinicas veterinérias particulares e em estudos
epidemiologicos (MARCONDES et al., 2011). Apesar dessas vantagens, autores tém
relatado que estes testes apresentam sensibilidade e especificidade menores em
relacdo aos testes soroldgicos convencionais, fazendo com que ndo sejam ideais
para serem utilizados como teste confirmatorio da LVC (LIMA et al., 2010; MAIA;
CAMPINO, 2008).

Recentemente um novo teste de diagndéstico foi desenvolvido para aprimorar
o sorodiagnéstico da LVC no Brasil (GRIMALDI Jr. et al., 2012). O DPP® Dual Path
Platform é um imunoensaio de dupla plataforma com particulas de ouro coloidal e
proteina recombinante rkK28 (fragmentos K26, K39 e K9) como antigeno, capaz de
reconhecer anticorpos especificos anti-Leishmania. E um teste rapido onde o
resultado é observado em 15 minutos, utiliza pouca quantidade de amostra (5uL),
pode ser realizado em soro, plasma ou sangue total, ndo necessita de pessoal
especializado e de laboratorio, e pode ser realizado em campo (GRIMAILDI Jr. et al.,
2012; LAURENTI et al., 2014; SANTIS et al., 2013).

O governo brasileiro até o ano de 2012 utilizava o teste de ELISA como
triagem e a RIFI como confirmatério para LVC, como parte do “Programa de
Controle da Leishmaniose Visceral”. Desde entédo, o protocolo de diagnéstico oficial
para LVC passou a ser o DPP® como teste de triagem e o ELISA como confirmatério
(COURA-VITAL et al., 2014).

Autores tém relatado que o DPP® apresenta baixa sensibilidade e
especificidade quando empregado em amostras de soros de caes assintomaticos e
alta sensibilidade e especificidade quando utilizado em soros de animais
sintomaticos (GRIMALDI Jr. et al., 2012).
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Em revisdo sistematica realizada por Peixoto; Oliveira; Romero (2015) sobre o
desempenho dos testes de diagnostico sorolégicos para LVC no Brasil, a RIFI
apresentou sensibilidade de 88% e especificidade de 63%; o ELISA sensibilidade de
89% e especificidade de 87% e o DPP® 83% de sensibilidade e 73% de
especificidade. Neste trabalho, dentre 284 estudos publicados entre novembro de
2012 e fevereiro de 2013, 25 preencheram os critérios necessarios para os célculos
de sensibilidade e especificidade, e, em apenas trés foi avaliado o desempenho do
DPP®.

Os testes sorolégicos para LVC apresentam desvantagens, principalmente
quando empregados em &rea endémica para outros parasitos, pois podem
apresentar reacdo cruzada com outras espécies de Leishmania e Trypanosoma
cruzi, uma vez que ambos possuem epitopos comuns, além de hemoparasitos, em
menor proporgédo (ZANETTE et al., 2014).

O diagndstico preciso da LVC é dificil de ser realizado uma vez que nao
existe nenhum teste 100% eficaz e o ideal seria a combinacdo dos achados no
exame clinico e hematobioquimico com varias técnicas disponiveis comercialmente,
como testes sorolégicos, parasitolégicos e moleculares, para melhor acuracia do
diagndstico e para evitar que cdes com resultados falso-negativos permanecam no
ambiente e cées falso-positivos sejam eutanasiados (ALVAR et al., 2004; LAURENTI
et al., 2014).

1.6 Hemoparasitos mais freqientes em caes no Brasil

No Brasil os principais hemoparasitos encontrado em caes sédo Ehrlichia
canis, Babesia canis, Mycoplasma haemocanis, Hepatozoon canis e Anaplasma
platys (RAMOS et al.,, 2010; TRAPP et al.,, 2006). Autores sugerem que caes
infectados com esses hemoparasitos podem apresentar reagdo cruzada com
Leishmania spp. nos testes soroldgicos (FERREIRA et al., 2007; LAURENTI, et al.,
2014). Por isso € importante avaliar o desempenho dos métodos de diagnéstico
sorologico utilizados na saude publica e em laboratérios privados em animais com
outras infec¢des para prevenir a eutanasia dos cées falso-positivos (FERREIRA et
al., 2007).
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Ehrlichia € uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria da familia
Anaplamatacea que infecta uma grande variedade de mamiferos e possui tropismo
para leucécitos (RAMOS et al., 2010; VIEIRA et al., 2011). A erliquiose canina é
causada principalmente pelas espécies Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis e
Ehrlichia ewingii (LITTLE, 2010). A principal espécie encontrada no Brasil é E. canis
que causa a doenca denominada erliquiose monocitica canina (EMC) (VIEIRA et al.,
2011). Os principais sinais clinicos séao: linfodenopatia, hepatoesplenomegalia,
anorexia, apatia, vomitos, anemia, leucopenia, trombocitopenia, epistaxe, febre e
palidez nas mucosas (CASTRO et al.,, 2004; DANTAS-TORRES et al.,, 2008;
MOREIRA et al., 2005).

Para diagndstico de E. canis sdo utilizados meétodos sorologicos (RIFI e
ELISA), PCR, cultura de células e visualizacdo do parasito em esfregaco sanguineo
(SILVA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011).

A babesiose canina é uma doenca causada pelo protozoario intracelular do
género Babesia. As espécies envolvidas na infeccdo sao B. gibsoni e B. canis que €
a espécie mais importante no Brasil. B. canis possui trés subespécies: B. canis
canis, B. canis vogeli e B. canis rossi. A espécie B. canis vogeli é encontrada em
regiGes subtropicais e tropicais e causa infeccdo moderada (COSTA-JUNIOR et al.,
2012; RAMOS et al., 2010).

Os sinais clinicos mais importantes s&o: anorexia, febre, hepatomegalia,
esplenomegalia, mucosas palidas e ictericia. A doenca pode ser de curso agudo ou
ser transitoria, e vai depender da resposta imune do hospedeiro, idade do animal
e/ou presenca de outras infec¢cdes (TAENZLER et al., 2015).

O principal método de diagndstico utilizado para babesiose canina é o
esfregaco sanguineo corado por Giemsa. (BOOZER; MACINTIRE, 2003; DANTAS—-
TORRES; FIGUEREDO, 2006). Também séo utilizados testes sorolégicos como RIFI
e ELISA e métodos moleculares como a PCR (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO et
al., 2006; VERCAMMEN et al., 1995).

Hepatozoon é um protozoario que infecta uma grande variedade de animais
entre mamiferos, répteis, anfibios e passaros (SMITH, 1996; O'DWYER, 2011). As
espécies envolvidas na doenca canina sdo e Hepatozoon americanum e

Hepatozoon canis. H. canis é encontrado na Africa, Europa, Asia, América do Sul e
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América do Norte (apenas Estados Unidos) enquanto que H. americanum é
encontrado apenas nos Estados Unidos (O'DWYER, 2011).

Os sinais clinicos podem variar de acordo com niveis de parasitemia e
resposta do sistema imune dos animais. Os mais encontrados séo: diarréia, perda
de peso, mucosas palidas, anorexia, vomito e apatia (PALUDO et al.,, 2005;
O'DWYER, 2011). O diagnéstico da hepatozoonose € realizado por método
parasitologico através de observacdo do parasito em esfregaco sanguineo, corado
com Giemsa, por diagnostico soroldgico realizados pelos ensaios de RIFI e ELISA e
por métodos moleculares, realizado por PCR (O'DWYER, 2011; KARAGENC et al.,
2006; LI et al., 2008).

Mycoplasma haemocanis é uma bactéria gram-negativa do género
Mycoplasma (KEMMING et al., 2004). Essas bactérias se fixam a superficie das
células vermelhas do sangue (KEMMING et al., 2004; RAMOS et al., 2010).

As manifestacdes clinicas incluem anemia grave, que acomete o c&o no inicio
da infeccdo. Na doenca crbnica, os cades imunocompetentes geralmente nao
apresentam manifestacdes clinicas. Os animais que apresentam algum tipo de
imunossupressao apresentam sinais clinicos, e 0s mais comuns sdo perda de peso,
anorexia, febre e letargia (KEMMING et al., 2004; MESSICK, 2004; VALE et al.,
2014).

O diagnodstico mais realizado € o esfregaco sanguineo. Essa técnica
apresenta melhores resultados quando realizado em animais com alta parasitemia
(inicio da infec¢do) (MESSICK et al., 2004). A PCR convencional e PCR em tempo
real sdo testes muito utilizados para o diagnostico de M. haemocanis, por
apresentarem alta sensibilidade e especificidade (MESSICK, 2003; VALE et al.,
2014).

Anaplasma platys € uma bactéria intracelular obrigatéria com tropismo para
plaguetas, encontrada em varios paises (AGUIRRE et al., 2006; RAMOS et al.,
2014). No Brasil, A. platys é considerado como uma das principais bactérias que
infectam cées na area urbana (SANTOS et al., 2007).

Possui como principais sinais clinicos: trompocitopenia ciclica, anorexia,
hemorragia petequial, febre e uveite (KAMANI et al., 2013; WITTER et al., 2013).
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O diagnostico é realizado pela observacao do parasito em esfregaco sanguineo, por
método sorolégico (RIFI) e por PCR (BREITSCHWERDT, 2004; WITTER et al.,
2013).

Estes hemoparasitos sédo transmitidos por vetores, em geral artrOpodes
(principalmente carrapatos), e o controle é realizado com o uso de medicamentos
ectoparasiticidas e repelentes nos animais e ambiente, além de tratamento dos cées
infectados (SHERDING, 2008).
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2 Justificativa

A leishmaniose visceral é uma doenca grave e endémica em varios paises. No
Brasil € uma zoonose e 0 cdo doméstico é considerado o principal reservatorio do
parasito na &rea urbana.

Uma das principais medidas de controle da doenca, adotada pelo governo
brasileiro como parte do “Programa de controle da leishmaniose visceral”, é a
eliminacdo dos c&es soropositivos para Leishmania. Atualmente os testes
empregados para o diagnéstico sorolégico da LVC sdo o DPP® como teste de
triagem e ELISA como teste confirmatodrio. Entretanto, estudos demonstram que o
DPP® ndo apresenta boa sensibilidade quando realizado em cées assintomaticos,
pois esses animais apresentam baixos niveis de anticorpos. Estudos sugerem ainda
que o desempenho do DPP® pode ser influenciado quando o teste é aplicado em
amostras de soro de animais infectados com patégenos, dentre eles, o0s
hemoparasitos.

Atualmente, o Brasil € 0 Unico pais que faz a eliminacdo em massa dos caes
soropositivos para Leishmania, como medida de controle da LV. Por isso é
importante a avaliacdo dos testes soroldgicos realizados pelo governo brasileiro
como parte das acdes do programa de controle da LV para evitar que animais com
resultados falso-negativos permanecam no ambiente e que os falso-positivos sejam
eliminados.

Em raz&o disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho do teste
rapido DPP®, RIFI e ELISA em amostras de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum de area endémica, classificados de acordo com estagio clinico
da LVC, e em amostras de soro de cdes ndo infectados de area ndo-endémica e de

animais infectados por hemoparasitos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho do teste imunocromatografico rapido de dupla
plataforma DPP® Dual Path Platform (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Brasil) e dos testes
sorologicos reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimético
(ELISA), que utilizam antigenos brutos de Leishmania (L.) infantum, no diagnéstico

da leishmaniose visceral canina e reacdo cruzada com hemoparasitos.

3.20bjetivos especificos

e Avaliar o desempenho dos testes DPP®, RIFI e ELISA, que utilizam antigenos
brutos de Leishmania (L.) infantum (RIFI in-house e ELISA in-house) em
amostras de soros de cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.)
infantum;

e Avaliar o desempenho dos testes DPP®, RIFI in-house e ELISA in-house em
amostras de soros de cées provenientes de area livre de leishmaniose
visceral;

e Avaliar do desempenho do teste DPP®, RIFI in-house e ELISA in-house em
amostras de soros de caes soronegativos para leishmaniose visceral canina e
infectados por hemoparasitos;

e Comparar os parametros sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo e acuracia obtidos para o teste DPP® com aqueles
obtidos pelos testes soroldgicos convencionais RIFI in-house e ELISA in-

house.
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU), protocolo n® 039/2013 (ANEXO 1)
e Comité de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA-UFMG), protocolo n° 211/2007) (ANEXO 2). Todos os
procedimentos de manipulagdo dos animais foram realizados de acordo com os
principios éticos da experimentagdo animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro
de Medicina Veterinaria, Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA, e

Principles of Laboratory Animal Care — NIH/EUA.

4.2 Amostras de Soro

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado um painel de 180 amostras de
soros de cdes. As amostras fazem parte da soroteca do Laboratério de Bioensaios
em Leishmania do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal

de Uberlandia (UFU). Os soros sao mantidos sob refrigeracao a -20°C.

4.2.1 Soros de cédes naturalmente infectados por Leishmania infantum

As amostras de soros de caes naturalmente infectados por Leishmania (L.)
infantum, foram obtidas de animais que fizeram parte do projeto “Avaliagcdo de um
protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
nanomeétricos, associado ao alopurinol, no tratamento da leishmaniose visceral
canina” (CETEA-UFMG, protocolo n® 211/2007), conduzido pelo nosso grupo de
pesquisa, conforme descrito brevemente a seguir.

Foram utilizadas 60 amostras de soro de cdes sem raca definida, de ambos
0s sexos e diversas idades, naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum,
provenientes da cidade de Ribeirdo das Neves (Minas Gerais, Brasil), area
considerada endémica para LV e LVC. Esses caes foram previamente identificados

por testes sorolégicos RIFI e ELISA (Biomanguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil)
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e capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses como parte das atividades do
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral do Municipio Posteriormente, a
infeccédo foi confirmada pela visualizacédo do parasito em esfregaco de medula 6éssea
(corado com Giemsa) e com resultado positivo ha Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) em aspirado de medula éssea, utilizando iniciadores especificos para L.
infantum (SILVA et al., 2009). Ap6s a confirmacdo da infeccdo, os animais foram
examinados a fim de verificar a presenca de sinais clinicos da LVC e foi coletada
amostra de 10,0mL de sangue, por venopuncao da veia jugular. Este volume foi
imediatamente fracionado da seguinte forma (a) aliquota de 3,0mL em tubo sem
anticoagulante, para a realizacdo dos testes sorolégicos; (b) aliquota de 3,0mL em
tubo contendo anticoagulante EDTA, para a realizacdo de hemograma completo; e
(c) aliquota de 4,0mL em tubo sem anticoagulante, para a realizacdo das provas
bioquimicas: determinacdo dos niveis séricos de uréia, creatinina, fosfatase alcalina,
proteinas totais, globulinas, albuminas, relacdo albumina/globulina (A/G). Baseado
nas alteracbes encontradas no exame fisico e nos exames hematobioquimicos,
associados ao titulo de anticorpos anti-Leishmania, os animais foram classificados
em estégios clinicos da LVC de acordo com Solano-Gallego et al. (2009) (Quadro 1),
adaptado por SILVA et al., 2012 (Tabela 1). Dos 60 caes, seis foram classificados no
estagio I, 25 no estagio Il e 29 no estagio Ill da LVC. Nenhum céo foi classificado no

estagio IV.
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Tabela 1 — Classificacdo da leishmaniose visceral canina em estagios clinicos
proposta por Solano-Gallego et al. (2009), adaptada por Silva et al., (2012)

Estagio Titulo da Sinais Clinicos Alteracoes
Clinico RIFI hematobioquimicas
Estagio | Negativo Linfodenopatia e/ou uma Sem alteracdes;
Doenca Leve ou alteracdo dermatoldgica creatinina < 1,4 mg/dL;
<1:320 leve (p. ex. dermatite uréia < 25 mg/dL; razéo
popular, dermatite A/G=0,6
esfoliativa, dermatite
seborréica, onicogrifose)
Estagio Il = 1:80 Linfodenopatia associada a Anemia moderada a
Doencga dois ou mais sinais clinicos: regenerativa e/ou
moderada alteracdes dermatologicas hipergamaglobulemia,
(p. ex. dermatite papular,  hipoalbunemia; creatinina
dermatite esfoliativa, < 1,4 mg/dL e uréia > 25
dermatite seborréica, mg/dL; razdo AG < 0,6
onicogrifose); anorexia,
conjuntivite mucopurulenta;
febre, epistaxe
Estégio Il > 1:160  Sinais clinicos do estagio Il Anemia moderada a
Doenca e alteracdes relacionadas a regenerativa e/ou
Grave deposicao de hipergamaglobulemia,
imunocomplexos como hipoalbuminemia;
uveite, vasculite creatinina 1,4-2 mg/dL e
uréia > 25 mg/dL; razéo
A/G 0,6
Estagio IV > 1:640 Sinais clinicos do estagio Il Anemia regenerativa e
Doenca e sinais de doenca renal hipergamaglobulemia,
muito grave crénica como sindrome hipoalbuminemia;

nefrotica ou crises
uremicas

creatinina >2 mg/dL e
uréia > 25 mg/dL; razdo
A/G 0,6
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4.2.2 Soros de cdes nao infectados

O grupo de animais nao infectados foi constituido por amostras de soro de 74
cées de diversas racas, ambos 0s sexos e varias idades, higidos ao exame fisico,
provenientes da cidade de Cruz das Almas (Bahia, Brasil), regido sem notificacéo de
casos de LVC e LV. Apés exame fisico, uma aliquota de 3,0mL de sangue foi
coletada, por venopuncdo da veia jugular ou cefélica, e transferida para um tubo
sem anticoagulante, para a realizacdo dos testes sorolégicos. S6 foram incluidas no
estudo amostras de cdes que nasceram em Cruz das Almas e que sempre viveram

na area considerada urbana da cidade.

4.2.3 Soros de cées infectados com hemoparasitos

Com o objetivo de avaliar o desempenho dos testes DPP®, RIFI in-house e
ELISA in-house em soros de animais infectados com hemoparasitos, foram
utilizadas amostras coletadas de 46 cdes de diversas ragcas, ambos 0S sexos e
varias idades, provenientes da cidade de Uberlandia (Minas Gerais, Brasil). As
amostras de sangue desses animais, foram coletadas durante a rotina de
atendimento no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia e como
parte dos projetos “Inquérito molecular e parasitolégico do Hepatozoon sp., em caes
naturalmente infectados, procedentes de area urbana e rural, da microrregido de
Uberlandia — MG” e “Prevaléncia e Babesiose em cées da microrregido de
Uberlandia — MG”, coordenados pela prof?® Dr? Marcia Cristina Cury, do Laboratério
de Sorologia e Biologia Molecular do ICBIM/UFU. ~

Apos o exame fisico, foi realizada extensdo em lamina de vidro com uma gota
de sangue coletada da ponta da orelha do cédo, que foi corada pelo Giemsa e
analisada em microscopio de luz com aumento de 400X. Confirmada a infeccao por
hemoparasitos, uma aliquota de sangue (3,0mL) foi coletada por venopunc¢do da
veia cefélica, e transferida para tubo sem anticoagulante, para a realizacdo dos
testes soroldgicos. Das 46 amostras utilizadas nesse trabalho, 15 eram provenientes
de cées infectados por Ehrlichia canis, 06 por Hepatozoon canis, 23 soros de
animais co-infectados por E. canis e Babesia canis e 02 amostras de caes co-

infectados por E. canis, B. canis e Mycoplasma haemocanis.
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4.3 Testes Soroldgicos

4.3.1 DPP® Dual Path Platform (Bio-Manguinhos / Fiocruz, Brasil)

O teste imunocromatografico rapido DPP® Dual Path Platform (Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Brasil) foi gentiimente cedido pelo prof. Dr. Raul Rio Ribeiro
(Universidade Federal de Juiz de Fora) e realizado segundo instrugbes do
fabricante. Inicialmente as 180 amostras foram codificadas por numeros. Apés a
codificacdo, cinco microlitros foram adicionados no pog¢o 01 (“Amostra + Tampao”)
do teste juntamente com duas gotas de tampéo (incluido no kit). Apds cinco minutos,
quatro gotas do mesmo tampéao foram adicionadas no pogo 02 (“Tampao”), e apés
dez minutos foi realizada a leitura. O teste foi considerado positivo quando houve o
aparecimento de duas linhas, uma de controle (C) e outra de teste (T); e negativo

quando houve apenas a linha do controle (C) (Figura 1).

————
- -~

-
"’ 4gotasdo N ! Linhas Teste ~
\ tampao ’,' 1

Identificagao N
da amostra

- Se—.
2" 5pLdesoro s
{  +2gotasdo )

SN tampéo
-~ -

-

~

Figura 1: Dispositivo DPP® Dual Path Platform — Bio-Manguinhos

As leituras dos resultados foram realizadas por duas pessoas, de maneira
independente e que ndo sabiam a que grupo pertencia a amostra analisada, com o
objetivo de minimizar possiveis vieses de leitura e interpretacdo de resultados.
Resultados inconsistentes foram repetidos com a amostra recebendo nova

numeracao.
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4.3.2 Reacao de Imunofluorescéncia indireta - RIFI

A dosagem de IgG total pela RIFI-in house foi realizada segundo metodologia
descrita por Camargo (1974), com modificacbes (SILVA, 2007).

Inicialmente foi preparado o antigeno com culturas de promastigotas de
Leishmania infantum (MHOM/BR/1967/BH46) em fase estacionaria de crescimento
em meio de cultura a-MEM. As culturas foram centrifugadas em solucédo de formol
tamponado 10% (v/v) por 10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
0 “pellet” ressuspendido em solucdo salina contendo formol 10% tamponado (1:2,
v/v). A sequir, as células foram homogeneizadas por 10 minutos. Foi realizada nova
centrifugacéo por 10 minutos a 3.000 rpm. Os parasitos foram lavados trés vezes em
PBS (pH=7,2). Apés as lavagens, o “pellet” foi ressuspendido em PBS e os parasitos
contados, e concentracdo ajustada para 18 a 20 formas promastigotas por campo.
Posteriormente, os parasitos foram distribuidos em areas demarcadas nas laminas
de vidro que foram deixadas em temperatura ambiente para secagem e apos,
armazenadas a -20°C até o momento do uso.

Para a obtencdo do titulo desejado, os soros testados foram diluidos na razédo
dois, a partir de 1:40, em solucéo tampéo fosfato (PBS — 0,85% p/v NaCl, 0,132%
p/v de NaHPO4, 0,0156% p/v de NaH2PO4.H20 em agua destilada, pH 7.4). 15 pL
desta solucao foram depositados sobre cada regido demarcada da lamina de vidro,
na qual foi previamente fixado o antigeno. As laminas foram incubadas em camara
Uumida por 30 minutos a 37°C e, a seqguir, foram lavadas e cobertas com PBS por 5
minutos, seguido de lavagem com &gua destilada e secagem a temperatura
ambiente. A seguir, foi acrescentado 15 ul do conjugado, constituido por anti IgG de
cdo, marcado com Isotiocianato de Fluoresceina (Bethyl Lab. Inc., EUA) diluido a
seu titulo, em PBS, com Tween 2% (v/v) e Azul de Evans 1% (p/v). Apés a adicdo do
conjugado, as laminas foram incubadas, lavadas com PBS, secas, e cobertas com
glicerina tamponada (65 mL de glicerina P.A diluida em 35 mL de solucdo contendo
1,78 % (p/v) de NazHPOa4 e 1,38% (p/v) de NaH2POa, pH 8), e laminula. A leitura foi
realizada em microscopio de luz ultravioleta. Para cada soro foi determinada a
diluicdo reativa final, ou seja, a maior diluicho em que a leitura mostrava
fluorescente. Em todas as laminas foram utilizados controles positivo, negativo e

branco (PBS). Todas as reac¢fes foram realizadas em duplicata.
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O controle positivo do teste foi “pool” de soros de cdes com LVC,
provenientes de area endémica (Belo Horizonte, Minas Gerais), com infeccéo
comprovada pela visualizacdo do parasito em esfregaco de medula 6ssea (corado
com Giemsa) e resultados positivos na PCR especifica (SILVA et al., 2009) e na
cultura de aspirado de medula 6ssea. Como controles negativos, foram utilizados
soros de caes provenientes de area ndo endémica (Minnesota, EUA) para LVC e
com resultados negativos na PCR especifica de aspirado de medula 0ssea.

Para a realizacdo da RIFI primeiramente foi realizado a padronizacao do teste
no Laboratorio de Bioensaios em Leishmania do ICBIM/UFU, com diluicdes seriadas
do conjugado, testadas em amostras de soros de caes naturalmente infectados por
L. (L.) infantum (“pool”) de area endémica para LVC (Belo Horizonte, Minas Gerais).
Os resultados demonstraram que a melhor diluicdo do conjugado para este trabalho
foi de 1:150.

4.3.3 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

A técnica de ELISA in-house foi realizada de acordo com Voller et al. (1979)
com modificagcdes (AMORIM et al., 2011).

O antigeno foi preparado com culturas de promastigotas de Leishmania
infantum (MHOM/BR/1967/BH46). As culturas, foram centrifugadas trés vezes em 10
mL de PBS, por 15 minutos, 3.500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
“pellet” ressuspendido em 2,0 mL de PBS (108 parasitos por mL). A seguir, foram
realizados cinco ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento
(37°C) e posterior ruptura das células por ultrasonicacdo por cinco vezes, em gelo,
por 45 segundos a 40 Hz. Para determinacdo da quantidade de proteina foi utilizado
método de Lowry (1951) e concentracdo foi ajustada para 20 pg/mL em PBS com
inibidores de protease. O antigeno foi separado em aliquotas e congelado a -80°C
até o momento do uso (SILVA, 2007).

No ensaio de ELISA foi utilizado o conjugado anti-lgG de cdo marcado com
peroxidase (Bethyl Lab. Inc., EUA), diluido a seu titulo, de acordo com Silva (2007).
Os resultados da padronizacédo dos testes indicaram que a melhor diluicdo do

conjugado foi de 1.10.000, e das amostras de soro de 1:400.
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As reacdes foram realizadas em microplacas de polietileno de 96 orificios e
fundo plano. Cada orificio da placa foi sensibilizado com 2 ug do antigeno diluido em
100 pL de tampao carbonato (0,159% p/v de Na2COs e 0,293% p/v NaHCOs3 diluidos
em agua destilada, pH 9.6). As placas foram incubadas a 4°C por 18 horas para
sensibilizacdo. A seguir, o excesso de antigeno foi removido com solucdo de
lavagem (0,9% p/v NaCl e 0,05mL v/v Tween® 20 em 4gua destilada). A seguir, as
placas foram secadas e adicionados 150 pL da solugdo de bloqueio de sitios
inespecificos (caseina 2% p/v em PBS, pH 7.6) em cada orificio, seguindo
incubacgéo a 37°C por 30 minutos. Apés lavagem e secagem das placas, 100 uL dos
soros diluidos (1:400) em tampado de incubacdo (caseina 0,25% p/v e 0,05%
Tween® 20 em PBS, pH 7.6) foram adicionados na placa, em triplicata. Seguiu nova
incubacdo a 37°C por 45 minutos, lavagem e secagem das placas, e foi
acrescentado 100 yL do conjugado diluido em tamp&o de incubagéo por orificio.
Apds nova incubacdo a 37°C por 45 minutos, lavagem e secagem das placas foi
adicionado 100 yL por orificio de solugdo do substrato (10mg de cromdgeno
orthophenylenediamine — OPD, 4 uL de H202 30 v em 10 mL de solugédo tampé&o do
substrato, composta por 0,719 % p/v de Na2HPO4 e 0,519% &cido citrico diluidos em
agua destilada, pH 5). As placas foram mantidas por 10 minutos em temperatura
ambiente e na auséncia de luz, e entédo a reacao foi interrompida pela adicdo de 25
ML de H2SO04 4N por orificio. Os resultados foram expressos em valores de
absorbancia apos leitura das placas em leitor de ELISA no comprimento de onda de
495 nm.

Para cada placa, o ponto de corte ou “cut off’ foi estabelecido a partir da
média das leituras de absorbancia de oito soros de cées nao infectados procedentes
de regido ndo-endémica para a doenca (Minnesota, EUA) mais duas vezes o desvio
padrdo. Além dos controles negativos, em todas as placas foi utilizado controle
positivo e branco (tampéao de incubacao).
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5 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos & analise estatistica, de acordo com
a natureza dos dados, pelos testes que mais se aplicaram a cada caso, com 0
auxilio dos programas de pacotes estatisticos GraphPad® Instat 5 (GraphPad
Software Inc, EUA)

Os testes estatisticos utilizados foram baseados no tipo de distribuicdo
amostral das variaveis, verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Testes
paramétricos foram utilizados naquelas que apresentaram distribuicdo do tipo
normal, e ndo parameétricos para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo
gausiana.

Para comparacdo entre os resultados dos titulos da RIFI e absorbancia
determinados pelo ELISA com os estagios da LVC foi utilizado o teste de Analise de
Variancias (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni.

O teste de Spearman foi a medida de correlacdo linear simples adotada para
verificar a existéncia de associacdo entre as variaveis RIFI e ELISA. O coeficiente
Kappa foi utilizado para avaliar o nivel de associacdo entre as técnicas sorolégicas
DPP, ELISA e RIFI. Para ambos, o coeficiente varia entre -1 a 1, e os valores
obtidos foram interpretados de acordo com os seguintes critérios: (a) entre 0 e 0,3
ou -0,3 e 0, fraca associacdo (b) entre 0,31 e 0,7 ou -0,31 e -0,7, moderada
associacao; e (c) entre 0,71 e 1 ou -0,71 e -1, forte associacdo. O sinal positivo ou
negativo indica o carater da associacdo, se é positiva ou negativa, respectivamente,
entre as variaveis.

Os valores de sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram calculados para todos os testes,

conforme demonstrado a seguir (SILVA et al., 2013):

Sensibilidade=[numero dos verdadeiros positivos/(nimero dos verdadeiros positivos

+ numero dos falsos negativos)] x 100

Especificidade=[nimero dos verdadeiros negativos/(nUmero dos verdadeiros

negativos + niumero dos falsos positivos)] x 100
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VPP=[numero dos verdadeiros positivos/(nUmero dos verdadeiros positivos +
namero dos falsos positivos)] x 100

VPN=[numero dos verdadeiros negativos/(nimero dos verdadeiros negativos +

namero dos falsos negativos)] x 100
Acuracia=[numero dos verdadeiros positivos + numero dos verdadeiros negativos /
(nimero dos verdadeiros positivos + niumero dos verdadeiros negativos +

namero dos falsos positivos + nimero dos falsos negativos)]

Em todos os testes foi observado um nivel de significancia de 5%.

44



6 Resultados

6.1 DPP® Dual Path Platform

Figura 2 — Imagem ilustrativa do dispositivo DPP® Dual Path. (A) DPP® com
resultado positivo; (B) DPP® com resultado negativo

Do total de 180 amostras de soro, 58 (32,22%) foram positivas no teste DPP®.

O teste foi positvo em 56/60 (93,3%) amostras de soros dos caes
naturalmente infectados por L. infantum, o que representa sensibilidade de 93,33%.
Todas as amostras negativas no teste (n=04) foram de animais classificados no
estagio | da LVC (Tabela 2). O teste apresentou bons resultados nos animais
classificados nos estagios Il e Il (Tabela 2), com 100% de positividade nos dois
grupos.

Apenas 01/74 (1,35%) amostras de soro dos animais nao infectados (area
ndo-endémica) foi positiva no DPP® e o teste apresentou especificidade de 98,33%.

No grupo dos animais infectados com hemoparasitos, 01/46 (2,17%) amostras
de soro apresentou-se positiva no DPP®. Essa amostra foi coletada de um cé&o co-

infectado com Ehrlichia canis + Babesia canis (Tabela 3).
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Tabela 2 — Desempenho do DPP® Dual Path Platform (Biomanguinhos/Fiocruz,
Brasil) em amostras soros de cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.)
infantum classificados de acordo com estagios clinicos da leishmaniose visceral
canina*

Estagios Clinicos da LVC
| I "l

DPP® (+) 3,3% (02/60) 41,7% (25/60) 48,3% (29/60)
DPP® (-) 6,7% (04/60) 0,0% (0/60) 0,0% (0/60)
Total 10,0% (06/60) 41,7% (25/60) 48,3% (29/60)

* Solano-Gallego et al. (2009) com modificacfes (Silva et al., 2012)

6.2 Reacgédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Das 180 amostras de soro, 63 (35,0%) apresentaram-se reativas para L.
infantum na RIFI. No grupo dos animais naturalmente infectados por L. infantum,
59/60 (98,33%) amostras de soro foram reativas para Leishmania no teste,
apresentando sensibilidade de 98,33%. A diluicéo reativa final dos soros variaram de
1:80 como diluicdo minima e 1:10.240 como diluicdo maxima. A figura 3 apresenta a
freqUéncia das diluicdes nas amostras dos soros dos caes nos diferentes estagios
da LVC. O titulo da RIFI nos cdes no estagio | variou entre 1:160 a 1:640 (n=5); no
estagio Il entre 1:80 a 1:5.120 (n=25) e no estagio Ill entre 1:320 a 1:10.240 (n=29).
A Unica amostra de soro negativa no teste foi de um cdo no estagio | da LVC.

A andlise estatistica demonstrou os valores da mediana da diluicdo reativa
final da RIFI dos animais classificados como estagio Il foi significativamente maior
gue aqueles animais classificados como estagios | e Il (p<0,0001 e p<0,05,
respectivamente; ANOVA, pos teste de Bonferroni; IC=95%).

No grupo dos animais ndo infectados (area nao-endémica), 04/74 (5,4%)
amostras de soros foram reativas para Leishmania na RIFI, apresentando
especificidade de 96,67%. Todas as amostras positivas apresentaram reatividade na
diluicao de <1:40.

N&o houve resultado positivo na RIFI nas 46 amostras de soro de cées

infectados com hemoparasitos.
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Figura 3 - Reciproca dos titulos da RIFI em soros de 60 caes
naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum
provenientes da cidade de Ribeirdo das Neves (MG) em
relacdo aos diferentes estagios clinicos da leishmaniose
visceral canina proposto por Solano-Gallego et al. (2009),

adaptado por Silva et al. (2012).; ( —) Mediana;
"p<0,0001; #p<0,05

6.3 ELISA

O teste de ELISA, realizado nas 180 amostras de soros, apresentou 72
(40,0%) resultados positivos. Todas as amostras de soro dos cdes naturalmente
infectados por L. infantum (60/60) foram positivas no ELISA e o teste apresentou
sensibilidade de 100%. A figura 4 apresenta as absorbancias nos diferentes estagios
da LVC.

Assim como observado na RIFI, a andlise estatistica demonstrou que o0s
valores da mediana das absorbancias determinadas pelo ELISA, nas amostras dos
animais classificados como estagio Ill, foi significativamente maior que o0s
classificados como estagios | e Il (p<0,001; ANOVA; pos teste de Bonferroni;
IC=95%).
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No grupo dos animais ndo infectados (drea nao-endémica), 04/74 (5,4%)

amostras de soro foram positivas no ELISA e o teste apresentou especificidade de

90,0%.

Nos animais infectados com hemoparasitos, 08/46 (17,40%) amostras de soro

apresentaram-se positivas no ELISA. As amostras positivas eram de seis cées

infectados por Ehrlichia canis e duas amostras por Hepatozoon canis (Tabela 3).

A correlacdo entre os testes RIFI e ELISA foi realizada no grupo dos cées

naturalmente infectados por Leishmania infantum. A Figura 5 apresenta essa

correlacao.
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Figura 4 - Absorbancia determinada pelo teste de ELISA em soros de
60 cées naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum
provenientes da cidade de Ribeiréo das Neves (MG) em relacdo aos
diferentes estagios clinicos da leishmaniose visceral caninaproposto
por Solano-Gallego et al. (2009), adaptado por Silva et al. (2012).;

(—) Mediana; (----) "cut off"; **p<0,001
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Figura 5 - Correlagéo entre os resultados dos testes de ELISA e RIFI
determinados em soros de 60 cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L.) infantum provenientes da cidade de Ribeirdo das
Neves (MG)

A andlise estatistica dos dados indicou concordancia de 100% nos resultados
da RIFI e ELISA e correlacdo moderada positiva entre os valores de absorbancia
determinados pelo teste de ELISA e a diluicdo reativa final da RIFI nas amostras
(Correlagéo de Spearman = 0,372; p < 0,0034, IC 95%).

Nas 180 amostras de soro, a analise estatistica de concordancia demonstrou
forte associacdo entre os testes DPP® e ELISA (Kappa = 0,785, p<0,001, intervalo
de confianca 95%). Da mesma maneira os testes DPP® e RIFI estdo fortemente
associados (Kappa = 0,888, p<0,001, intervalo de confianca 95%). O RIFI e o ELISA
também se mostraram fortemente associados (Kappa = 0,799, p<0,001, intervalo de

confianca 95%).

Tabela 3 — Frequéncia da reatividade cruzada do DPP® Dual Path Plataform, RIFI e
ELISA em soro de cées infectados com hemoparasitos

Hemonarasites DPP® ELISA RIFI

P % (n) % (n) % (n)
Ehrlichia canis (n=15) 0.0% (0) 13.05% (06) 0.0%(0)
Hepatozoon canis (n=6) 0.0% (0) 4.35% (02) 0.0%(0)
Ehrlichia canis + Babesia canis (n=23) 2.17% (1) 0.0%(0) 0.0%(0)

Ehrlichia canis + Babesia canis + 0 0 0

Mycoplasma haemocanis (n=2) 0.0% (0) 0.0%(0) 0.0%(0)
Total (n=46) 2.17% (1/46) 17.40% (8/46)  0.0%(0)
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6.4 Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia

Para todos os testes sorolégicos (DPP®, RIFI e ELISA) foram calculados os
valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, e acuracia. Os resultados séo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e acuracia para DPP® Dual Path Platform (Biomanguinhos/Fiocruz,
Brasil), ELISA e RIFI

Parametros DPP® ELISA RIFI
% (n) % (n) % (n)
Sensibilidade 93,33% 100% 98,33%
Especificidade 98,33% 90,0% 96,67%
VPP 98,24% 93,75% 93,65%
VPN 96,72% 100% 99,15%
Acurécia 96,66% 93,33% 97,22%
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7 Discusséao

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca grave que pode levar o individuo
a morte se ndo diagnosticada e tratada precocemente (LAINSON; SHAW, 2005;
MAURICIO et al., 2001; WHO, 2010). O cado doméstico & considerado o principal
reservatério da LV zoondtica, pelo contato proximo com o homem e por apresentar
grande quantidade de parasitos na pele (LAINSON; SHAW, 2005; WHO, 2010).

A doenca no céao, leishmaniose visceral canina (LVC), possui como principais
sinais clinicos as dermatopatias, linfodenopatias, onicogrifose, perda de peso, lesdes
nos olhos, alteracdes bioquimicas e hematopoiéticas, doenca renal, anemia,
hepatomegalia, esplenomegalia, atrofia muscular, epistaxe, comprometimento dos
0ssos e das articulacdes (ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008; KOUTINAS et
al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). As manifestacdes clinicas vao depender
do estado nutricional e resposta imune do cao infectado, e cerca de 50% dos
animais sao assintomaticos para a doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

No Brasil, o controle da LV é baseado no diagnéstico e tratamento dos
doentes, controle do vetor e eliminagdo dos cées soropositivos (GRIMALDI Jr et al.,
2012). Desde o ano de 1953, a eliminacdo dos cdes é uma das principais acdes
realizadas no controle da LV no pais, além de ser uma medida controversa, ela
causa pouco ou nenhum impacto na incidéncia dos casos de LV na saude publica
(COURTENAY et al., 2002). Em muitos paises, a eliminacdo em massa dos cées
soropositivos para Leishmania ndo ocorre, pois reconhecem gque esses animais
possuem um importante vinculo afetivo com seus donos (MIRO et al., 2008).

Atualmente, o Brasil é o Unico pais que adota um programa de eliminacéo de
cées soropositivos, em larga escala, como parte das medidas de controle para a LV
(Costa, 2011). Costa (2011) comparou os resultados do controle da LV no Brasil nos
altimos 30 anos com os da China, que utiliza as mesmas medidas de controle. O
autor observou que, atualmente, a China notifica cerca de 10 vezes menos casos
que o Brasil, enquanto a notificacdo no Brasil era 10 vezes menor que a chinesa ha
30 anos. O autor sugere que este fato pode ser explicado com o tipo de estratégia
de controle da doenca adotado em cada pais. No Brasil o controle é baseado

principalmente na eliminacdo dos cées soropositivos para Leishmania, enquanto que
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a China prioriza a eliminagdo do vetor e, em segundo plano, dos animais
sororregantes.

Segundo Moreira et al. (2005), somente o sacrificio de caes soropositivos nao
é suficiente para o controle da LV e da LVC, mesmo quando séo utilizadas técnicas
mais sensiveis e reducao do intervalo de tempo entre o diagndstico e a remocédo dos
caes. Estes autores afirmam, ainda, que é alta a taxa de reposicdo de animais
seguida ao sacrificio dos cées, seja por filhotes susceptiveis ou por outros caes ja
acometidos pela infeccdo. Sugerem, também, que estes fatos tém contribuido para a
ineficacia das medidas de controle, associados a outros fatores de ordem
operacional.

Os métodos de diagndstico utilizados no Brasil, para LVC sao: parasitolégico,
soroldgico e molecular (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Os mais empregados S&0
0s testes sorologicos, principalmente a imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA).

No Brasil um novo teste soroldgico foi desenvolvido a fim de melhorar o
diagnéstico da LVC. O DPP® Dual Path Platform (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Brasil) é
um teste imunocromatografico rapido que utiliza uma proteina recombinante rk28. A
rk28 é uma repeticdo de 39 aminoacidos conservados (fragmentos das proteinas
k26, k39 e k9) entre as espécies de Leishmania causadoras de LV (L. donovani, L.
infantum, e L. chagasi) que reconhecem anticorpos anti—Leishmania especificos. O
teste é facil de ser realizado e ndo necessita de pessoal treinado ou laboratério
especializado (SANTIS et al., 2013; GRIMALDI Jr. et al., 2012; LAURENTI et al.,
2014).

Nas condicdes do estudo, nossos resultados demonstraram que o teste DPP®
apresentou bons resultados de sensibilidade (93,33%), entretanto, os melhores
resultados foram obtidos pelo ELISA e RIFI que apresentaram sensibilidade de
100% e 98,33%, respectivamente. Por outro lado, a especificidade do DPP®
(98,33%) foi melhor do que observado nos testes de ELISA (90,0%) e RIFI (96,67%).
Apesar da RIFI apresentar melhor especificidade em relacdo ao ELISA, o teste n&o
€ mais utilizado no “Programa de controle da leishmaniose visceral” desde o ano de
2012, pelo governo brasileiro (COURA-VITAL et al., 2014).

Os testes sorolégicos para LVC podem apresentar baixa sensibilidade e

especificidade, resultados falso-positivos e falso-negativos, subestimando a real
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prevaléncia dos caes infectados, assim um diagndstico sorolégico preciso é
fundamental para o controle da doenca (FALQUETO et al., 2009).

A sensibilidade dos testes soroldgicos para diagnoéstico da LVC pode variar de
acordo com o curso clinico da infeccdo, resposta imune do hospedeiro e tipo de
antigeno utilizado no teste (PORROZZI et al., 2007). Além disso, as taxas de
especificidade de um teste sorologico para LVC no Brasil podem ser afetadas por
outras doencas infecciosas, especialmente leishmaniose tegumentar americana,
tripanossomiase (T. evansi), doenca de Chagas e hemoparasitos (FERREIRA et al.,
2007; LAURENTI et al., 2014).

Desde 2012, as campanhas de saude publica do governo brasileiro utilizam o
DPP® como teste de triagem e o ELISA como teste confirmatério para LVC, como
parte do “Programa de Controle da Leishmaniose Visceral” (COURA-VITTAL et al.,
2014). No entanto, autores tém sugerido que a baixa capacidade do DPP® em
diagnosticar animais infectados por L. infantum e assintomaticos, o que poderia
influenciar diretamente as taxas de sensibilidade do teste e comprometer a eficacia
do programa de controle da LV (GRIMALDI Jr. et al., 2012)

Recentemente, um novo sistema de estidgios da LVC foi proposto para
melhorar o diagnostico, tratamento, progndstico e prevencdo da doenca. Este
sistema de estagios clinicos leva em conta os niveis de anticorpos anti-Leishmania,
sinais clinicos e achados laboratoriais (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Em nosso
estudo, todas as amostras de soros identificadas como falso-negativos na RIFI (n=1;
1,7%) e no DPP® (n=4; 6.7%) foram coletadas de cées classificados no estagio | da
LVC, que corresponde aqueles animais infectados soronegativos ou com baixos
niveis de anticorpos anti-Leishmania, auséncia ou discreta presenca de sinais
clinicos no exame fisico e auséncia de alteracfes hematobioquimicas.

Na literatura, até onde vai nosso conhecimento, ndo ha nenhum estudo que
correlaciona o teste de diagnéstico DPP® com estagios da LVC, sendo encontrados
apenas estudos que relacionam o teste com amostras de soros de cdaes
assintomaticos e sintomaticos.

O baixo desempenho do DPP® na identificacdo dos cdes assintomaticos tém
sido sugerido por outros autores. Grimaldi Jr. et al. (2012) demonstraram 98,0% de
sensibilidade quando o DPP® foi realizado em soro de cdes sintomaticos para LVC e

esta taxa diminuiu drasticamente em amostras de animais assintomaticos (47,0%).

53



Nossos resultados, associados aos encontrados na literatura, reforcam a
sugestdo de que o DPP® apresenta baixa sensibilidade e pior desempenho em
comparacdo a outros testes sorolégicos (ELISA e RIFI) que utilizam antigenos
brutos, quando aplicados em amostras de soros de cdes assintomaticos (GRIMANDI
Jr. etal.,, 2012; LAURENTI et al., 2014).

Mais estudos devem ser conduzidos em animais assintomaticos e no estagio |
da LVC, uma vez que, em areas endémicas, cerca de 5% a 10% de todos os
animais infectados apresentam sinais clinicos enquanto que 90% a 95% apresentam
poucos sinais clinicos ou nenhuma manifestacdo da doenca (assintomaticos e
estagio | da LVC), por isso é fundamental os testes sorolégicos serem sensiveis
para detectar animais infectados e saudaveis (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

De maneira geral, nas condi¢cdes do nosso estudo, o DPP® apresentou boa
acuracia (96,66%), VPP (98,24%) e VPN (96,72%), semelhantes aos descritos na
literatura (SILVA et al., 2013; LAURENTI et al., 2014). Entretanto esses valores
podem sofrer alteracbes, quando € levada em conta a prevaléncia da LVC em
determinada area. Por isso torna-se necessario estudo multicéntrico em larga
escala, abrangendo todas as regifes do pais, para o estabelecimento dos valores de
acuracia, VPP e VPN mais proximos da realidade em que o teste € aplicado na
rotina do “Programa de Controle da Leishmaniose Visceral do Brasil”.

Em relacdo a sensibilidade e especificidade do DPP®, ELISA-in house e RIFI-
in house, nossos nos resultados permitem sugerir que o teste rapido deveria ser
utilizado como diagnéstico confirmatdrio, porque possui melhor especificidade que o
ELISA, que seria aplicado como teste de triagem, em razdo da sua de sua melhor
sensibilidade, em um cenario ideal de inquérito sorolégico na saude publica. A
literatura tem apresentado resultados semelhantes e a recomendacao de aplicacao
do DPP® como confirmatério e ELISA como triagem nos inquéritos para LVC
(LAURENTI et al., 2014).

O uso do DPP® como confirmatério e ELISA como teste de triagem pela
saude publica poderia prevenir a eliminacdo de cées falso-positivos para LVC e
diminuir o numero de animais falso-negativos que permanecem no ambiente,
contribuindo para manutencéo da prevaléncia da LV e LVC em areas endémicas.

Poucos estudos tém sido realizados para avaliar o desempenho do DPP® em

soros de caes com outras doencas infecciosas, como as causadas por
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hemoparasitos. Nossos resultados demonstraram que o DPP® foi positivo em
apenas um cao co-infectado com Ehrlichia canis + Babesia canis (2,17%). O ELISA
foi positivo em 17,4% de soros de caes infectados com hemoparasitos. Destes, seis
amostras foram coletadas de cées infectados com Ehrlichia canis e dois com
Hepatozoon canis. Em estudo realizado por Laurenti et al. (2014,) o DPP®
apresentou-se positivo em 04/63 (6,3%) amostras de soros de cdes com babesiose.

Zanette et al. (2014) realizaram um estudo com 57 amostras de soros de cées
com hemoparasitoses. Destes, 14 estavam infectados por Trypanosoma cruzi, 12
por Babesia canis, 13 Ehrlichia canis, 10 por Toxoplasma gondii e oito por Neospora
caninum. O objetivo foi avaliar a reacdo cruzada de testes sorolégicos (ELISA, RIFI,
Kalazar Detect™) entre Leishmania e outros parasitas de cédes. No ensaio de ELISA,
09/14 amostras de soros com T. cruzi e 01/13 amostras de cées infectados por B.
canis foram positivos. Na RIFI, 05/10 amostras de soros de cdes com T. gondii foram
positivas. No teste rapido Kalazar Detect™ (rk39), 01/13 amostras com E. canis,
01/10 com T. gondii e 01/08 com N. caninum, foram positivas. Os autores relatam
que a presenca de outras infeccdes nos caes pode levar a reatividade cruzada com
Leishmania nos testes de diagndstico sorologicos para LVC.

Como observado na literatura, os testes de sorodiagnéstico da LVC podem
apresentar reacdo cruzada com outros parasitos comuns de cades, e por isso é
necessario o emprego de outras técnicas de diagnéstico em associacdo com as
sorolégicas, como as moleculares que sdo mais sensiveis, para melhorar a acuracia
do diagnédstico, minimizando a frequéncia de resultados falso-positivos causados
pela reatividade cruzada entre Leishmania e hemoparasitos (ALVAR et al., 2004;
FERREIRA et al., 2007; LAURENTI et al., 2014).

Em nosso estudo ndo foi possivel realizar a Reacdo em Cadeia de
Polimerase em amostras dos animais infectados com hemoparasitos, pela
indisponibilidade de coleta de material para obtencdo de DNA (aspirado de medula
0ssea). Ainda assim acreditamos que nossos resultados sao importantes e validos,
uma vez que a frequéncia de positividade nas amostras de caes com
hemoparasitoses e de area nao-endémica foram semelhantes e, mais ainda, o valor
de especificidade que encontramos esta de acordo com aqueles relatados na

literatura.
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Além disso, um dos objetivos do nosso grupo foi avaliar o desempenho do
DPP® em soros de cées provenientes de area com baixa prevaléncia para LVC e
alta para hemoparasitoses, uma vez que este cenario € comum na rotina clinica de
vérias cidades do pais, como por exemplo, Uberlandia (MG).

O melhor desempenho do DPP® em relacdo ao ELISA, quando comparadas
as taxas de positividade nas amostras de caes negativos para LVC e infectados com
hemoparasitos poderia ser explicado pelo tipo de antigeno utilizado em cada técnica
(GRIMALDI Jr. et al., 2012; PORROZZI et al., 2007).

O DPP® é um teste imunocromatografico baseado em particulas de ouro
coloidal que utilizada proteina recombinante (GRIMALDI Jr. et al., 2012). O uso de
proteinas recombinantes nos testes sorologicos para LVC € uma boa estratégia,
porque elas sdo altamente especificas no reconhecimento de anticorpos anti-
Leishmania e apresentam baixas taxas de resultados falso-positivos (GRIMAILDI Jr.
et al., 2012; LAURENTI et al., 2014). Por outro lado, os ensaios de ELISA e RIFI
avaliados neste trabalho sdo baseados no antigeno bruto de L. infantum, que pode
apresentar maior reatividade cruzada com outros parasitos comuns de caes, quando
comparados com antigenos de proteinas recombinantes como sugerido pela
literatura (FERREIRA et al., 2007; ROSARIO et al., 2005).

Quinnell et al. (2013) analisaram o desempenho de um teste rapido (Kalazar
Detect Canine Rapid Test - RDT) que utiliza como antigeno a proteina K39, em 54
amostras de soros de cdes naturalmente infectados por Leishmania de éarea
endémica para LVC no Brasil. Eles compararam o teste RDT com ELISA e PCR. O
teste de ELISA foi realizado com antigeno bruto. Os autores relatam que a resposta
de anticorpos anti-Leishmania ao antigeno recombinante (rK39) sdo mais lentas
quando comparados com a resposta ao antigeno bruto de Leishmania e o melhor
desempenho do teste rapido foi em amostras de soros de animais com infeccéo
grave (sintomaticos).

Peixoto, Oliveira e Romero (2015) realizaram uma revisao sistematica sobre
os testes sorolégicos de RIFI, ELISA e DPP®. O objetivo do estudo foi avaliar a
gualidade e acuracia do diagndstico sorolégico da LVC nas Américas. Os autores
utilizaram 284 trabalhos selecionados no Medline, Embase e Lilacs entre novembro
de 2012 a fevereiro de 2013. Destes, 25 se enquadraram nos critérios de incluséo,

cujo objetivo foi minimizar vieses que poderiam influenciar nos valores de
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sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos para LVC. Dos 25 trabalhos
selecionados, apenas trés avaliaram o desempenho do teste DPP®. A partir desses
dados os autores calcularam os valores de sensibilidade e especificidade dos testes.
A RIFI apresentou 88% de sensibilidade e 63% de especificidade; ELISA 89% de
sensibilidade e 87% de especificidade e o DPP® apresentou sensibilidade de 83% e
especificidade de 73%. O ensaio de ELISA com antigeno bruto e o DPP®
demonstraram acuracia moderada no diagnoéstico da LVC. Baseado nesses valores,
0S autores sugerem que a real prevaléncia de caes infectados por Leishmania em
area endémica pode ser subestimada, dependendo da sensibilidade e especificidade
do teste de diagnostico utilizado nessas areas, bem como a escolha correta do teste
de padrdo-ouro na identificacdo dos animais doentes (PEIXOTO; OLIVEIRA;
ROMERO, 2015).

A baixa sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos utilizados tanto
na saude publica, quanto nos laboratérios privados para o sorodiagnostico de LVC,
aponta para uma preocupacdo especial em relacdo a eliminacdo de céaes falso-
positivos, porque ndo ha testes 100% sensiveis e especificos para uso rotineiro. Por
isso, testes sorolégicos para LVC poderiam ser usados em combinacdo com outras
técnicas, como PCR especifica e imuno-histoquimica, especialmente em regides
endémicas para leishmaniose tegumentar americana, tripanossomiase, doenca de
Chagas, babesiose, erlichiose, hepatozoonose, neosporose e toxoplasmose.

A discussdo sobre a eliminagdo em massa dos cées soropositivos como
medida de controle da LV, adotada pela saude publica do governo brasileiro, esta
longe de acabar, portanto boa acuracia, sensibilidade e especificidade dos testes
sorologicos para LVC sdo de extrema importancia, sendo necessario especial
atencdo no diagndstico dos animais assintomaticos e no estagio | da LVC
(PEIXOTO; OLIVEIRA; ROMERO, 2015).

No nosso estudo os resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia
demonstrados pelo DPP® suportam seu uso no diagnéstico soroldégico da LVC.
Entretanto, apesar do desempenho satisfatorio, o teste ndo foi capaz de identificar
todos os cées classificados no estagio | da LVC. Além disso, o teste foi positivo em
amostra de cao co-infectado com Ehrlichia e Babesia, sugerindo resultado falso

positivo por reacao cruzada.
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Quando comparado com ELISA e RIFI que utilizam antigeno bruto de L.
infantum, o DPP® apresentou sensibilidade inferior e especificidade superior,
corroborando a recomendacdo do seu uso como teste confirmatorio, ao invés de
ferramenta de triagem nos inquéritos da saude publica, para o diagnostico da LVC.
Mais estudos, preferencialmente multicéntricos, sdo necessarios para verificar o
desempenho do DPP®, utilizando maior nimero de cdes assintomaticos, nos
diferentes estagios clinicos da LVC, e com outras doencas infecciosas.

O desenvolvimento de testes de diagnostico para LVC eficazes para
identificar cdes sintométicos, assintomaticos, e que nao produzam reacdo cruzada
com outras doencas, além de minimizar a eliminacdo de cées falso-positivos e
manutencdo de falso-negativos no meio, € de grande importancia para a saude
publica, refletindo diretamente no controle da doenca, especialmente em &areas

endémicas da LV.
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8 Conclusoes

O DPP® Dual Path Platform (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Brasil)
apresentou melhor desempenho de especificidade em relacdo ao RIFI
in-house e ELISA in-house, e pior sensibilidade em relacdo aos dois

testes.

O teste de DPP® apresentou melhor sensibilidade para diagnosticar
cées classificados no estagio Il e lll do que em animais classificados
como estagio | da LVC.

O teste DPP® apresentou maior especificidade em relacdo aos testes
RIFI in-house e ELISA in-house em cédes soronegativos para LVC e

infectados por hemoparasitos.

Os testes DPP®, RIFI in-house e ELISA in-house, demonstraram bons
parametros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo e acuracia para o diagnostico da leishmaniose
visceral canina e o DPP® apresentou melhor valor de acuracia em

relacéo aos dois testes.
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ANEXO 1 '
Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pr6-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagéao
Comisséo de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n?. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N2 039/13 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 010/183

Projeto Pesquisa: “Diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina em
Uberlandia, Minas Gerais Brasil".

Pesquisador Responsavel: Sydnei Magno da Silva

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUACAOQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

chrlﬁndia, 25 de Fevereiro de 2013

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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ANEXO 2

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 211/2007, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacao imunoldgica e histopatoldgica de cdes naturalmente infectados
com Leishmania (Leishmania) chagasi, tratados com antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas nanométricos e alopurinol, que
tem como responsavel Wagner Luiz Tafuri , estd de acordo com os Principlos
Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentagao Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
12/ 03/2008.

Este certificado expira-se em 12/ 03 / 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 21172007, related to the project entitled
"Immunological and histopathological evaluation of dogs with visceral
leishmaniasis submitted to treatment with liposome-encapsulated
meglumine antimoniate and alfopurinol’, under the supervision of Wagner
Luiz Tafuri, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in March 12, 2008.

This certificate expires in March 12, 2013,

Belo Horizonte, Marga. de

\ ‘Lu,'zul
Prof. Humberto Pereira O
Coordenador do CETEA/

Universidade Federal de Minas is
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa il - 2° Andar, Sala 2008
31270801 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34994516 - Fax: (31) 34994516

(Mod Cert v1.0)
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